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INTHODUCCION 

Se han re~lizado difere!.1 tes y muy ·; ari ados estu:iios p ::-. 

m~s im110rtan t es; l a t:·ans21!.in~ ::;:~ ,:l :;. t6. .i co :· i i ·~vi r. 2 : ,· l <. 
transaminasa glut4mico oxalacética , las cuales se ven i'hvolu 
cradns en e~ fu.~cionamiento de ci er tos 6rganos y tejidos, co 
n:o son : coraz6n, hígado, cerebro, hematíes, mi1sculos, 3uero 
líquido cefalo-raq\Údeo y en orina . Sin embargo , 9oco se ha
estudiado de la forma como deben manejarse en el laboratorio 
de enseñanza, donde priv1111 algunas fuentes ma teria les y hu -
manas de error, co1110 son: la falta de equ.ipo adecuado (baños 
de asua , termdmetroa,espectrofot6~et~o, etc.), Jescui~o por -
parte de los estudia.~tes que realizan las t4cnicas y falta -
de , la debida vigilancia por parte de los maestros, ocasiona
da por el exc eso de estudiantes a su cargo . 

El m~todo elegido para este informe, ha sido el de 
aeitmann y Frankel, ya que es una t'cnica sencilla y f4cil -
de ma.~ipular, lo cual representa un~ ventaja, sobre todo pa
ra quienes oo~o loa alwnnos de Licenciatlll'a de Química Clíni 
ca, no tienen adn el entrenamiento necesario para manejar· -
mltodos enzimol6gicos mis comple jos . 

Sn la realizaci6n del m'todo, se trataron de introducL: 
diferentes errores, físicos , químicos y mec~icos tales como 
el p3, la temperat\.U'a1 la concentraci6n de sus tratos, la con
aervaci6n de los mismos favoreciendo la contaminaci6n biol6-
gica y química; para conocer la manera como los rest.tltados -
se alteran. ·Los valores obtenidos se compararon contra la -

misma técnica seguida ·correotamente, para así saber el grado 
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:d~ variaci6n resultan te y la forma como &sta podría corregil'
se, durante el trabajo did4ctico. 

Por lo antes mencionado, creemos que este estudio será 
una valiosa ayuda para est~di·antes y maestros del Laborato -
rio de Química Clínica. 



CAPITULO I 

G.C:l~ .C:nA.LIDAliES .l:i'ISIOPA'fOLOGICAS 

La acción ue 111 s enz il~ l<S d~ ·..u 1 ór~11no determinado, re -

cres enta ciertas propiedades de ése ór~ano; y es así, como de 
u:1~ ¡·0 r 11<a a;ás íntiu.a puede conocerse la parte del or .i:i; anismo -

aue en és e momento se halla alterada y la causa de la alter?. 
c1ón. 

Son mucnas las enzimas de interés clínico que ayudan a

dilucidar mucnos padecimientos en los que otros métodos de 

d.:.a?,n é s ü~ ·.> no res1..ütan del todo claros. Entre estas enzimas

tenemos a las transaminasas, pero antes de nacer referencia a 

sus carac t erísticas fisiopatológicas, mencionaremos algunos -

puntos de c ~rácter ~eneral para W1a mejor comprensión del es

tudio enzimático. 

Desde el punto de vista médico,(l 4)las enzimas séricas

se clasifican de acue.rdo a su ori.11;en y a su función en: 

l.- Enzimas extracelulares 6 secretoras; como la el-amilasa,

lip?.s a, fosfatasa alcalina. 

2.- !:)lzimas intracelulares; como la transaminasa glutámico 

oxalacét~ ca, transaminasa glutámico pirúvica, desnidrogenasa

láctica, desnidro~enasa hidroxibutírica. 

3.- :mzimas específicas del plasma; como colinesterasa y las

enzimas propias de la coagulación. 

Los cambios patológicos que se operan en ellas debido a 



4 

.algunos padecimientos, se les atribuyen varios mecanismos que 
' . actúan so.los 6 en combinaci6n,~l4) los más aceptados son: 

a) Alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares 

Y necrosis; esto su.cede en la hepatitis, en las intoxicaciones 
Por envenenamientos, distrofia muscu.lar progresiva y enferme

dades cardíacas. 

b) Aumento en la cantidad de producción de enzimas; como la -

fosfatasa alcalina en condiciones caracterizadas por un incre
mento en la formación de osteoblastos 6 de fosfatasa ácida en 

carcinoma de la próstata. 

c) Reducci6n en la concentración de la enzima; como ocurre 

con la colinesterasa en cirrosis hepática y en otras deficien

cias enzimáticas. 

d) Prevención de la salida de flujo de enzimas secretoras: un 

ejemplo es la fosI°atasa alcalina en obstrucción de conductos

biliares 6 de lipasa en la obstr11cci6n de conductos pancreáti

co·s. (13) 

--K' La importancia de las transaminasas radica en el papel

q11e desemperian en el metabolismo intermediario de los aminoá

cidos; mediante el l as, al determinar su actividad es · posible 

conocer el estado funcional de cada uno de los ór~anos en los 

cuales se hallan. 1(--

TRAN~AmINASA GLUT AmI CO OX ALACETICA.- Se encuentra nor -

malmente en: múscu.lo esquelético, múscu.lo cardíaco, hív,ado, 
bazo, intestino, suero, líquido cefalorraquídeo, eritrocitos

estos contienen el 80~ del total de enzima que se encuentra -

en la sangre, las plaquetas contienen un 13%, los leucocítos

un 5% y el suero sólo un 2;(.; páncreas y riñón. 

Los padecimientos en los que se·altera son principal 

mente cardíacos, aunque en menor grado, también en lqs hepá -
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ticos. Aumenta de manera notable en infarto de miocardio pu-~ 

diendo alcanzar niveles de más de 500 U/ml de suero;. comenzan
do a incrementarse dentro de las . primeras 12 horas después del 

, in tarto, ·alcanzando su máximo a las 48 horas y empieza a dis

. minuir de los 6 a 14 ~!as después del infarto hasta llegar a 
sus niveles normales.(ll)El aumento de la enzima es proporcio

nal a la cantidad de músculo cardíaco destruído; en general . -
Puede decirse, que el incremento de enzima, sea que se trate 
de la oxalacética 6 de la pirúvica, va a depender del tamaño 
de la lesi6n.{9) ' 

Asociado al aumento de enzima, se hallan otros datos 
clínicos, como son: tensión arterial baja, shock, insu.ficien

cia renal y hep~tica; esta última es m~ importante ya que 
generalmente seguido al infarto, se presenta daño hepático, -

debido· a falta de oxígeno, la que ocasiona disminución de la

acti vidad celular que implica la salida de enzimas intracelu
lares. ( 9) Esta falta de oxígeno, se debe a la hipoten~i6n san

guínea que se presenta, la que a su vez, causa una baja en el 
gasto cardÍaco; lo que provoca cambios en la resistencia vas

cular periférica. 

Se ha podido observar, que las células hepáticas más da

ñadas son las más alejadas de la vena central del hígado y es 

esto lo que va a causar una necrosis masiva. Para conocer con 

exactitud el grado de la lesi6n, se determina la actividad de 

la transaminasa glutámico pirúvica, la que por hallarse nor mal

.mente en el hÍgado, al aumentar, va a darnos una idea de la -

extensión del daño causado al Órgano.(9) 

Con esto se pone de manifiesto, una cierta relación en

tre las dos enzimas (oxalacética y pirúvica), debido a 'la co

rrelaci6n funcional que existe en los tejidos donde se loca -
!izan. &l esquema que sigue explica la conexi6n que hay entre 

los dos padecimientos, card!acos y hepáticos~ 



6 

Daño Hepático 

' \ 
liipotensi6n +Arritmia ~-------a 

Indi vid·u:os sanos --------ii> 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 la·s membranas celulares; 
esto puede ser por varias razones, como es l~· presencia de 

agentes externos del tipo de v:irus, toxinas 6 disturbios en 
la nutrici6n celular.(l4) Sin embargo, existen determinadas 

situaciones en las que no ocurre esto pero hay elevación en 

la concentración de ellas. La TGO (t.Eansaminasa glutámico 
oxalacética) awnenta normalmente después de comidas ricas en
proteínas, hasta un nivel de 270 U/ml de suero, el que al ca

bo de tres horas comienza a disminuir a sus límites normales. 

( 20). 

Esta tr~saminasa se incrementa patológicamente en: an

gina de pecho, insuficiencia coronaria, insuficiencia cardía
ca congestiva crónica, ictericia, enfermedad cardíaca reumá -

tica con disfunción .hepática progresiva, en la que se eleva 
hasta 1912 U/ml de suero. Disminuye en shock neu.rogénico a ~ 

19 U/24 horas, lo que conduce al individuo a la muerte. Per -
man~ce normal en: uremia, infarto pulmonar, neoplasias e in 
fecciones agudas cr6nicas.(9, 18• l3, l5, 21 ) 

cuando se presenta una deficiencia de vitamina B6· , su 

valor normal va a depender del peso, estatura y edad del in -
dividuo; sin embargo,se han es tablecido límites que se deter

minan en personas sanas clínicamente; este valor va a ser di
ferente en cada líquido corporal. En suero es de 8-40 U/mli ~ 

en líquido cefalorraquídeo e~ de 7-49 U/ml; en orina no debe

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

ser~ mayor del u/ml.(20) 
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_EQ. su determinaci6n no intervienen: el ciclo menstruai,. 

