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INTRODUCCI ON

Estd ampliamente demostrado que la transaminasa glutdmico— —
oxalacética aumenta en el suero de pacientes con infarto del miocar—
dio, durante la primera semana.siguiente al infarto. Este hecho sirve
de valiosa ayuda en el diagndstico diferencial de dicha enfermedad.

E1 presente estudio se realizd en el Laboratorio de Quimica —
del instituto Nacional de cardiologfa. El propdésito fué seleccionar —
un método, entre lYos ya establecidos, para cuantificar la transamina-
sa glutdmico-oxalacética, en el trabajo habitual de los laboratorios—
de dicho Instituto.



ANTECEDERWNTE-S -

Transaminacion.-

La reaccion biologtica de transaminacion fué observada desde --
hace mds de u0 afos por Neubauer y Knoop (1). La primera descripcion-—
de la transaminaci1dn enzimatica fué hecha por Braunstein y Kritzman -
que la estudiaron en tejidos animales y la definieron como una trans——
ferencia intermolecular de grupos aminos {2}.

.. ’ . .
La reaccion se efectua entre un aminoactdo y un cetoacido; el-
primero cede su grupo amino al segundo y se forman los correspondien——
tes cetodcido y aminodcido.

R=CH-CQOH T R° —C-COOHzF—=#R-C-CO0K + R' —CH-COOF
| 1 (| |
i 0 MK
NH, 0 )

£l aminodcido Al transferir su grupo amino se oxida, mientras—
el cetodcido, al transformarse en aminoacido, S€& recuce.

La reaccion ¢s reversible y estd catalizada por enzimas 1lama-—

das transaminasas ¢ aminoferasas. En 1os <£asos en que s¢ ha demostrado

la partizipacion de una coenzimx, se ha encontrado que interviene el
fosfato de pridoxal,

kn irisestiagaciones reciertes se ha llegado a comprobar 12 - ——

cxistencia de varitas fransaminasas ya que tedos los aminodc dos nalu——

rales conocidos  puenden partircopar en procesos de transaminacion (1),

Transaminasa Glutamico-0<aiace .. . o tambicen Vlamada

iransaminasa glu-
tiamico-asparfica, -

La enzima Lransaminasa glutamico-oxalacetica cataliza reversi-~
blemente vy con un arado relativamente alto de esnecificidad 1a traps—-
ferencia del arupo amino del acido L-glutamico @l dcido oxalacetico ——



con la formacion de los acidos alfa-cetoglutarico y L-aspartico.

?OOH ' %OOH COOH EOOH
‘Ho CH AH H,
I (1 . — (I ? N 2
CH ' =0 H “H=NH
2 2 2
RN 00H =0 00H
ooH 0OH
Ac. L-glutami- Ac.oxalacé- Ac. alfa-ceto Ac, L-aspartico.
s} tico. glutdrico

0'Kane y Gunsalus demostraron que el fosfato de piridoxal es -
21 grupo prostético enzimdtico (3).

La enzima estd ampliamente distribuida en el organismo humano.
La maxima concentracion se registra en el misculo cardfaco (u). La — -
lesion miocardica, en 1os casos de infarto, va seguida de un aumento —
an la actividad enzimdtica del suero de dos a veinte veces el valor —
normal (5). Presentan tambien actividad transaminasica en orden decre-—
ciente: el musculo esquelético, el cerebro, el higado, el rifi6n, el —-
pdncreas, el bazo, los pulmones, los testiculos, etc. (6).

Lta presenc’a de 1a enzima en el suero sanguineo y en los glo——
bulos rojos humanos fue demostrada por xarmen y sus c-laboradores. Es—
tos autores encontraron gque la concentraci6n en el suero y en el plas-—
na es la mism, pero es diez veces mayor en los glébulos rojos (7).

£Y nivel de la actividad de 1a enzima en el suero en indivi——
jucs normales es practicamente el wismo dia a dia (8).

ra parte, 12 activ’'dad enzimatica del suero permanece —-
constantie por un periodce de dos semanas, cuando se guarda a una tempe-—
ratura entre w0 y 20 ¢ {7} §1 congelamiento y 1a liofilizacion no - —
producen slteracion en 1a actividad, 2s  como tampoco €l calentamiento
1 A0 ¢ durante 25 minutos A 14 temperatura de la ebullicion se des—-
truye a 12 encima {79



METODOS

Primero, -

El primer método empleado en este trabajo, parz.la determina—
cion de la transaminasa glutdmico-oxalaceética, fué el espectrofotomé—
trico descrito por Karmen (9).

E1 dcido oxalacético, formado en la reaccién de transaminacidn
(1), es determinado por medio de una reaccidn auxiliar (11), en la que

oxida al difosfopiridinucleotido reducido en presencia de deshidroge——
nasa mdlica y se reduce a acidos malico.

