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1 N T R o D u e e 1 o N 

Está ampliamente demostrado que la transaminasa glutámico- ~ 
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 diagnóstico diferencial de dicha enfermedad. 

El presente estudio se real izó en el Laboratorio de Química -
del Instituto Nacional de cardiología. El propósito fué seleccionar -
un método, entre los ya establecidos, para cuantificar la transamina­
sa glutámico-oxalacética, en el trabajo habitual de los laboratorios­
de dicho instituto. 



A N T E C E D E N f E·S · 

Transarn1nacion.-

La reaccicin Diolog1ca de transarn1nac1cin fué observada desde-·-

hace más de llO años por Neubauer y Knoop (1). La primera descr1pción-

de la transarninac1ón enzimática fué hecha por Braunstein y Kritzrnan 
que la estudiaron en tejidos animales y la definieron corno una trans-­

ferencia intermolecular de grupos aminas (2). 

La reacción se efect~a entre un arn1noac1do y un cetoacido; el­
prirnero cede su grupo amino al segundo y se forman los correspondien-­

tes cetoácido y aminoácido. 

R-Cfl-COOH -t-

1 

R· -C-COOH~R-c-cooH -t- R' -CH-COOI-' 
1 11 11 

NH 
2 

o o tlH 
2 

El ::1minoácido ~l transferir su grupo amino se oxida, rnientras­
el cctoacido, .Jl tr,1nsrormarse en amino<:~cido, se reduce. 

La rc3cc1on os reversible 

das transamin~sas o aminofcrasas 
1 a pan 1: i p.;c ion de unil coen? i nu 
fosfato de: rir ido:<::~. 

y esti\ c3lé\l izad"! por enzimas llama­

En los (3S05 en que se ha rlernostrado 
se ha encontrado que interviene el -

f.n ir,,cst• .. i-1:iones recier•.es se h:í 110cpr10 a :ornprob:1r le: - -­

existPnc1.• rJ.~ ·1::1ri·1'.; f1-.1•1s'!m1nas1s yo: :1ue todo; los :;mino:!c,dJ'3 n.3\11--

r .3 l e :, e o no e ' cJ os pu •'e! r: n p ::i r l 1 r: ' ¡•a r e n p ro e l' •;o·~ d E: t r· <:in s .'l rn 1 na. e 1 o 11 1 1 ). 

Trn.n,_;r,rnir1·'IS'l Clut'Ín;ico-O:<cilc.ce o taP1t·ic·n llar.i:Jd~ irans-.:tminass glu-

titrn i GO-'I" ¡n r t; c;i. -

ui en?irn:-i trnn:.<1minRs3 glut?1m1c0-0xnlac,~tiu1 Ci1.L1lin1 re'/ers•­

blPmentc y cor• un •1ri1do relRtiv»>.rr10nt0 21llD de e>SO(:<:if:c1d;-1d lc1 tr3ns-­

ferenc.i:i del .1rupu '""ir10 dc:l o.c;do L-Jlut'lm•co ül 'Ícido oxal:-1c.et1co -·-
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con la farmac1on de los ac"dos alfa-cetoglut~ri.::o y L-aspárt1co 