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 medicamentos pro

vocan incremento en su concentraci6n como son los opiáceos y 

el estolato de eritromicina en adultos así como la aspirina y 

el salicilato de sodio en los niños, en un promedio de 25-501" 

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 proteínas. 

( 20). 

Hay otras pruebas(~) cuyos resultados se asocian al au

mento de TGO y que pueden ser de gran ayuda en el diagn6stico, 

como son: 

Bilírrubina 

Tiempo de protrombina 

Fosfatasa alcalina 

Prueba de flocu1Aci6n 

Polimor!onucleares 

Nitr6geno no protéico 

Aumenta 

Jdás de 60" 

15-69 mU/ml de suero(menos del normal) 

Normal 
93% (En infarto cardíaco) 

Aumenta. 

Se han investigado mucho las alteraciones celulares que 

se producen en el hígado como consecuencia de infarto cardía
co por un lado y de lesión propia del hígado, cuando este es 

el que se af ecta. Como resultado de ellas se ha encontrado que: 

en los espacios centrales entre los hepatocitos por medio de 

un exám~n histológico, se ha notado la presencia de leucocitos 

polimorfonucleares, restos protéicos, hematíes, núcleos libres; 
pay proliferación fibroblástica, cambio nuclear con. fragmenta

ción pign6tica, palidez del núcleo del hepatocito. Se halla 

además: fibrosis central hepática, necrosis central aguda, 
c on~estión central y atrofia del cordón hepático.( 9 ) 

Cuando s.e trata de insuficiencia cardíaca, . el daño en -
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con trado en el coraz6n ·es por awnen to de la tensión arterial; 
si se trata de infarto, la tensi6n arterial disminuye. Tanto 

en ní~ado como en corazón, estos .trastornos se presentan antes 

de la ele~aci6n de las enzimas correspondientes. 

La velocidad de sedimentaci6n eritrocítica aumenta des
pués de infarto transmural cardíaco, de 16 que es su valor nor.~ 

mal hasta 44 en el sexto día posterior al infarto y al sépti
mo comienza a disminuir.(ll) En los glóbulos rojos, la activi

dad enzimática di sminuye con .la edad pero sin afect.arse todas 

sus enzimas; entre las que sí se afectan están la aldolasa, -

nexoquinas a y trans aminasa glutám1co oxalacética; sin embargo, 

ésta no es muy importante por no tener el eritrocito ciclo de , 
Krebs. Cuando cJmienza a descender su actividad, son sacados -

de la circulación; se cree que la transaminasa no tiene uti -

lidad me tabólica en la maduración del glóbulo.( 5 ) 

TRAN~A&INASA GLUTAJil! CO PIRUflCA.- Se le halla normalmen

te en: hígado, cerebro, rinón, eritrocitos donde es de 3-5 
veces m~s que en suero, suero, corazón. • 

Se altera principalmente en padecimientos hepáticos; 

sus va lores normale s son: de 1 3-5 5 U/ml de suero en hombres y 

·de 6-40 U/ml de suero en mujeres; los valores para niños son

más altos que los de adultos, seg ún investigaciones realiza -

das usando el método de WrÓblewski y LaDue, la concentración

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 ej ercicio vigoroso, pero enseguida disminuye. El 

líquido cefalorraquídeo a diferencia de la oxalacética, no 

contiene transaminasa pirúvica. Algunos medicamentos como 

iproniazida y morfina, se han reportado que aumentan sus con

centraciones en suero; en ninos lo causan los salicilatos.(~O} 

La relación que existe en el suero entre las dos enzimas 
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mas se conoce con el nombre de coeficiente de Ritis y es de: 
TGO/TGP l..l, tomando en cuenta que los niveles en suero son: 

TGP) TG-0) LDH,.( 8, 14). 

En el rinón, las aminotransferasas contribuyen a la 

producción de amoníaco por la vía del glutamato-1-deshidro 

genasa. En el cuadro que sigue puede verse la actividad en -

zimática en los diferentes element-Os sarigLÚneos: 

Actividad enzimática en eritrocitos, leucocitos, pla -

quetas y suero humano. 

Eritrocitos(*) x 
s 
N 

Leucocitos (+) x 
s 
N 

Plaquetas (+) x 

Suero (+) 

s 
N 

s 
N 

TGO 

l.3 
0.7 

6.0 

10.3 
16.l 

7.0 

2.2 

0.4 

6.0 

8.1 
l.l 

14.0 

TGP 

O.l 
0.1 

6.0 

36. 1 
13.0 
1.0 

0.1 
O.l 

6.0 

7.4 

2.4 

14.0 

'1/E-: Acti vidad en U/g de Hb a 25°C.Al llegar 

+ 

t 

tos multiplicar por 3. 

Actividad en u/1011 células a 25°c. 

mU/ml = U/lt a 25°c. 

a U/10 eri troci-

Nota: Tomada del Clinical Enzymology Principles and Applica-

tions, H.Mattenheimer, Tabla XIV, pág . 109. 

La rGO en eritrocitos tiene menor actividad que la TG~ 

la actividad de tran~awinasa glutámico ox~lacética aumenta -

con el tie~po en sangre coagulada. (2). 
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En la tabla q_ue -sigue, puede apreciarse el el predomi

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

Liopatías periféricas 

Trauma muscular 

Distrofia muscular 

Hepatítis viral (+T) 

Hepetítis cr6nica (~) 

Cirrosis 

C.:ima hepátic.:i 

Hepatosis tóxica 

Obstrucción biliar 

extrahepá ti ca 

Infarto miocárdico 

Druío cardÍHCO conges
tivo( con congestión e 

hipoxia del hígado) 

Angina de pecho 

.Mi ocarditis reumática 

hli .:icardítis infecciosa 

Arritmia 

síndrome nefrótico 

Glomerulonefrítis 

Toxemia del embarazo 

Crísis hemolíticas{por -

hem6lisi s intravascular) 

Leucemia crónica 

Leucemia aguda 

TGO 

A 

A 

A 

A 
A 

AA 
AA 

D 

AA 

AAA 

N· 
N 

N 

N 

N 

AAA 
AAA 

A 

A 

N 

A 

TGP 

A 
N 

N 

AA Rel. TGO/TGP > l 
A 

A 
D ~ .lí.íuerte 

AA {de moderad~ a elevadfl) 

A ( moder8 da) 
N 

AA 
N 

N 

N 

N 

N 

A 

A 

A 

N 

A 

Nota: A= aumentada; AA= mayor aumento; AAA= sumamente aument;i 

da; N= normal; D= disminuye; + = en enfermedades crónicas au

menta más la TGO que la TGP; ++ = en enfermedades agudas au

menta más la TGP que la TGO. 



CAPITULO II 

ANTC:CEDENTES QUIMICOS Y BIOQUI[(tICOS 

Desde hace mucho tiempo, . se tenía conocimiento de cier

tas sustancias que 'fermentaban' algunos medios, por lo que -

originalmente se les llam6 FBRJaE:HTOS y de este modo se les 

clasificó en organizados y desorganizados. Se consideraban 

'fermentos organizados•, a los que provenían de células vivas

y•desorgani zados•, si no los contenían organi smos vivos.(l) 

Este concepto fué rebatido y aclarado por Büchner en --

1897, mediante un experimento que realiz6 moliendo con arena

células de levaduras, has ta lograr una total destrucción de -

ellas; luego las filtró, usando el filtro por él diserta do y -
el extracto obtenido, lo sembró en medios de cultivo es pecí -

ficos para el crecimiento de ho'ngos. Días después al no haber 

crecimiento, comprobó que ya no existían células intactas, 

por lo que entonces colocó el extracto en un mosto con azúcar 

pudiendo observar poco después que este, se ferm~ntaba. Fué -

así, como se logró demostrar la existencia d3 las enzimas. 

La palabra'enzima' procede del griego •en-zyme' que -

quiere decir 'en la levadura'; y son proteínas de alto peso -
molecular.(l, 6 ) 

lU significado que se le na dado posteriormente a este 

vocablo es más amplio, considerámdoseles como "catalizadores 

biológicos que actúan acelerando las reacciones que se llevan 
a cabo en los organismos vivos".(l 2) 

De acuerdo al lugar de la célula en que se les.encuentra 
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s e l es d1via1S en enúoenzimas, cuando se hallan dentro de 

ellas y exoenzimAs si son secretadas y vertidas al medio que
las rodea, como las enzimas del tracto di~estivo.(l) · 

A medida que se .fué avanzHndo en su conocimiento, fué -

ron s..u-g1endo nuevos términos que fué necesario ir definiendo 
pnr A poder entender y comprenaer mejor su estudio; entre ellos 
es tán: 

Su3trato.- Es la sustancia saore la cual actúa la enzi

ma para transfarmarla en otra sustancia llamada praducto. 