00H EOOH COOH OO0H
W, Hy Hy My
! H : lH-NH Got H =0
) 2 + : &—=——2 |2 + l
I:O 00H H'-NH2 OOH
00H 0O0H
Ac. alfa-ceto Ac. L-aspartico Ac. L-glutamico Ac. oxal-acéti-
glutarico. co.
00H 00H +
Hop + DPNH MDH Hop DPN
1) =0 LR 3 H—~OH +
OO0H OOH
Ac. oxalacético Ac. malico

La actividad enzimdtixa es proporcional a la cartidad de acido
oxalacético reducido. La reduccion del acido oxalaceltico ¢S concomi———
tante a l1a oxidacion del ppNH y esta Gltima se mide por la disminucidn
de absorcion luminosa a la longitud de onda de 340 mu. fn esta longt
tud de onda el pPNH, en contraste con su forma oxidada npN4. tiene un-
maximo de absorcion.



Aparato empleado,-

.

Se uso el espectrofotometro Beckman modelo py con ldmpara de-
Tungsteno.

"Reactivos,.—

Fueron adquiridos de la rcalifornia Foundation for Biochemi—-—

cal Research" 3625 Medford Street, Los Angeles 63, Cal.

1.— Solucioén estabilizada de deshidrogenasa malica, (MDH) - —
conteniendo 10,000 Unidades Karmen por ml. (Preparada de-
corazén de cerdo por el método de Strab).

2.— sal disodica del difosfopiridinuciedtido, (pPNH).— Dispo-
nible en ampolletas de 2 mg. para disolverse en 1 ml de -
solucion amortiguadora de fosfato.

3.~ Solucion 0.1 y de acido alfa cetoglutarico.

y.- Acido L-aspdrtico 0.2 M- en solucion amortiguadora de pH
7-5

5.— Solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M. pH 7.5

Procedimiento.—

Para cada suero que se ensayd se usaron dos cubetas Beckman —

de cuarzo de 1 cm. de grosor- La mezcla de reaccidn se prepard en el-
stgulente orden:

Cubeta problema Cubeta testigo
Soluciones (m1) {m1)
1- Ac. L-aspartico 0.5 0.5
2— MDH 01 . 0.1
3— DPNH 0.1> ——
4- Suero o 0.1 0.1
5~ Sol Amortiguadora. 2.0 2.1



Se cubrio cada cubeta Zon su tapa respectiva y se mesclo ¢l ==
contentdo por tnversion., Durants 30 minutos Se dejaron reposar 2 la --
temperatura del lavoratorio. £s12 pre:ncubacion sirve para obtener una
densidad optica constanie, ya gue una cantidad variable de ppwy o5 - -
oxidado por substratos ael suero, prorcipalmente el ac:do piruvico que
en presencia de deshidrogenasa lactica se raduce 2 acido lactico. ASi--
mismo sirve para .gue la temperatura de 10s tubos se equirlibre con la -
temperatura ambrente.

Al final de 1os 3¢ minutos se agadio:

t-Ac. Aifa-ceto
jlutaraco.

<2
§%)
<
~

Inmeciatamente despues de zpadir este ultimo rexctivo se empe-
z6 a contar el tiemps de incubacidn, La cuneta testigo sirvio para fi-
jar el icos oe transmision y la cubeta problemz se ieyd a2 los 2, 4, &
8, 10y 1' minutes contados » partir doe Y2 adicion ded acido alfa-ce--
toglutdarico.

calculos. -

para expresar 1os resuitados obtencdos se tomo como ynided Je-
Actividad Transaminasica el cambio e¢n unidades de 1a densidad odpticz —
por centijretro . de medio 2usorbente, por minuto, por ml de

Suero y --—
zstando el sistemz a 00, 7aY 7y,

o

y.T. = unidades de transaminasa,

Do, = pensidad 6pt:i-a al tiempo L;, en minutos,

Do, = Dpensidad optica al tiempo 1 -en minatos,

fp = iongttud de med.o absorbente en iz cubeta, en centimetros,
fy T tactor deo oconvarsion para la temperatura (7).

v = volumen de sucro, an my,



acti.idad de 1a Transaminasa glutam:ico—oxalacetica en 25 sue—
ros de personas normales.