J: OOH ~~OH ~OOH lOOH 

r? - '1 ' (l H? 

~~~ " 
+ LH~NH 

!"' JooH f' !ooH 

2 

H-Nll?. =o 
OOH OOH 

Ac. L-q l u tcw1 i-- Ac.oxalacé- Ac. alfa··ceto Ac. L-aspart i co. 
<;') tico. glutarico 

O'Kane y Gunsalus demostraron que el fosfato de piridoxal es -
el grupo prostético enzimático (3). 

La en11ma está ampliamente distribuida en el organismo humano. 

La maxima concentracion se registra en el músculo cardíaco (4). La - -

lesion miocardica, en los casos de infarto, va seguida de un aumento -
en la actividad enzimática del suero de dos a veinte veces el valor -­
normal (5)" Presentan tambien <:ct1v;dad transam1nasica en orden decre­

:iente: el musculo esquelético, el cerebro, el h1gado, el riñón, el -­
oáncreas, el bazo, los pulmones, los test1culos, etc. (6). 

La prcsenc·a de la enzima en el suero sangu1neo y en los gló-­
bulos rojos humanos fue demostrada por Karmen y sus c~laboradores. Es­

tos autores encontraron que la concentración en el suero y en el plas-
11a es la rn1srr,:·, pero es diez veces mayor en los glóbulos rojos (7). 

El ni·:el de la actividad de la enzima en el suero en 1ndivi--­

jucs norm3les es practicamentc el ~1smo d1a a día (&). 

Por o1n p'"\rtL', l"\ :ic'.i."d'"d enz1m21t1ca del suero permanece -­

:onstant;; por un pcr iodo de· dos scrrc::n"is, cuando se gu1rda a una tempe­
raturc; cr.tr"e ,,o y ~,o e (¡) ¡ l c;on]el:ir~1cnto y l'l 11of:l 1za.::1on no - -
:irodu:en 11tor<:!c1óri t'n 1:1 ::·~t 1 JidJd as como té\r.1poco el Cillentarniento 
~ FiC() e dc;r'1ntr· 2:. ·~111uto:, •\ 1-, tenipe1-.1turil de la ebull1c1on se des­
lruye ::i l'l en:irnJ ¡"·1'1 

-- f\ -



M E. T O D O S 

Primero.-

El primer método empleado en este trabajo, pan.la determina-­
ción de la transaminasa glutámico-oxalacética, fué el espectrofotomé~ 
trico descrito por Karmen (9). 

El ácido oxalacét1co, formado en la reacción de transaminación 
(1), es determinado por medio de una reacción auxiliar (11), en la que 

oxida al di fosfopiridinucleotido reducido en presencia de deshidroge-­
nasa málica y se reduce a acidos málico. 

1 ) !
OOH 

H? 

H 
2 

¡¡:=o 
~OOH 

Ac. a1fa-ceto 
glutarico. 

11) ¡OOH 
H¡> 
-o 
OOH 

GOT 
+· 

Ac. L-aspart ico 

+ DPNH 
11+ 

Ac. oxalacético 

Ac. L-glutamico 

¡OOH 

H2 
H·-OH 
OOH 

Ac. múlico 

+ 

+ 

¡OOH 

H2 

=o 
!ooH 

A.c. oxal-acéti­
co. 

+ DPN 

La actividad enzimáti~a es proporcional a la cctrtidad de acido 
oxalac6tico reducido. La reduce on del acido oxctlacct1co es concomi--­
tante a la oxidacion del DPNH y esta ~lt1ma se mide por la disminución 
de ab:;orc1on luminosa a la longitud de onda dt~ 3110 m¡i. rn esta 1on~¡ 1 
tud de onda el OPNH, en contraste con su forrna oxidada Dl'tl.¡• tit'ne un­
maximo de absorcion. 
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Aparato empleado.-

Se uso el espectrofotometro seckman modelo ou con lámpara de­
Tungsteno. 

Reactivos.-

Fueron adquiridos de la •cal 1fornia Foundation for Biochemi-­
cal Research" 3625 Meciford Street, Los Angeles 63, cal. 

1.- Soluc16n estab1l izada de deshidrogenasa mal lea, (MOH) 
conteniendo 10,000 unidades Karmen por ml. (Preparada de­
corazón de cerdo por el metodo de strab). 

2.- Sal d1sód1ca del difosfop1rid1nucleótido, (DPNH).- Dispo­
nible en ampolletas de 2 mg. para disolverse en 1 ml de -
solución amortiguadora de fosfato. 

3,- soluc1on 0.1 M de ricido alfa cetoglutarico. 

q,- Acido L-aspártico 0.2 M- en solución amortiguadora de pH 
7" 5 

5.- Solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M. PH 7.5 

Procedimiento.-

Para cada suero que se ensayó se usaron dos cubetas Beckman -
de cuarzo de 1 cm. de grosor La mezcla de reacción se preparó en el­
s1gu1ente orden: 

Cubeta problema cubeta testigo 

soluciones (ml) (ml) 

1-Ac. L-aspartico 0-5 0.5 

2- MDH o 1 

3- OPNll o. 1 

ll- suero o. 1 

5- ~ol .l\mort 1 gu?.doraº ~.o 

- 10 -



se ·:urir;o cad:1 cu!J<~t,1 ~·Jn su l':r:i 1-e:.¡,r::ct1v'l y se rnezr.lo •.:i --· 

contenido poi 1n~ers:on. Du1dnte 30 minutos se dcjJron repo5Rr d la -­
temperatura del l.1t.ior::itor1,¡. ~:,l'l t-rl':ncurHc1or1 511-·;c par,1 otitencr un:i 

densidad opti·~:i ~·onst·1ri\r:, y1 r1ue una :::rnl1dad 'l'!r:2til·~ de Df'tdl ''"' ·- -

oxidado ¡rnr sutistra\'_·~· Ot:·l '.iH·ro, pr.r.c1pillmentc el 'lC•do piruvico que 

en presenc1;¡ de dcs~idroqcn::isd l'lrlic;¡ se r0duc0" :ic1do lact :co. Asi­
mismo sir·1e p':ra ·;uc 1;1 ~emper•,tur~! de los tubos '..e e;u1l1!Jre con la -

tempcratur~ amb1l'nte. 

Al final dE: lo~ 31..· minutos se Jñad10: 

C-Ac. Aif3-ccto 

.il utilr 1 .~a. 

G. 2 o. 2 

lnmeciat'lmente despues de a0adir este ult 1rno re1ct1vo se empe­

zó a cont,;,r el tieripo de 1nr:t;b:~c1on. L~ cuocta tcs'-''.10 sirvió para fi­
jar el lC•!; oe transrr1:.1011 / 1,, cubet.~ problcn~'' se leyó :i los 2. ii, A, 

8 , l ·=· y 1 ' r;; i r. u t es c. o n l '' d o:, : í- " r l 1 r '-~e· L; '·' d 1 .: i o n el e- i ii e i d o al fa -e e - -
togl utii.r 1 co. 

C:llculos. 

P~r'.1 ~xprt!S3r· lo~ rc~i~itados obtc~n.dos se tomo como unid~d je­
Act 1vidad Transaminas•ca el ::lmb:o ~n un1d:