Activ<! dores.- ~on molé ~ ulas 6 iones que estimulan la ac

tivia :: d enz1wáticH . ii;jemplo: iones Cl-, t.ig2+, J1Jn 2+, co 2+, Ni 2+. 

Inaioiaores.- Son de varios tipos:(3,l7,l 2,l) 

a).- Competitivos.- Cuando tienen una estructura semejante a 

l a del sustrato . 
b). - !10 competitivos.- Cuando el inhibidor se combina más de

una vez con la enzima. 

c).- Incompetitivos.- Cuando wio de lo~ sustratos varía y el 

otro está s 8 tur ndo; la inhibición por uno de los productos no 

se ef ec túa . 

d).- Alostéricos.- Actúan en enzimAs alostéricas e innioen só

lo WlO de sus sitios act ivos, ya que un sitio t i ene más afini

dad ou e el otro por el miswo sustrato. 

ZimS ~eno.- Forma inactivo ae una enzima . 

CinHsa.- Sustancia que convierte al zimógeno en activo. 

Durnnte mucho tiempo aparecieron diferentes clasifica 

ciones, sin embargo, no fué sino hasta que la Unión Interna 

Cional de Q~Í~i c~ fLlI'a l Aplicada (IUPAC) y la Unión Interna

cional de Bioquímica (IUB), · dieron la nueva clasificación vi

gente(b}, que pudo ordenarse el es t lldio sistemático de las --



enzimas 

~ : .:;::: :> r ~ Clase su:iclE1.:;e 
Oxi dorre<luctasas I A 

B 
':' :"~: l S f ·~ !"'~ ~ [l !j II A 

B 

Hidrol a '3as III A 

B 

Li a:;as IV A 

B 

Isa.o er asc.s V A 

B 

Li gas as VI A 

B 

A la Clase II, Subclase B, pertene cen las t r ans aminRSRS 
C. 2 l<!S cua l ·~s no;; ocv.J.>? r e1:; ,)S :i u::- r-ut3 todo este estu~i o . 

Las transaminasas ó m~s c or~e c tamente aminotrans f erasa ";. 

son las enzi~a s ~ue catalizan la transfe~encia de grupos ami~ 

nas' de alpha ami no~c idos a C! to~ci JoH ; a este praceso se le -
da el nombre de transaminación.( 19) 

Las re ac ciones de transarai naciSn se llevan a cabo en di-

ferentes argani smos : bac t 3ri as , ho~~os , ~nim3l es ~ert& br ~das 

;; principalmen te el hombr e . S.:>n muy imp ·J r t ;;int 1~ s y a .:¡ ue :nadüin 

t e e ll <"~ se promueve la formaciún de nuevos amino?.cido s a mer 

ced de otros que se descompoenen ; son reacciones libremente -

reversibles con una cons tante de eq uilibrio d~~_J>_r9~_ima~amen-

0 :_(6,l2) \. 

Consisten en la transferencia del ~r upo amino -NH 2 , det 

o(-aminoácido danador al átomo de carbono ot,. del ce toñcida; los 

C•J toácidos involucrados son: piruvato, oxalacetato ó o.-ceto 

glutnrato. Se hn 1isto que no hay una desaminación neta, ya 
(19) 



que el• cetoácido se amina a medida que el aminoácido se desa

mina. (12) 

El ciclo de Krebs su.fre varias desviaciones y una de 

ellas es el ciclo del ácido glutámico-aspártico y aspártico-
glutámico que involucra una transruninación.(7) 

Cuando se usa ácido glutámi.co cam.o sustrato e:::. co.rtes -

de teji dos, hay una reacci.6.:i o.xi. d.ati.Vc• que convier-te al glu -

tamato en aspartato. La mayor parte del oxalacetato reacciona 

por transaminación con una segunda molécula de glutamato para 

formar aspartato y 4.-cetoglutarato. La reacción balanceada es 

la q .ie sigue : 
Formación de aspartato a partir de glutamato: 

-----#GC~Cetoglu tarato+Asparta t-0 l) Glutamato + Oxalacetato 

2) ct-Cetoglutarato + 1/2 o2 
3) Succinato + o~ 

~uma: GlutBLllato + l 1/2 o2 

Succinato + co 2 
Oxalacetato + H20 

Una parte del oxalacetat~ puede su.frir desc a rooxilación 

y oxidaci6n completa por la vía ael piruvato y de la acetil -

coenzirna A; pero si hay un exceso de glutamato( 7 ), la oxida-

ción del ácido glutámico es i n completa. (-Fig. l) 

De moao similar es la oxidación del aspartato a gluta -

mato. El o(.-cetoglutarato Iormado c~o un intermeaiario, se -
une por transaminac iJn co~ aspartato para dar glutamato.< 7 ) 

La reacción es la siguiente: 
Formaci6n de glutamato a partir de ¡:¡spa rtato: 

l} Aspartato + c(-Cetoglutarato Glutamato+Oxalacetato 

2) Oxalacetato + Acetil CoA Citrato + CoA 
3) Citrato + 1/2 º 2 c(-Cetoglutarato / + C02 + H20 

~l aspartato también puede d~r o ri~en a acetil~CoA: 
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· COOH 
1 
CH-N~ 
1 

CH2 
1 
CH2 
1 
COOH 

COOH COOH 
1 1 
C=O ,-.?• COOH 

C=O 
1 / 1 1 CH2 CH2 CH2 
1 1 1 

COOH CH-NH2 Ct-12 
OXALACETICO 1 1 

COOH COOH 
º "-CETOGlUT A•I-

co 

" or-v 

COOH COOH ~ 

1 1 
...¡.... 

CH2 CH2 

ttt-QH 
1 C02 

CH2 
1 1 
COOH COOH 

l - MAllCO SUCCINICO 

COOH 

.Jr'/2 o~ l 
CH 
11 
CH t+iO 1 
<;OOH 
PUMAllCO 

FIGURA 1. 
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l) Aspartato +c(-Cetoglutarato Glutamato + Oxalacetato 
2) Glutamato + 1/~ o2 o(-Cetoglutarato + NH

3 
+ H

2
o 

3) Oxalacetato · - . . ) - ~iruvato + co
2 

4) Piruvato + CoA + 1/2 o2 ') Acetil CoA + co2 + H
2
o 

Suma: Aspartato + CoA + o2 

Cuando no hay sustratos de otra clase, 2 moléculas de a.s

partato pueden dar una de glutamato: 

2 Aspartato + l 1/2 o2 Glu ~ '111lato + NH3 + 3C02 + 3H2o. 

~a transaminasa glutámico oxalacética tiene una gran ac
ti ,--:.dad y es la única que puede i nterferir en mayor grado con 

el ciclo de Krebs· ' la pirúvica es demasiado débil para causar 

una desviaci6n del ciclo. El aspartato y el glutamato dan ori~ 
gen a otros aminoácidos al igual que a pirimidinas y porfirinas~ 

_A 

(7). 

El primero en conocer las reacciones de transaminaci6n~ 
fué D.M.Needham, quien en 1930, not6 que en preparaciones de -
músculo cardíaco de palomo, los ácidos glutámico y aspártico -
se metabolizaban sin que hubiera disminuci6n en el contenido -
total de nitr6geno amínico~ Sin- embargo, fué hasta 1937 que~ 

los investigadores rusos, Braunstein y Kritzmann se dieron cueia
ta de lo que en ~ealidad ocurría, al demostrar que en prepara

ciones de músculo y en presencia de ácido glutámico, podían -
convertir el piruvato en alanina; y dieron a conocer el proce
so como un mecaniSIJIO de transaminaci6n.(l9 ) 

Se sabía segl1n Meister (1955), que existían 61 transami
nasas, en 1972 se complet6 el conocimiento de 59 enzimas, que
sufren esta reacci6n con ácido d.-cetoglutárico 6 glutámico, 
pero s6lo 2 se llevan a cabo en los tejidos humanos y son las
catalizadas por las traneaminae~e glutámico pirúvica (TGP) 6 ~ 

más correctamente alanín-aminotransferasa y glutámico oxalacé
tica (TGO) 6 aspartato-aminotransferasa.< 19,3 . Vol.IX) 
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Su mecanismo de ecci6n se he estudiado mediante el uso 
de is6topoe(l), prin.cip.elmente con N15 • Un experimento hecho -

con ése fin, fué introducir en le dieta de un rat6n, .citrato -
de amonio.marcado; después de 9 días se vi6 que el N15 se ha -
llabe ampliamente distribuído entre los aminoRcidos del-:cuerpo, 

con su mayor c·oncentración en forma de ácido glutámico. 

Se ha visto que los aminoácidos reaccionan con cetoáci -

dos pare form~ iminoácidos sustituidos (l) que por bidr6lisis 

pueden formar un 'nuevo aminoácido; la reacci6n es la siguiente: 

~OOH 

TH2 
9H2 + 

HC-NH2 , . 
COOH 

R COOH 

' 1 

9H2 TH2 R 
1 

C=O <(Hz rH2 
~OOH < < Hy-N~y 

COOH COOH 
iminoác. sustituído 

COOH • 
tH2 
~H2 
C=O 
I 
COOH 

nuevo cetoác. 