Metodo espectrofotometrico de Karmen

NUm Hombre Sexo U, de T. por
ml, de suero
1 ALM, F ie
2 E. M, F 20
3 L.N. F 23
4§ R.N. F 18
5 M.G. F 17
6 R.M. F 18
7 C.S- F 18
a J.S. F 22
G J.L- F 25
1 R.R. F 1u
11 E.S. M 17
12 R.M. M 18
13 [ ] 19
14 M:S. M 21
15 R.J. M 23
LA A.S. M 16
17 AB. M i
1% C.R. M 59
19 D.H. ‘ M 27
G AR, M 27
21 M.S. M 15
22 Jels M 22
23 R.H, M 22
R oy, A 246
oA [ M 37
- Qres no P, -

¢ Ta grafica anterior se so que ¢l maxymo valor registrado
en suoroes rormales fue de 59 unidades vy 21 mynimo de 12 Y. Bl valar -
rremod. s e 5e obtieone oo de 27 ounddades, LA deSvi 22100 L1IpO e o -

e de 1 b unigades caical o do Ti oecuacion

L




Para esta técnica sus autores reportaron como resultados de ——
las determinaciones hechas a sueros de personas normales; un valor - —
promedio de 16 unidades, 33 unidades como cifra mdxima obtenida y 10 -
unidades como cifra minima.

NOTA: Se tomaron como personas normales a los médicos, enfermeras y -

quimicas del instituto, asi mismo a los donadores de sangre que
fueron aceptados en 1a misma institucion.

Segundo Método.-—

‘Metodo de Cabaud, Leeper y wroblewski.- *

El método que se estudi6 en segundo término fué el propuesio -
por Thonhasy, White y Umbreit modificado por Cabaud, Leeper y Wréble—-—
ski (10).

Base del métcdo.-

Las reacciones empleadas en este método son las siguientes:

(1) 00H 00H 00H Eoon
H, H2), — Hy . a),
H—NH2 C=0 =0 H-'NH2
OO0H O0H éOOH O0H
Ac. L-aspdrti- Ac.alfa-ceto Ac. oxalace- Ac. glutémico
co. glutéarico tico
o 00 goov.
Hy —5 é:o + co,
=0
"3
00H
Ac. oxalacético AC. pirdvico

£1 acido oxalacetico que se forma en la reaccton (1) cataliza—
da por la transaminasa, ecs convertido a dcido pirdvico por el citrato-
de anilina en la reacci6n {t1). E1 dcido piridvico se hace reaccionar —
con la dinytrofentlhidrazina y se forma 1a dinitrofenilhidrazona ¢co———
srespondiente que se extrae con tolueno., La solucién de la hidrazona —

._13_.



en tolueno desarrolla un color canela al tratarla con solucién alco—-
holica de hidroxido de potasio. La intensidad de la coloracién es — -

proporcional

2 la cantidad de dcido pirdvico y éste a la actividad de

la transaminasa.

Reactivos.—

Substrato para la transaminasa: Acido DL-aspartico; 2.66~
g; Acido alfa—cetoglutdrico, 0.6 g; KH PO,, 2.0 g. Para -
facilitar la solucidn del dcido aspartico en agua desti--
lada se agrega su equivalente de solucidon 0.1 N o KOH y -
al final se ajusta el pH a 7.u con la misma solucion de -
KOH y se completa a 100 ml con agua destilada. La solu———
cidén se conserva en el refrigerador al menos por un mes.

Acido tricloroacético al 100%. Partes iguales de triclo~—

roacético y agua destilada. La solucién se conserva en el
refrigerador.

Citrato de anilina: Acido citrico 5 g. disueltos en 5 mi-—

de anilina. La solucidn se pone en frasco dmbar y al abri—
go de la luz.

Dinitrofenilhidrazina: A 100 mg. de 2,u-dinitrofenilhi——-
drazina se les agregan 20 ml de acido clorhidrico concen—
trado, se agita la mezcla hasta disolucibén y luego se — —
agregan 80 ml de agua destiliida.

Tolueno.

Potasa alcoholica: se Disuelven 2.5 g de koW en 5 ml de -~
agua destilada y se completa a 1go ml con alcohol etilico
de 95¢%.

Procedimiento.

A.-

Se preparan dos tubos de ensayc para cada suero por ana—-—
lizar, uno se marca como testigo y el otro como problema.

B.—- A cada uno de 1os dos tubos se les afade 0.% m) de suero—

y 0.5 ml de agua destilada.

C.~ Al tiempo cero a ambos tubos se les agrega 0.% ml del — -

substrato y sin pérdida de tiempo al Lubo marcado como ——
testigo se le afiade una gota de 4cido tricloroacetico y -
una goti.de citrato de anilina y se agita su conlenido.



D.— E1 tubo marcado como problema se incuba a 26°C. durante 20
minutos, contados desde el momento en que se apadié el — -
substrato. Al final de este tiempo se le agrega una gota -
de dcido tricloroacético y una de citrato de anilina. ~ -
(Estos dos reactivos nunca se mezclan antes de que sean ——
afadidos). Se agita bien el tubo y se deja reposar durante
2¢ minutos como tiempo minimo.

E.~— A los dos tubos se les agregan 2 ml de tolueno. Se tapan -
con un tapdon de hule, previamente lavado y ademds protegi-
do con cublerta de pldstico. Se agitan vigorosamente 10s—
tubos y se centrifugan durante 5 minutos o hasta separar -
la emulsion y obtener la cantidad adecuada de l1iquido so——
brenadante.