+ 

R 
1 

9H2 
Hy-NH2 .· 

COOH 

nuevo aminoác. 

COOH 
1 

CH2 r 
) ~H yH2 1 2 

C =N--C-H 
1 ~OOH COOH 

Se ha sugerido que el intercambio de grupos NH 2 en el -

metabolismo de amoníaco derivado de la desaminaci6n de aminoá

cidos, es primero convertido en glutámico para después éste 

ceder su amino. 

El oe,.-cetoglutarato es un intermediario en el metabolismQ 
de carbohidratos y es por esta ruta que los az~cares se con -

vierten en aminoácidos y proteínas. 

"' C t l t t NH ____ ..__. Glutamato transami) AminoáQ 
V\- e og u ara o + 3 naci6n 

Estas enzimas para su mejor acci6n, requieren .de una co

enzima 6 molécula orgánica que las estimule. y es el fosfato de 
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piridoxRl; este es un de rivRdo de la piridoxina 6 vitamina B
6

• 

(1). Ue oe adem~s tomarse en cuenta q~e •ia actividad ~nzim' -

tica di!pende de la c.:inforcaci6n t ºridimensional específica de -

la molécula", ( 12 ) q11e se aprecia cua.:1do hay d ~ snat11ralizaci6n 
de la enziaa , ya que por ser moléculas protéicas tienen las -

mismas propieaades y al desnaturalizarse s11fren pérdida de su

ac ti v1 dad. 

lil mecanismo de acción del fvsfato de piridoxal (PLP), - t 
durante l a transruninación es el sigui ente: Actú~ como un trans-. 

portador de grupos a través de su funci6n aldehído que puede -

formar reversi blemen te una base de Schifí' ó cetimina con amo -

níaco u otras aminas. Dlll'ante su ciclo catalítico experimenta

carooios rever~ ibles entre la f .:irwa aldenído libre 6 sea el f os

t'ato de piridoxal pr.:>piam :nte dicn.:> y su forma aminada ó fos -

f ato de piridoxamina. lil ciclo cons ta de dos etapas.< 12 •17) 

El complejo enzima-piridoxP. l, aceptH el grupo amino del

dvnador, f ormándose el complejo enzima-piridoxamina, que se -

lleva a cabo ~or la formación intermedia de dos bases de Schiff. 

ill complejo enzima-piridoxamina t'orma otra base de Schiff con

el cetoácido y é s te capta finalm ente el grupo amino cedi do por 

la oase.< 17• 12• 4 ) 

Meaiantes estudios realizados por Jenkins, se ha llegado 

a pensar que el grupo aldehído del piridoxal forma una base de 

Scbiff con el grupo (-amino de un resto de lisina especí f ico -

de la enzima cuando no está ocupado por un grupo amino proce 

dente de un sustrato. (Fig.2). 

Con NaBH
4 

se reduce la base de Schiff a una amina secun

daria y une al fosfato de piridoxal irreversiblemente a la 

proteína. Cuando el aminoácido se une a la base de Schiff, ocir 

rre una transaldinación que desplaza el grupo lisil-runina y • 
forma una nueva base con el residuo de fosfato de piridoxa1.< 4) 
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~i se separa a. la· coenzima de la proteína, ésta pierde 

su actividad y la recupera al agre5ar de nuevo el PLP.(3) 

20 

~edÍante un reacomodo electr6nico, el grupo amino, -NH
2 

es transferido . a la coenzima para formar el fosfato de piri -

doxamina que reacciona con el cetoácido. El piridoxal se re~e
nera al completarse la reacción.(3, 4) 

Las transam.inasas al igual que otras enzimas, son sensi

bles a todas aquellas sustancias que impiden ó limitan su ac-

tividad, y se les conoce con el nombre de inhibidores. 

La inhibición puede ser de dos tipos: Competitiva y No -

competitiva; se ies ha estudiado a través de un mecanismo clá
sico llamado de Ping-Pon~ BiBi, por la forma en que se desarro

lla. En él se considera a las letras A y B como sustratos y a 
las literales P y Q, como productos. (3 Vol.II) 

Cuando A y Q se combinan con la enzima E, y B y P con F, 

dan un producto 'de inhibición competitiva. Si en cambio se com

binan A ' y P 6 By Q, se tiene u.na inhibición no competitiva. 

En cada caso la inhibición se elimina por saturación con el 

sustrato A 6 B que permanece invariable. 

El siguiente esquema ilustra lo anteriormente explicado: 

A p B Q 

I I l l 
E p 



J.J 

•{Se cree que en estos mecanismos sólo hay un punto de ab
sorci ón en la enzi. ma y todos los reactantes caen en él. ( 3 volY) 

f Hay varias sustanvias que ejercen estos efectos ~nhibi-
dore s , como son: el Gt-cetoglutarato, el glutarato y otros á -
cid.v s di y .rnonocarboxílico ~;, principalmente adipato y maleatp 

l!Ue no sufren transaininaci6n y actiían como inhibidores no com

peti tivos. Existen además el sulfato sódico de dodecilo que -
desnaturalizp, a la aspartat" ami·notra."lsferRs fl ; laa soluciones 

de urea a : altas concentracci.,nes (8~) las llevan a su forma -

inactiva. (2,13,3 vol IX). 

Las inhiben por completo la p-benzoquinona, la p-fenil
diamina y algunos de aus derivados, los metales pesRdos como

los iones de Ag+ y Hg2+, y en general los reacti·1os siüfhidrí
licos por bloqueo de grupos tioles de la enzima, ya que puede.;. 
romper las uniones entre el fosfato de piridoxal y la apoen -

ziaa. 

La transaminasa ~aspár'tica contien~ de 6 a 7 grupos -SH, 

pero s6lo 3 determinan su actiyidad; esta se inhibe por reac
tivos que for~an mercap~LLros como el p-cloromercuribenzoato -

(p-CllIB), el HgCl 2 y el AgNo
3

• La inactivaci6n po~ p-cr.rn desa

parece al agregar un exceso de glutatión¡- el PLP no ti ene e-
fec to, ya que el ila:tibidor no rompe las uniones·entre coenzi

ma y apoenzima. Ssta sustancia awr.enta la susceptibilidad de
la enzima al ataque por proteinasas bacterianas y di sminuye -
su afinidad por isoni?.zida y di-( amin0-oxime til)-dicetopipe -
r azina, lo que hace pensar que act úa daiia'1.do la conformación 
nativa del centro activo de la enzima. (3,2,i3,20) 

/ Las inhiben parcialmente los agenteo alkilnn~es óomo yo

doaceta to, acriloni tri lo, acrila.mida ;· los iones CN-, la quinhi

crona, las ~ilarsinns y lo3 6xidos de arsina. También las --
• pu.edcn inactivar irreversibl emer: t e el quinolinato y el fta -

11'\to c•.iandó l a· enzima s e inc .iba cv:-i -~llo '.31 
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~- ~l aspartato sólo puede sustituirse en la transaminasa 

oxalacética por glutamato ó· succinato, sin embargo, el sus -

trato específico no protege a la en~ima contra la inhibic. ión/ 
( 2). / 

~ Las aminotransferasas existen en diferentes estructuras 

confb rm?.ciona les ó isoenzimas, ya que se les localiza en mi to

condrias y porción soluble del ci tpr.lc-.sma de :::é lulas e L:.c .?.:::· i : 

ti~ Por lo tanto l?.s m.<b estLldia•idas nan sido esas y qlle -
usan aspártico como Sllstrato. ( 3 vol. I.X: ·i 

~ 

Son dos i s oenzima3 verdaderas debido a s us diferen t es -

pr.:i pi ej:id·;s f i s i c ..:i rr-~í r!li ::: ;n ; cada una '" ª ellas está complle s t¡;; 

~or 2 subunidades protéicas ieuale s en las que se identifi can 

4 s ubfr-acci ->nes : 0(1@, ~· ~ · 

Cnds !.L''l'l de l as s 1.i.b!'r-Ac ci o::.e :; tiene un grado diferente 

de actividad que está en r e lación c.);-, el co::~ enú'. .:i de azúcares 

donde a mayor concentración de az~c ares meno r actividad: po r 

lo que la subtracción ~ es l a m~s ~~ t~~~ c:l la i s oenzima ci--

. toplásmica. 

La diferencia entre cada una de e l las es triba pr-i!1ci _pü-

r.en t e ~ :i ~ l t ipu · ~e; ·...u:iÓ:l r¡ ~e pr~J;;.:1t r-. :1 r::1:tre l<. c0c_1z.i t.: ·1 -:ir -

la enzima, en el tNaa1i..) : nol·~ ·~ - ü ,1~ , l:=i estr<J.ctura prima:t.ia y -

la inounoprecipitac i ón . 

Sus ca r ac terízti cas más im p.:ir tan t e ~ ue ~nli s ta~ e3 l R -

sie ui e:-i te t Rbla : 

l3o ·~:ui 1: as !\ sp-ioli t0c_ondrial AsE-Cito~lá smi ca 

Subfracciones Punto Isoeléctrico P . I Acti vid;1 d esp2" 

a( E . ~ ) , 1)8 1500 ! 100 

p 5.53 900-1370 

,p 5.)8 490-740 -s 5.38 490-740 

?or-::ia Catiónica Aniónica 

t1 spec tv Soluble Citosol 



.. J. : )·. 

_ ____ __ _Ls•- :.:i tocond::-i Rl 

De 4 carbones L-Ci nteins ..1.lfinato 

3-'..iul:'.'inil0 

~-Metilglutamato 

p -MetilRSpP.rtRto 

l.3 

·rre o~-hi :iroxi-as parta t, 

ol,.-~eto ácido s 

93 200 

. . . 
, el pH Óp-. :.. L . ..... : , · .,; .. 1 .~ : : . l ! 

ti r.; .1, ., ~ ~ 10 :-..:: ; . ,,, !·:.C.1 , c R~acterí z ticas de los espectros d ::! r. b -

3.:>rción. 

Se sabe q ..tc 11aJ(l2) c ,)1::;:,1 : 2.:;:;.. 0:1 e::: ":::-e ci t .;:p l.'1::i:-.;n ~, :'.li 

: )~~ - : . . : ... :. ·1 :; ~J. · , ~ ~.:1: ... ·. :_ ... ~ · .1 L: t.: . _ de desR.Inin ?..c ión, l'Jvr lo que 

parec e p ::-.)bab.!.e l.J.e la captación c!e lo s er·..<pv 8 aminos tenga -

lUGRr e:-_ <? l c :'.. t:i _ol:~s ¡ :. :¡ -::011 :i:: "' f . ,~ ' :! . <l-:!i ·5 .:i f i:-! ?.. l de glutamato, 

que mediante Lill sistenrn de tnms,;. 0-- t-e d e la 1.wmbrana pasa a -

la i;:i : .)Cv :'l '!.ri. a. 

Un factor muy de tener e n c uenta es la composición ió-

nic ?.. de.!. 'l!DO~tiguad0r, q ue afect8 18 a:; ti -,.i ;i A.J em::.1: ; ~t::. ~t'! . 1% 

::; ..1. ::; t : t:c -::~ : T~ti T 1:1 son por orden de potenc.ia: 

PLP-E> PL:P-J> OximR de PLP-E'>Apoenzima. ( 3 vol IX). 



CAPITULO III 

METODOLOGIA ESTUDIADA 

PY-
' 

Debido a la imposibilidad de medir directamente la con
cen traci6n de las enzimas del suero, se determina su activi · ~ 

dªd, la que se expresa en Wlidades de actividad que se define 
como la cantidad de enzima que transforma una micromol de sus 

trato en un minato bajo condiciones estándares; sabiendo que 
una mu/ml= m/Amoles de sustrato convertido por ml. por minuto. 
( 14) 

-J--,J;os métodos más importantes para hacerlo se basan en:(l4) V 
a) ~edir el. incremento de concentraci6n de los productos de -
reac·ci6n, 
b) ~edir la diaminuci6n en la concentraci6n de sustratos, 
e) iledir la variaci6n en la concentraci6n de sus coenzimas • 

• , l( r}o- • fs.> · 
1!Al primer grupo pertenece el método de Reitmann y Fran-

kel elegido para la realización de este estud~o;es una técni
ca colorimétrica que se basa en la formaci6n del complejo co
l~rido, 2,4-Dinitrofenilhidrazona al·combinarse la 2,4-Dini
~p:ú'enilhidrazina con el oxalacetato, el cetoglutarato 6 el -

:p1r11vato formado durante la reacci6n correspondiente a cada -
11na de las transami.nasas y con los ·sustratos adec11ados para -
ellas. (16) -(" 

~ la determinaci6n de la transaminasa gl11támico pirú -

vica se usan como s11stratos alanina y ácido alpha cetoglutá 
rico; donde el donador del grupo amino es el aminoácido, en -

este caso la alan.ina; funcionando como HG6p~or e~ i~P~i ~e~9-
ácido, sin que halla formación de amoníaco. Los productos ob

tenidos son los ácidos pirúvico y glutámico, cuantificándos 



el pir~vico mediante el complejo colorido a que da lugar con 
la dinitrofeni.l.l:lidrazina, usando NaOH como medio alcalino pa
ra detener la reacci6n después de un cierto tiempo estipulado 
por la técnica. 

' 

~ Las lecturas se hacen a una longitud de onda de 500 a 
550 na, con el objeto de evitar la in-terferencia de la hidra
aona del ácido cetoglutárico, la cual al ser menos colorida -
absorbe a una menor longitud de onda:Y, 

-1' Para la transam~nasa gl~támico oxalacética, se requiere 

como sustratos, ácido aspártico y ácido alpha cetoglutárico,
para dar origen a los ácidos glutámico y . oxalacé;tico; este úl- . 

timo se determina espectrofotométricamente en soluci6n alca-

lina de NaOH. J1f; 

Como en el caso anterior, hay interferencia de otras hi
drazonas formadas durante la reacción, habiendo además una 
descarboxilación espontánea del oxalacetato a piruvato; por -
lo tanto, la lectura debe hacerse a longitudes de onda más al 

tas que las de su máxima absorción, para así man• ener una ma
yor diferenciaci6n entre las densidades 6pticas de las tres -
hidrazonas; es decir, a un rango de 500-550nm. La figura si-
guiente muestra los espec t ros de absmrc~6n de estos tres ce -
toácidos: ( 2) 

Densidad _/.'\. A: dif enilhidrazona 
Óptic!. 2 de e(-cetoglutarato 

/ \ e 

\ B: difenilil.idrazona 
de oxalacetato 

O.<~ --. ·,.,_ 
C: difenilil.idrazona -' ' B de pirU.vato. En -" ' o.6 -... ------- sol. alcalina. .. 

3':10 430 470 510 . ¡ <nm> 



:.. ~--- -v..i...U,J. \,,U..); \ ¿._¡ 1 

( - J La TSGO cataliza la siglti.ente reacción: 

COOH COOH COOH COOH 
1 1 1 1 
fH-NH 2 C=O HC-NH2 C=O 

1 

9H2 · 
1 

fH2 + ~H2 + fH2 
COOH ~H2 • r8 2 COOH 
Ac. ~as'- COOH COOH Ac. oxalacéti Oó 
pártico Ac. ct-cetogl11- Ac. L-gl11támico 

tárico 

La TGP- cataliza la reacción siguiente: 

fH3 COOH COOH yH3 1 1 
rH-NH2 + C=O HC-NH2 + C=O 

1 1 . 1 
COOH ?H2 yH2 COOH 

L-Alanina ¡a2 <¡H2 Ac. Pirúvi dó 

COOH 
1 
C=O 
1 
R 

COOH COOH 

Ac. «.-Cetogl11tárico Ac. L-Glutámico 

La reacción con la dinitrofenilhidrazina es: 

OH ) HOoc, -QN02 
C=N " 
1 -

R NO 
2 

N'h ~,oH 
.~= N-i-H 

ON 2 Complejo colorido 
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Aunque este es p~oc e so poca exacto para tra ba jos de in -
vestigaci6n donde se necesitRn de méto dos con gran s en3ibi 
lidad, es sin emba rgo muy bueno_, en trabajos de rutina en 

laborato~ios clínicos, donde d ~ bido al alto número de mues -
tras que deben manejarse diariamente, resulta una técnica 

rápida y de -fácil ejecución, dvnde además na se requieren de 
aparatos cos t osos para su elabo r ación como los que se nece -

s i tan en 0tros métodos; y más específicamente en el de Kar --
men y IVrÓblewski, donde el uso de un espectrof.:..tómetro de 

.luz ultravioleta es causa suficiente para evitar su pref ere~ 

c i a, a pesar de ser más sensible qlle el de Rei tmann y Fran--
kel. 

10.3 re activos usados fueron los mi smos qlle en la téc--

nica original, pero empleandv además ~os requeridas para la 

investigación motivo 'de este estudio.(l6 ) 

Reactivos originales: 

l.- s01uci6n tampón de fosfatas O.lM a pH 7.4 

420 ml de sol. de Na2HP04 O.lru 

80 ml de sol. de KH 2Po4 O.lM 

Preparar las das soluciones por separado, procurando que 

no se cristalizan, lo que se evita calentando suavemente 

a bario maría si esto llegara a acurrir; enfriarlas y mez

clarlas en las proporciones arriba mencionadas. ManteneI'

la a temperatura ambiente. 

2.- sol. de piruvato ¿mlil. Para la gráfica de calioraci6n. 

22 mgs.de piruvato de sodio R.A • 

.Disolverlo en solución tampón, para aforar finalm ente 

con la misma solllci6n a 100 ml. 

3.- Sustrato para TGO: 
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f , ,Sol. de °"-ce·toglutarato, 2mM -

DL-a~parta~o, 200m~ ~ 

Disolver 29.2 mg de ácido 0(.-cetoglutárico R.A. 