F.— Se saca, de ¢ada unc de los tubos, i1 ml de la capa de to—

lueno (liquido sobrenadante claro) y se vacia por separado
en dos tubos dc ensz2yo.

G.- Se afaden exactamente 3 ml de potasa alcohdlica a cada tu-
bo. Se mezcla su contenido se pasa a dos cubetas del cole~
r:metro y se mide inmedidtamente la transmitancia en 390 —
miL, usando agua destilada para ajustar el 1009 de trans—
nisién.

ralibracion, —

La curva de calibracion se establecié usando una solucidon pa—-——
trén de acido piruvico que contenja 1,000 ug de dcido pirlvico por ml,
sta solucidén fué adquirida de la casa "Harleco". También se hizo la ——
curva con una soluci16n de piruvato de sodio que contenia una concentra—
cion equivalente de acido piruvico.

Se prepararon diluc:ones apropiadas para obtener muestras que -
contuvieran de 0 a 500 /ug. por m! de acido piruvico.— Cada una de es-—
tas diluciones fueron analizadas igual que las solucidnes preblema, ex—
cepto que no se sometieron a incubacidn., Tanto el testigo que no conte-
nfa acido piruviCo, como cada una de las diluciones se leyeron a 490 ——
me . E1 100% de transmision se determind con agua destilada.

tparato empleado.—

El aparato que se empled fué el espectrofotometro coleman Jr. y
las cubetas que se usaron fueron cubetas cilindricas de 10 mm de didme—
tro por 75 mm: de largo {Coleman).

- 15 -



Resultados.~

curva de Calibracion.

Acido pirdvico Transmisién optica %
(g ) Lecturas a
1 min. 60 min.
0 93.0 93.0
10 88.5 89.0
25 82,§ 82.5
50 71.5 71.5
100 59.5 59.5
200 39,0 39.0
250 32.0 32.0
500 15.0 15.0
piruvato de Sodio Transmision dptica o
( pg ) Lecturas a
1 min. 50 min,
0 Q3.0 93.0
10 88.5 BR.5H
50 73:5 73.5
100 60,0 60,0
200 39.0 39.0

1.— Las lecturas permanectian constantes desde 10s 60 segundos
hasta los 60 minutos siguientes a la adicidn de la potasa alcohdlica.

2.— Las lecturas correspondientes a las distintas diluciones—
eran prédcticamente las mismas con la solucion de dcido pirlrivo y con
la de piruvato de sodio,

3.— E1 logaritmo de la transmision dptica resuité funcidn 1i-
neal de la concentracién de acido piruvico hasta concentraciones de -
200 . g/ml. Esto se ilustra en la grdfica trazada en papel semiloga—-
ritmico. (Fig. A). A concentraciones mayores la curva se desvia hacia
arriba, por 1o cual los sueros cen-actividad alta fueron diluidos has-
ta que la lectura obtenida en la reacci6n cayera en 1a posicion 1i——
neal de la curva de caltbracion.

- 16 -



Transmitancia por ciento

FiG. A

T G T
50 100 - 150
Concentracion de dcido piruvico #g/mi.

g
200

)
250
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cAdltculos. -

Los autores de este método definieron la untdad de Transamina-
sa como la actividad enzimatica presente en 1 ml de suero que origina-
la produccion de material crombgeno equivalente 2 1 (L3 de atido piru-
vico en las condic.ones del metoda.

Las unidades de trancaminasa de un sucro problema se obtenian—
al leer en la curva de calinracion los wg de 4cido pirdvico corres—-
pondientes 2 1% transmisic- 6ptica obtenida en 1a reacc16n. -

Neterminaciones hech2s en sueros de personas normales.

Método de Cabaud, Leeper y wroblewskin

Nam, Hombre. Sexo. fdad pPeso Ut
{anos) (xg)
1 RoM F 2C--30C 50-50 3
4 Aot F 2C--30 30-50 iy
3 Al F 20-30 50-60 16
4 S.C. F 20-3¢C 40-70 6
5 c.pP. r 20-30 50-50 11
f M-G. F 20-30 10~50 4
7 G.L F 30-40 A0—T70 10
g} AE. F 20-30 10-50 15
9 L.B. F 13
10 ‘M. A, F 3050 50-€0 3/
11 J.0. F u0--50 60-70 21
10 M. B. F 30--140 66-70 27
13 AD. F 20--30 40-50 24
14 c.D. F 20--30 5C-60 [
15 G.[ F 30-u0 60-10 6
14 F.L. M 30-u0 50-60 11
17 AG. M 30-40 H0=-70 A
18 T M 30--40 60 -70 12
19 Fﬂ.L. M 30-40 60-70 3
20 T B M H0--50 A0-710 2y
21 L.R. M 30-10 10-50 29
02 T.R. M 30~u0 50-60 Q
23 T.T. M 1020 12
20 0.C. M 10-20 5060 12
25 M.D. M 30 -840 50- 60 25
o N 0 0 2
20 .',RZ M ‘H ..TO PR o
40-50 60- 70 20
oA F.L. M 20-30 5060 33
30 C.L. M 3I0-U0 70--R0 29
*F Unidades de Transam:nasa.
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cdlculos.-—

Los autores de este método definieron la unidad de Transamina-—
sa como la actividad enzimatica presente en 1 ml de suero que origina—

la produccion de material cromdgeno equivalente a 1 wu g de acido piru-
vico en las condiciones del metodo.

tas unidades de transaminasa de un suero problema se obtenfan—
al leer en la curva de calibracion los wg de acido pirdvico corres—-—
pondientes a la transmision dptica obtenida en la reacci6n,

Determinaciones hechas en sueros de personas normales.

Método de Cabaud, Leeper y Wroblewskiw

NUm, nombre. Sexo. gdad peso u.T.*
(2fi0s) (kg)

1 R. M. F 2030 % 0-50 3
2 ALK F 2C-30 40-50 14
3 A.N. F 20-30 50-60 16
! S.C. F 20-30 50-70 é
5 C.P. F 20-30 30-50 in
6 M-G. F 20-30 10-50 6
7 G. L. F 30-40 60-70 10
8 AE. F 20-30 #0-50 15
9 L. B. F 13
10 ‘M.A. F 40-50 50-€0 33
11 J.0. F $0--50 60-70 21
) M. B. F 30--40 60-70 27
13 A-D. F 20--30 40-50 2y
14 c.D. F 20--30 50-60 6
15 G.F. F 30-40 60-70 6
14 E.L M 30-140 50640 11
17 A.G. M 30-40 60-70 [
18 M. T, M 30-u0 60 -70 12
19 B.L. M 30-40 60-70 3
20 T-B. M 4050 A0-70 2y
21 L.R. M 30-10 40-50 29
2 T-R. M 30-u0 50-60 a
22 T.T. M 1020 12
2u 0.C. M 10-20 50 60 12
25 M.D- M 30-00 50- 60 25
26 L.D. M 50-60 30-00 34
217 Z.D. M {0 -50 50--60 26
2R J.R. M 40-50 60- 70 20
29 F.oL. M 20-30 50-60 33
30 C.L. M I0-u40 TN--R0O el

T Unidades de Transaminasa.



valores normales,—

£l promedio de actividad, para sueros normales, que reporta--
ron los autores para esta tecnica es de 16.4 unidades con una desvia—
cion tipo de { X 8.u) y con una amplitud de u a 0 unidades.

Los resultados obtenidos de 1os 30 sueros ensayados, de per——
sonas aparentemente normales fueron los siguientes: Promedio de acti-
vidad 14 unidades, desviacion estandard (* o.u), valores midximo y mj—
nimo observados 35 y 3 unidades respectivamente.

Tercer Metodo.-

Método de Reitman y Frankel.—

E1 método de Rietman y Frankel (11) es una modificacidn del -

método colorimétrico de Ccabaud, Leeper y Wroblewski estudiado ante——
riormente.

Fundamento.—

En este procedimiento se omiten la precipitacion de las pro—-
teinas, la conversién del oxalacétato a piruvato y la extracciodn de -
este Ultimo con tolueno. La solucidn de fenilhidrazina se agrega di——
rectamente para terminar el perjodo de incubacién. La mezcla de las -
fenilhidrazonas asi formadas se determina clorimétricamente a 505 my,
en medio alcalino. E1 coeficiente de absorcién de la fenilhidrazona -
del &cido oxalacético a esta longitud de onda es mucho mayor que el -
de la fenilhidrazona del acido alfa-cet~glutdrico; por lo que en po—

sible aceptar que la absorc:on 6ptica a 505 mu traduce la actividad
de la enzima.

Material,-

1.~ Solucidn amortnguador5 de fosfatos: 0.1 M., pH 7.1
S¢ prepara mezclando 1420 ml de fosfato disédico con 80 mi
de fosfato monopotésico 0-1 M.

2.~ Solucion patron de piruvato. 2 mM per litro. Se disuelven
22 mg de piruvato de sodio en 100 ml de solucion amorti--—
guadora de fosfatos

3.- Substrato, acido alfa-cetoglutdrico 2 mM y dcido DL-aspar-
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tico 200 mM. Se pesan 29.2 my de acido alfa cetoglutarico-
y 2.66 g de acido DL-aspartico. La solucion se prepara co-
mo se scpalo en el procedimiento anteriormente descrito, -
excepto que se usé hidroxt:do de sodio 1 N para obtener el-
pPH de .4 ~

Din'trofenilhidrazina, 1 mM, Se prepara disolviendo 19.8 -
mg de 2 u--d'nit-ofentihidrazina en 100 m de acido clorhi--
dr:ico 1 N.

solucion de hidroxido de sodic C.u N.