2.66 g de ácido dl-aspártico R.A. 

con aprox. 15-20 ml de NaOH lN, en un matraz pequeño 

hasta que ' la solución sea clara; ajustar el pH a 7.4 y -

luego aforar con solución tamp6n de fosfatos a 100 ml. 

fi Mantener en refrigeración. 

4.- Sustrato para TG~: 

Sol. de -.-cetoglutarato, 2min 
DL-alanina, 200mhl. 

Disolver 29.2 mg de ácido Cl(-cetoglutárico R.A. 

1.78 g de dl-alanina R.A. 

con 15-20 ml de NaOH lN 
hasta tener una sol. clara; ajustar el pH a 7.4 y aforar 

con soluci6n tamp6n a 100 ml. 

.- --. Sol. de 2,4-Dinitrofenilnidrazina, lm!ll. 

Disolver 19.8 mg de 2,4-dinitrofenilhidrazina Jt. A• 

en HCl lN y aforar con ü a 100 ml. Calentar suavemente 

para lograr una solución nomoR;énea. 

6.- Sol. de NaOH O. 4N 

Las modificaciones de los reactivo s usados fueron: 

Para las gráficas de calibración: 

l.- Sol. de piruvato , 2mw a pH 7.0 

2.- Sol. de piruvato, 2mM a pH 7.2 

).- Sol. de piruvato, 2mh\ a pH 7.4 

4.- Sol. de piruvato, 2mM a pH 7.6 
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5.- Sol. de piruvato, 2mM R pH 7.8 

Sustratos para la transaminasa glutámico oxalacética: 

.- Sol. de c(-cetoglutarato, 2ml'c! 

dl-aspartato, 200mM 

Sol. de NaOH lN 

Sol. tampón, lOC\m .j.. para aforar: a pH 7.0 

2.- La misma solución anterior pero ahora a pH 7.2 

J.- La mi sma soluci6n anter~or pero anora a pH 7.4 

4.- La misma solución anterior pero ahora a pH 7.6 

5.- La misma solución anterior pero anora a pH 7. b 

Usando solución de Na 2HP0 4 6 de KH 2Po4 para ajustar el 

pH se~ún lo que se requiera. 

Sustratos para la transaruinasa g lutámico pirúvica: 

l.- Sol. de c(-cetoglutarato, 2mhí 

dl-alanina, 200mlll 

Sol.de NaOH lN, para disolver, 

Sol. tamp6n, 100 ml para aforar; a pH 7.0 

2.- La misma solución anterior a pH 7.2 

3.- La misma solución anterior a pH 7.4 

4.- La misma solución anterior a pH 7.6 

5.- La misma soluci6n anterior a pH 7.d 

Usando para ajustar el pH, solución de Na2HP0
4 

ó de --



;:i! 2PO 4 3egún lo que· sea necesario. 

- t-·La técnica e : 
:::n u..'1 t:.i ~ v de ens aye pv!ler l .o l cl el ¡o us tr lito d .;-;¿ 2 :1J , incu-

. . o o o o 
bar a la t emperatura constante de: 25 ' 35 ' 37 ' '6 40 e, du 
r ante 10 min.; agregar O. 2 ml de s1;1ero, mezclar e incubar po.L· 

~-p~a TGO y por 30 min. para · TGP.Sacar el 
t~bo del baño de agua y agregar l Jnl d~ sol~c~ón de 2,4-di ni 
-';ro.feniLli :.!razina, mant e:i.erlo a t emperatur.a ~.mbi en.ta_J:Ul.r ?0-

JLi n. y agregar lOml de ,NaOH 0.411, mezclar por inversión, re 
posar 30 min ·y leer densidad 6ptica a 535 nm. Usar agua como 

t?.!anco. 

Se usó una serie de muestras para cada sustrato y pa 

ra cada t emperatura; llevando un control para cada serie. El 
control se hizo de la siguiente manera: 

Sustrato l ml 
Suero 0. 2 ml 
2, 4- D?H 1.0 ml. Reposar a temperatura ambiente~~in., 
agregar 10 ml de NaOH y leer. 

Las gráficas de calibraci6n se hicieron de la forma 

siguiente: 
No. tubos Sol. de Sustrato H20 Reactivo cet6nico 

piruvato(ml) (ml) (ml) (ml) 

l o.o 1.0 0.2 1.0 

2 O.l 0.9 0.2 1.0 

3 0.2 o.a 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 :·raoH, mezclar y leer a los 5 min., con 

tra el tubo número uno. ' Estas se r e pi ti ero_n con cada uno de

los sustratos usados para la trailSaminasa pirúvica.· 
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, , Las gráficas de calibración para la transaminasa oxai
acética se hace de la misma forma anterior pero usando dis -
tintas concentraciones de piruvato y de sustrato. 

No. tubos 

l 

2 

3 
4 

5 
6 

Sol. de 

·ruvato de 

(ml) 

o.o 
0.05 

0.10 
0.15 

0.20 

0.25 

(<J , 1.P- ~ c.J-, ó <A · 

pi- Sustrato ª2º Reac-
Na. tiv.J ce-

· (ml) (ml) tónico(ml) 
1.0 0.2 1.0 
0.95 0.2 1.0 
0.90 0.2 1.0 
0.85 0.2 1.0 
0.80 0.2 1.0 
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. l. 

La gráfica se repitió usando cada sustrato a su corres
pondiente pH. 

Se usaron dos grupos d~ sustratos para eada enzima; 

uno de ellos se mantuvo en c.Jndiciones desfavorables, es de

cir, sin conservador aunque en refrigeración, para favorecer 

la contaminación microbiana; especialmente la producida por

hongvs que son quienes más atacan este tipo de soluciones. 

Uno de los factores de error que se introdujeron, fué

que las pipetas empleadas, aunque se debían mantener limpias 

era necesario que después de tomar la cantidad debida del -

sustrato respectivo y antes de introducirlo en o\ro, lavar

las con sólo agua de la llave sin emplear jabón; esto por -

lo tanto provoca contaminación química entre las soluciones 

alterándoles el pH. • 

El otro grupo se manejó en condiciones · ideales, esto -

es protegiéndo · los reactivos con unas gotas de cloroformo -
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us ado ~omo cons ervador; también en refrigeración, pero te 
niendo cuidaao en la manipulac16n de usar pipetas muy lim 

pias, l a vadas no con detergente sino con jabón suave (Sigma

clean) y pasadas por agua destilada; y utilizando una pipeta 

para c ?. da re activo. 

Las muestras oiológicas se tomaron ae una mezcla de 

suero s libres de nem6lisi s , quilo s i s e ictericia; esto e s 

muy impo rtante, .va que l :• s enzimas se nallan también en los

eri trocitos, ( l ) lo que provoca un aumento anormal en las lec

turas; lo mismo ocur re con la quilo s is y la ictericia que por 

op a cidad una y por coloración, otra , dan valores erróneos. 

103 sc1e ros se mantuvieron en con ;;elación, d1;rante un -

p e~ Ío do ae ti empo de 4j dí as ; el suero se oividió en porcio

n es alíc uotas , para evitar la de s con~e laci ón c o~tínua. la -

ot.1e oc:asi ona desnaturalización ae las enzi.m;:is daBdo poc re-

s ul t ado !nlsos valore s bajo s . 

~s i mportante nacer notar que el prl de la s s0 luc i0nes 

.C uecon a.1u .~tR d0s con potencióme tro, lo oue r educ e notabl em en

te e l ~ar~en de er ro r qt.1 e pu uiera exi s tir si no se hubiera -



C AF I'l'll i..O IV 

:u:: .,.; L r .~ DO.i ü.i:JT ·.:n uv:3 

u e;; ': : lL '!S ex: · u c·> .Ja :-; , 0 :.; r¿ s ... l tR c: 0 c; oue s e ootuvieron en 

:.: , ¡,, .·:· ; , ., ·¿:, ¿1 :i:,\tic0 t'..t<:! r·on u1fe r ente s . i:: s to puede apreciar

"' .. , .. 10:· en L 1:.; t'-1olas s ·..iü::i¿ c ..t ..: ntcs y en la s ~ráficas de ca-

1 1: ..; .-: ·:',~ · 1 ..: : : ..; :::-= 111c1 e ro!1 .:0 loc,mdo las conc entraciones 

·~·..'! ~:: ·?: :..:1i;, :, C: ·.J :·,·~soondiente ·~n i a s abci s a ::i ."/ el oor c iento-

J " :.-- ·;:-;1 .. L ·, ·::i c lé.1 s \ "'TJ en l a s )ruew:i da ~; . i..as con c entrac i ones

e.> t <Íll e xµ ce.: 1 • .Jfl. S en ·uni dRdes po r rnl de suero (U/ml) ; p;:ira lA. 

ir nri s:uuin ·.:si'! ,: Lu t (uuic o ox::l ac :] clC ?. \ 
2 ) son: 

21 , ,; ,, , • 1 , 'Ji , l4v U/ml. Par[! lH tr~rnsruain ::is8 g lutám i co oi

r:,;, ·; 1(.;<> ..; ,) 11 : ;.- ¡ , J( . :h , 1 ;·1, 2u'J Ll/ illl de s uero. 

i'ou ::.:i l.":.; ~ rár'ic a s de ca.L1or ::ciSn se realiz ?.ron a tem

per:.t .. i.r · : ai;;u1 eut e y;;, q ..ie no d¿ ul.!!1 i n cuoarse , por no estarseg 

er' ectu<:ll úO unri reacciSn enzim:ít1cR, ya a ue sólo :-;e trat P. de

u.a p :·0ce..;o ae aesc1r rol lo 'l ~ color pHra ser <lsada como pa trón 

de w ~c1 i c1S n d .: lP.s ue t ·?rm1n:1c1 oll·"s q..ie s í ; e incu:ian. 