Aparato empleado, fue el Coleman Jr., y las cubetas usadas
fueron de 10 mm de diametro por 150 mm de largo. En la - -
tecn.ca o-iginal (11} se uso un colorimetro Baush and Lomd
y se usa-on cubetzas de 15 mm de drametro.

Procedimiento. -

gue

un

A

tubo

[

- Se afiaden 10 ml de hidrox'do de sodio 0.n N.

Purante 1a incabacion del problema cony, ene
s

Se pone 1 ml del substrato en un tubo de ensayo y se lleva
a 40° durante 10 minutos., en un bafo de agua de temperatu-
ra constante.

- Se agregan al tubo 0.2 ml del suero por analizar. Se mez—-

cla el contenido. Se incuba durante 60 minutos a la tempe-
ratura del bafo (u0©°).

Al final de Yos 60 minutos, se saca el tubo del baffo y se-
le apade 1 ml del reactivo de 2,u=dinitrofenilhidrazina, -
con Yo que se detiene 1a reaccion,

Se deja el tubo a la temperatura del laboratorio por un
minimo de 20 minutos.

Se tapa el -
tubo y se mezzla el contenido por :nversion. Con las pre-

cauc ones que se sefialaron on el procedimiento anterior

Se deja desarroliar 1a colorac.on durante 30 minutos a la-

temperatura ambrente. A1 finnl doe oste Liompe se mide la

dens-dad oplica de la soluc.on o ~0% my

usando agua para-
ajustar el 1007 de transm.sion

preparar como si - -
tost g0 pa-a cada suero xniifzado

an 1 mi det osubstrato, o o» omyoded

So mesoian
il i de arniteaten. Yhidratona

sueio ¥y 1 ml del

‘
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2.~ 3¢ deja el tubo reposar durante 20 minutos como tiempo m,-
nimo.

3.-- Al fTinal de este tiempo se afaden 10 ml de hidroxido de --
sodio 0.4 N.

4. Se deja desarrollar la coloracion y se mide la densidad -~
optica como en el caso anter:or,

calibracion.-

Rietman y Frankel expresaron sus resultados en unidades Karmen,
relacionando, en una grafica, el cambio de la densidad optica medida -
por su metodo contra unidades de act:vidad transamindsica medida es---
pectrofotometricamente por el método de Karmen. También expresaron en-
una grafica, el cambto en densidad dptica correspondiente a diversas -
canti1dades de micromoles de piruvato y en otra curva relacionaron .M
de piruvato con unidades Karmen de Transaminasa,

En el presente estudio se define 12 Unidad de Actividad Tran-—
samindsica cemo la formacion de cetoacidos cuya hidrazona equivale a -
1a de 144 de dcido pirdvico a #0°C con una incubacidn de 60 minutos~
y en las demas condiciones de la técnica,

Con objeto de comparar las unidades que se obtenian de acuerdo
con la definicion anterior, con unidades Karmen, se usd la grdfica de
Rietman y Frankel (11), en la que el cambio en densidad Optica estd --
marcado centra unidades de transaminasa Karmen. Al comparar dos de los
sueros se obtuvieron los siguientes resultados: aquel en que se midid-
un cambio en densidad éptica de 0.0469 y que correspondia a 14 unida-—
des, éstas fueron equ:valentes a 12 unidades Karmen, en otro con un --
cambio en la densidad optica de 0.2311 y correspondiente a 69 unidades,
éstas fueron equivalentes a 66 U Karmen. Por los ejemplos analizados -
se ubserva que las correcciones no son trascendentes.

Curva de calibracion. -

Se preparo de acuerdo con Rietman y Frankel usando dos solu-- -
ciones, una de pirdvato de sodio que contenia 2 ,,M/ml y otra de dcido
alfa-cetoglutarico de la misma concentracion.

Se mezclaron cant:dades conoctdas de cada una de las dos solu-
ciones de manera de obtener siempre una concentrac:!on de 2 ©M de ce-
toacidos vor ml  Se prepararon cinco tupos de ensayo de la sr'guiente -
naneira-
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TUBOS
Acido pirdvico (m1)
Acido alfa-ceto (m1)
glutdrico

sol. amortiguado— (ml)
ra

2,u—dinitrofenil {m1)
hidrazina

0.5

0.2

Las soluciones se dejaron reposar durante un tiempo minimo de
20 minutos, contados a partir de la adicidon del reactivo de 2,u4-dini-
trofenilhidrazina. €n seguida se afadieron 10 ml de hidréxido de so—
dio a los.cinco tubos y se dejo estabilizar el color durante 30 minu-
tos. La transmitancia se leyd a 505 m.

De la grdfica (Fig. B) en que se trazd la densidad dptica - -
contra microgramos de piruvato se determind el coeficiente de extin—

cion que correspondia a 1

ug de dcido pirdvico.

§
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Cambio de Absorbancia
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peterminacién de la precisién del método.-

para calcular la precisién del método se us6 una misma prepa~—
racion en la que se hicieron diez determinaciones de transaminasa en —
igualdad de condiciones. ta desviacion tipo (+ s.uu ) se calculd usan—
do la siguiente ecuacidn:

7 = 2 des?
N-1
En donde:
des = desviacion de la media
N = ndmero de determinaciones
Sdes? T suma de tas desviaciones al cuadrado.
Ndm, Densidad Optica v de T | Desviacion Desviacidén al
Total Neta. de 1a media cuadrado.
1 0.5120 0.2991 89.7 - 6.1 37.21
2 0.4650 0.2521 75.6 + 8.0 64.00
3 0.u720 0.2591 77.7 + 5.9 314,81
y 0.14980 0.2851 85,5 - 1.9 3.61
5 0.5090 0.2961 88.8 - 5.2 27.08
6 0.5050 0.2921 B87.6 - 4.0 16.00
7 0.5020 0.2891 86.7 - 3.1 9.61
8 0.5020 0.2891 86.7 - 3:1 9.61
9 0.4980 0.2751 82.5 + 1.1 1.21
10 0.4 650 0.2521 75.6 + 8.0 64.0
Testigo 0.2129
M=83.6 267.10

it

261.10 -

Relacidn de la actividad enzimdtica y la temperatura.-

para determinar la relacidn entre la temperatura y la midxima -
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Estabilidad de la coloracién obtenida al reaccionar las hidrazonas ——
con el hidréoxido de sodio.—

E1 tiempo de reaccidn entre estos dos componentes no es cri—
tico: la coloracidn ue las hidrazonas fué la misma en las lecturas —
que se hicieron del problema desde 10 minutos antes del tiempo indica~
do por el método hasta veinticinco minutos después.,

Resultados obtenidos al variar el tiempo de reaccién de la 2,u-dini—
trofenilhidrazina para formar las hidrazonas del producto

Se ve una ligera tendencia de la densidad éptica a aumentar —
a medida que se alarga el tiempo; sin embargo no es considerable en -~
20 minutos mds de reaccidn. Puede dejarse ecste tiempo sin que los re—
sultados se alteren.
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Unidades de Transaminasa
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Tabla de valores Normales.

Resultados en unidades de transaminasa obtenidos en 130 sueros
de personas normales. Métodos de Rietman y Frankel.

Ndm Nombre Sexo Edad Peso u. de T.
b G.H F 26 50 iy
2 V.l 15
3 M-C M 37 50 13
u H.G. M 46 73 15
5 F.G M 38 76 13
6 E.G M 12
7 0.5 M 34 - 66 11
8 J.M. M 14
9 R.R. M 45 70 20

10 0.R. M 38 68 12

11 M. M. F 16 58 14
12 F.M F 18 65 8
13 F.l M 35 65 22
1y M. M M 25 77 is
15 A-T. M 21 68 22
16 A.V. M 21 68 19
17 M.V. M 33 6u 17
18 J.Co M 34 76 21
19 I.C. M 32 75 22
20 D.S. M 16 61 15
21 AL F 20 65 25
22 F.A. M 26 75 16
23 J.R. M 36 8y 13
24 M-S F 33 68 9
25 G. L. F 23 66 25
26 S.G. M 18 60 11
27 B.8. M 25 65 11
28 R.P. M 28 8y 16
29 P.R M 26 66 16
30 J.C M 21 85 17
31 AV M 3y 6u 17
32 E-C F 31 80 13
33 JoM M 20 72 1y
3u R.R M 25 72 i3
35 P.0 M 19 62 9
36 8.0 M 23 56 i7
37 M.S M 23 54 18
38 V. T M 21
39 S.P M 18 56 16
o A.R M 29 75 17
1 N.V M 22 55 16
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NUm, Nombre Sexo gEdad Peso U. de T.