:.ie u ;; <:r 011 sus trH tos con c0ns erv<1 dor t an to pP.ra la tran-

5awim1sa g lut ámi c 0 o..>i. a l a cética, como pa r a la transaminasa 

.:tl ut ft:n ico pir:.í.nca: por lo qu.e se nizo u.na gráf ica en estas 

c0naici0nes para cada ~na de ellas y otra s en las aue no se 

e~p l eS ~vns¿r vador. Además se r ealizaron a cada diferente pH 

em pLrnci0 en la cuantií'ic8ción de las él1ZilliaS !7.ü,7.~,7.4,7.6 
:r 'l . o 



Gráf i .ca N.o . 1 

Cali brac.i 6n de 11r-~~·a G°lutmco Oxalecé.ti ca . 

pH % 
1. 0 43, 
1. 2 44 

7.4 42 
1 . 6 44 
7. 8 40 
U/ al de suero: o 
Soluciones usada3 : 

de T S'1.11U:>o 10'.gÍ a en p.áfi. ·ca 

39 _ ;J5 31 2.6 22 0-0 º°'º·°'º ()Ol) 000 

31 }4 JO 25 2.0 +.++++.+++++++++ 

37 33 JO 21 a2 
39 35 32 28 3) ---- - -
35 32 28 25 21 • " . , • > 
21 42 64 97 1.40 

Fatr6n de pi~uvato de sod:i.o, 2mM¡disuelto e;;. 

soluciones regulado:rs's ai. c.~dfl Wll.O d.e 10-s pH • 

2,4-dinitrofenililiC.ni:zin11,.lmM;en HCl l.ON • 

NaOH 0 .4N 

~Jnaiciunes de tempernt~r~: 

i;.:i.:i s~ rvad.:ir : Clor.:if.orffi.Q R • .A .• 



GJ:.i {f!:i;ce :Jh>. 2 

O&lti br.aei.6n de ~aasamj,as__. <JJ.~"O:o ' Qlta.J¡ilc"é,'l:Ji.\c:a. 

pH .,. de T Si111>bo.L.o·g(.a en gFál'i~a 

1.0 44 37 30 25 20 15 OOOOOOOG0000·00000.0.04'> 

1.2 18 17 16 15 13 12 +T++++.+++++++++++++++ 

7.4 49 46 42.5 40 38 34 

7.6 55 50 47 43 38 36.5 

7.8 4"9-5 44.5 41 }8 34 31 

' U/ml de s11ero: O 21 42 64 97 140 

Solueio·n e s us a dRs: 
Les ruismtuJ descrita• en la hoja ant·erior. 

Condiciones de t1!111peratura: 

Conservador: 

Ambiente. 

No se u,s6 .• 



Gráfica No . 3 

Cal i bración de 'f r ?.nsar..in?.s" ·}l ut~icJ Firúvic?. • 

·~fk: _t ' ·t3tt~~3f 'BJ=lff 5· .~:;~~: "-~ 
L. . ..:~ ·- · f ---- -1 --- - :~__; ---- i - - - -- - t · -· ·-~- - -~2 __ j - ···- L ' 
. : : . _j 1 ~ . ! i 

9 ·•• 1 -- 1 ! - ,--.--~ __,__ 1 __ , i -"t" - --
,. : _ _- ~ .: ~-~ -- ;--··:-¡ : : ¡-=e·· j - · 11· ·· ·[ ··· · :- '·¡· : · "·· . --r, --- -¡-- - · - - - - --r. - -- ----r---- ------

--- -. -- - ~ ~ ~ i .... • • • - ~ • - - - : • - ~ - - - ; - 1 - .-

• • : 1 . 1 ! ! : 
·--~~~- -- . --·¡ - - ---- ·- -.·---.r.-- - -+-,--

; ~ •• I ! ! , 1 

- . ...... ' . t .. - .. 
: ~- ! 

. ~ll-.-4' --;~.. ---- ---~ 
; . -....; .. 

. ...... . 
. .._,, . ' . . . .. . . 

. ·• :i., 

2 ~-·- . ... ~~· ---·--¡ - . --~- .... 
i 1 ~, 

. ' 

' ! 

i . ' , . 
! . - .. "].· ' L--- __ ___ ......... _. _ ___ _ ,. L.__ . . 

pH 1" de T 

7 . 0 59 51 43 3Ci J4 25 00.00iJ ,) Oili1 <1 0 0 :0.();00.000Q 

. 7. 2 39 33 2'j 23 Hl 13 

7 . !, 43.5 j6 30 25 lo 12.5 

7 . 6 40 33 2b 24 l ':l 14 

7 . 8 41 34 2d 22 17 12 

U/ml d·e s1.1-e}ro: o 27 57 ':l5 137 205 

Soluciori.e;,i ell"•.f·leadas: 

Pa trJu de fiiruvF. t o de s c<cio, 2Jflb1.; disu,el to en SO L . 

r4'g!liad.ora a caú R q,no de los pH anteriores. 

2, 4-din:i:tro.fenilnidr.azina,lidi< en H.Cl l. QN • 

NaOH 0. 4N • 

Condiciones de· tem.pe.1"a tura: Ambiente. 

Conse.-r1H\~Or ~ Cl0ro1'o:rmo R. A. 



GrÁ!'i ca No. 4 

CRlibraci.ln de Transamina:i·'\ '}lctt!Ú!lico ?irtlvic P .. . 

;.:: 
' ., \. 

1. 2 
7.4 

7.6 

7 . o 

U/ml 

.n 
I · 

de 

1 
· 1 

...... ...... 

4·'1 

-·· 

s1.1ero 

' ....... 

i .. - ·- --¡_----'---- · ---· ~ ---

' i 
1 • ·- - - --¡-----:--~ - . -· - -------

........ .. .. L - ______ ; 
. ...... 

...... 

¡ 
1 

1 
:• ,., i 

-- --~·-. - ---...l.--.-.•--------

¿~ T 

,, j .' 

25 <' J 22 20. 5 19 

1 

~ 
:3i r:. iDv l.:. ~í ~ E:' Gl" ~-~· i cF-

_;_ (. 0.000000000-0000000 0 00 0 

.1.5. 5 +++++~ ... +++++·+++++++ 

26 <' 4 ¿2. 5 20 '1i7 ~ 5 15 
6, . 5 55 48 40 30 22 - - - -
n 2.\. 20 19 17.5 16 •• .... ft .. •• ., 
o 27 ';¡ / '1 5 137 2ü5 

Sol1.1cione s em p l ea~as: 

Lé! s ueecri tél s en la naja an t .erioT. 

Condiciones de t.empera·t1.1ra: 

Conservad.:ir: 

:Amo.i. en te. 

N.o s·e \l·S Ó. 
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-ResW. tados obtenidos de transaminasa glutámico pirú.vica. 
Usando sustratos con conservador: 

i:>H 7.0 1.2 7.4 7.6 7.8 
T 

25-c 1.0 B.o o.o 5.8 10.2 
35°c 17.2 . 13.2 1.0 4.0 6.4 
31ºc 4.4 2.4 LO 22.4 20.0 
4oºc 2.4 B.o 9.6 5.6 2.6 

Tabla l. Valores pro1Hdios ( i) eA U/m.l. 

Sustratos sin conservador: 

PH 1.0 1.2 7.4 7.6 7.8 
T 

25ªc 15.2 21.0 . 37.8 40.6 J5.8 
J7°c 16.8 10.0 97.8 6;0 80.0 

Tabla 2. Valores promedio.a (x) en U/ml. 

Tabla J • .Amplitud de val.ore.a en U/ml. ( Lím. sup/lím in:& 

Sustratos con conservador. 

PH 1.0 1.2 7.4 7.6 7.8 
T --
25°c ' 15/6 l/l 10/3 O/O 8/2 . 
35ºc 26/9 22/11 5/0 5/0 9/0 
31ºc 6/0 6/0 5/0 26/20 20/20 
4oºc 3/0 8/8 12/6 6/5 5/2 

Tabla 4 • .Amplitud de valores en U/ml.(Lím.sup/lím inf'~ 

Sustratos sin conservador. 

PH 1.0 1.2 7.4 7.6 7.8 

T 

2s
0c 27/10 45/0 45/27 47/26 52/25. 