42 F.O. M 39 80 29
43 C-L. F 10
uy M.G. M 16
u5 V.B. M 19 68 15
u6 S.C. M 36 85 17
u7 C.M. M 20 65 17
u8 A.M. F 12
49 G.-M. 22
50 A.S. M 22 64 11
51 C.M. F 26 90 20
52 $.B. M 17
53 J.L- M 18 57 18
54 R.F. M 23 65 20
55 D.S. M 20
56 C.8. F 39 66 16
57 Mel. F 21 52 15
58 J.M. M 3y 66 1y
59 c.C. M 12
60 B.A. M 30 55 12
61 M.P. M 25 66 20
62 G-H. F 33 75 39
63 S.P. M 18 56 i8
6u c.8, F 39 66 16
65 H.F. M 24
66 F.R. M 21 65 i0
67 M. T. M 28
68 S.R. F 18 52 14
69 J.P. M 23 68 13
70 H.E. M 20 75 10
71 R-R. 17
72 C- Mo M 25
73 J-C. F 29 78 32
T E.H. M 20 65 12
75 C.L. F 1y
76 S.A. M 15 51 18
77 P.N. M 29 6u 18
78 Mods F 29 58 19
79 AoM. M 29 78 19
80 J-C. M 20 77 16
81 E-d. M 23 65 2u
8z F.da M 20 70 23
83 S-V. M 18 65 17
au J.R. M 21 55 25
85 R.L. M 26 62 i8
86 R-R. F 17
87 Rels M 22 73 26
88 19
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Ndm.

89
S0
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
191

oy

[ S S
[N
J SIS

[
(4]

107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

Nombre

.8
CelNs
JoRe
Jo M.
MeA
J.C.
E.ds
Fede
S.Ve.
JeRo
L. H.
B.R.
Reie
Jeds
Ca M.
'I.Z.
D.G.
FoM.
E.C.
L.V,
R.L.
M.
A.P.
F.S.
S.C.
M.V

Sexo

Tz =z MX

Edad

28

29
23
22
25
20
30
25
30

Peso

8u

78
66
60
70
70
60

62

60

u.

de T.

25

4
pY

13
11
13
16
12
19
15

15
13
11
15
15
17
13
21
1y

20
14
25
16
28
21
32
22
33
20
15
26
18
25
22
21
24
6l
4

-

1é




C&8lculo de la desviacidn tipo-~

Se calculo aplicando 1a siguiente formula:

Desviacion estandard = ». = N T 5.6

Se aplicé esta fdrmula, en lugar de la anterior que se usé pa-
ra caicular la precision del método, porque se evitan las numerosas ——
restas necesarias para obtener Ya desviazidn de la media. £l resultado
Jue se obtiene al final es el mismo.

valores normales.-—

E1 margen de las cifras normales que obtuv.eron Reitman y — —
Frankel para este metodo fué de 8 a #0 unidades, con un promedio de la
diforencia con 12 media de -0.4 y una desviacion tipo de * 3.9. EV va-—
lor promedio normal que se obtuvo en este trabajo fue de 17 unidades,-
con una desviacidn tipo de 5.6, £l valor mdximo fue de ul unidades y -
2l minimo de 7.
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0O TROS METODOS -

Cromatografico.-

se mide la cantidad de glutamato formado después de un per,odo

de incupacidn, por cromatograf.a en papel, usando ninh:drina pari:su -
est 'mac:oén (7).

tlectroforetico,-

Se analizan las protefnas por electroforesis en papel para se-
parar con la fracc'én alfa; la actividad de la transaminasa glutdmico-
oxalacética. Esta fraccion se incuba con el substrato conveniente para
determinar su actividad ‘ransamindsica ya sea por la formacidn de as—-—
partato, que se estima cromatograficamente, o bién, por el método de -
Rietman y Frankel midiendo la hidrazona del oxalacético sintetizado —-

(12).

“luorométrico.—

Larsen T y Hansen P reportan una técnica fluorométirica para la
determinacion de la transaminasa pirdvica y que puede ser también apli-
sada a la oxalacética. En su técnica miden la formacidn de DPNt, en un
s5istema semejante al usado en el método Karmen, por la fluorescencia —
que produce su producto de condensacidn con metil etil cetona (13).



CONCLUS 1T ONES

E! método propuesto por Karmen Que Se ensaydé en primer térmi-
no, tiene como ventaia el de ser altamente espcc.fico, pero resulta -
costoso por el uso dol react t/0 DPNH ¥y 1a preparacidn cnrimdtica de -
deshid:ogenasa malic: y ademds requiere el uz0 de un espectrofotéme—
tro caro y no comin 2n los laboratorios clini.os

£EY metodo colorimétrico de Catiud, Leeper y Wroblewski es me—
nos espec,fico que ¢l anterior. La medici6n celorimétrica se¢ hace —
con espectrofotémetros a1l alcance de los lanoratorios ¢l .niccs, es ——
menos costo30, pero tiene como desventaja que 21 trempo de centrifu—
gacion para separar la fase de tolueno, con ¢l jue se extrae la hi——
drazona, algunas veces se alarga mds de 1o previsto,

E1 método de Rietman y Frankel es mas sencillo en su técnica,
10s reactivos usados son de fdctl adquisicion y menos costosos y aun-—
cuando es menos especifico que los dos anteriores sus resultados sa-—
tisfacen la exactitud requerida para ser aplicado a Ya clinica. Por -
estas razones ha sido el método que se sugirid para ser usado en el -

Laboratortio de analisis Quimicos del Instituto Nacional de cCardiolo—-
ga,
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