37°c 22/15 10/10 180/73 6/6 90/57 
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·Resu.ltados obtenidos en la determinación de la transami
nasa glutámico oxalacética. 

Tabla 5. Valores promedios {x) en U/ml. 
Sustratos con conservador. 

pH 1.0 1.2 7.4 7.6 7.8 
T 

25°c 7.8 7.4 11.8 13.6 4.0 
35°c 1.0 4.5 8.1 o.o o.o 
37°c 3.6 19.2 13.8 16.0 9.9 
4oºc 8.3 7.5 ¡;. 4 5.0 8.1 

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

pH 1.0 1.2 7.4 7.6 7.8 
T 

25°c 68.4 21.0 20.8 21.0 o.o 
57°c 2·7 .o 2b-3 45.2 36.0 41.4 

Tabla 7. Amplitud de valores en U/ml.(Lím sup/lím inf1 

Sustra tos con conse rvado r . 

pH 1.0 1 . 2 7. 4 7. 6 7 .. 8 

T 

25°c b/7 16/0 17/!:l 17. ?/ 6 4/4 
35°c b/j 7. 5/0 12. 5/ 5 O/O O/O 

31ºc 9/0 2U/16 18/9 24/10 12.5/3 
4oºc 13/3 7. 5/7. 5 9/ 8 5/5 9/7 .5 

Tabla 8. Amplitud de valores en U/ml.(Lím ~up/lím inf1 

Su3tra tos sin conservador. 

PH 7.0 1.2 7.4 7.6 7.8 

T 
25°c 96/27 45/9 33/15 27/17 O/O 
37°c 27/27 45/12.5 53/40 36/38 43/38 



CAPITULO V 

ANALISIS DELOS RESULTADOS OBTENIDOS 

En e s ta sección trataremos de anal.izar el porque de los 

resllltados que ae obtienen y las cau.sas que interfieren en -

ellos. 

Uno de los factores más importantes d.e ten·er en cu.enta 

dll?"ante el desarrollo de la práctica, e-s evitar la contamina

ción· microbiana de los s1.1stratos, que p.or su. carácter de con

tenido aminoac!dico, es Wl medio propicio para el crecimien

to de gérmene·s principallllen_te ho-ngo·s., debid-0 a su n~trición 

a11totrófi ca. &sto puede co:rregirse mantenit!ndolos no sólo en 

refrigeración sino adicionándoles además Wl conservad-0r. 

En las gráficas anteriores pu.ede verse como los resul

tados varían cu.ando se usa conservad-0r y cu.ando no se l1Sa; -

lo q1.1e nos da una idea de la f.n-ma en que la presencia de -

microorganismos -en los s11s.trato·s los afecta. 

Ademá·s de la contaminación intervienen el pH y la tem

perat11ra de ine&loaci6n. Las al teracione·s en el pH son muy -

notables, sobre todo, si no se u.sa ninglÚl preservativo; es -

por ello que se le debe aj1.1Star con potenciómetro. Se ha ob

servado que al variar el pH debe variars·e la temperatura con 

el fin de evitar cambi.os en los valores finales. 

Las observaciones hechas para cada enzima son diferen

tes; tenemos que la transaminasa glu.támico oxalacética fu.n -

ciona bien a varias temperait.lfH5 y pH, u~e~QQ s~ 6ptim.o a ;1º0 -y a pH de 7.2, si se emplea conservador; de esta :forma traoaja 
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oien a . 25°c y a pH de 7.6, a 40°c y 7 . 0 , a 35ºc y 7.4; debe -
aclara rse que es tos datos son dados en orden decreciente de -
acti vi dad , 6 sea que ésta disminuye al variar el pH.· 

Cu an.:i 0 no se usa conservador en los sustratos, su p¡.¡ ÓP

t imo es de 7 . ü y la tempera tura de 25ºC; puede us arse también 

a 7 . 4 :¡ J tº c la temperatura de incubaci6n. 

T 

25 
j ) 

b1 
40 

( º e) pii óptimo 
7 .6 

7 .4 

7.2 
1 . 0 

Con clor0formo. 

T ( ºc) 

25 

37 

pH 

1.0 

7.4 

:lin cloroformo. 

Lo que ocurre con l a transrun i na sa glut ámico pirúvica es 
sem e j ante; su pH Óptimo es de 7 .6 y la temperatura de incuba

ción de 37ºc; se le puede manej ar también a 2sºc y pH de 7.8; 

a 3?0 c y 7.ú, y aunque con val ores má s ca jos que los anterio

r es a 7.4 y 40°c. 

Cuanco no s e emplea cloroformo el pH e s de ?. 6 y la tem

pera tura de 25°c ó de 7.4 con J7°c. 

T (ºe) 

37 

J5 

25 

pH .5ptimo 

7.6 

1.0 

7.8 
40 7.4 

T (o C) 

25 
37 

pH 

7.6 
7.4 

Conservador. Sin conservador. 

En términos generales puede decirse que se obtienen va

lores más altos en la transaminasa glutámico pirúvica que en 

la oxalacética, lo que nos indica una menor actividad de esta 

enzima, debido tal vez a que es más sensible a los cambios 

físicos. 



CAPITULO VI 

RESUMEN 

El presente trabajo se desarrolló con fines di dácticos, 

para conocer las causas por las cuales, .J,.rul_dat.eJ;Jllinac.i.Q.n..~~ 

en uex.o-de--1-a-s-t~•-ns&m~!ltámi co oxaJ.acética lutá -

mico p~ca-no--dan-lo.s. r>-3-s-ul-tad. erados. --
La técnica empleada para ello, fué la colorimétrica de 

neitman y ?rankel, en la que se intru uuje~on dife rentes erro
res tanto físicos corrn '{ uÍ1r:ic o5 y mecánico s .Se'.~ ase:rbQ!llezclas 

de sueros libres de helliÓlisis ,durante un lapso de tiempo de 

45 días; tomándose controles ' diarios para poder apreciar los 

cambi.os que pudieran presentarse. 

Se utilizaron dos grupos · de sustratos par.a 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 presentarse en el T.~'.llle 

curso de las determinaciones. 



CAPITULO VII 

CONCLUSIONi!:S 

Después de ' lo anteriormente expuesto, se llega a la con

clusi6n de que las diferentes lecturas de unidades que se ob

tienen para cada enzima a su correspondiente pH y temperatlll'a, 

s e debe probablemente a la formación de subproductos que en -

alguna forma interfieren en la determinaci6n. Esto podría com

probarse mediante un análisis que permita conocer con exacti

tud lo que ocurre después de efectuada la reacción, como se-

ría una espectroscopía de rayos infrarrojos y de resonancia -

magnética nuclear. 

Debe tenerse un riguroso control, tanto sobre el pH co
mo sobre la temperatlll'a; el primero deberá ajustarse poten -

ciométricamente para poder lograrlo y la segunda, mediante el 

uso de bP.dos de agua con termosta to regulable de alta sensibi

lidad. 

Los reactivos empleadas, deben prepararse con mucho cui

dado ya que de ellos depende directamente el que se obtengan 

los resultados esperados y por consiguiente, que la práctica

sea de buena calidad. Todos estos factores son muy importan 

tes para que la técnica funcione a su más alto grado de sen -

sibilidad y los valores obtenidos sean confiables. 

Desde la t()Jlla de la auestra comienza la buena técnica,

la que debe hacerse en el momento preciso; en los sueros no 

debe naber hemólisis, ictericia ni quilosis, para evitar la 

interferencia que provocan por razones de su propio carácter 

colorido. Hay ocasiones en que no se les puede eliminar por -
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co¡;¡pleto, jJer.J .. n:i eu. oargo, ya por sí mismo esto no:.> está -

danuo W1 :: ido:a de: 10 que se 0otendr;~ , sobre todo si se cono

cen c i ertas caract~rí :..; ticas del paci~nte. 

~.1.n~1m e'.1te, se debe tener presente la limpieza del ma

O.e!".1.a l ue VL.i.:- 1 0 .1ue s e u:;ará, cieO:i¡do a las sustancias que -

« <.:t..1 ; ,11 c..;:ilo iniüoi uore:; d '.! la activ1ciad enzimáti ca . 

' · · · ·o:-i l u:..; :; i tT1cione'3 :iue pll ;; i e r0n notRrse de más 

:n ;. e :-é .· 1 ;r· ;; n t ·" e l ci ..., :.; a r r·ollv d.:: es ta investig ación y esta 

:: . .)..; . :c: .- -'. ..l :'):.J l..! ·2 o1 e ton. nr ;; c en cuen La, p00.ría correg irse en 

1 ~ :.1 :: : : 0 , eL t!' <!>J <!j o ef ect u:-ido en el laoon! torio, lo ;:iue pe-rmi

tl :-Í" : : ~;:; ,;i~ri ." el oo .j ·2 t.i vo fin a l que se persie:ue al pro~a 

:i.a:· ~.;t: 't u ~ ~ ¿ 1'.w 1 n;i c1ón en el c 1.1r s 0 de laooratorio de Análi 

s is ~1 o~uí~1 8 0 Glínico,con clave u?7- ?-10. 
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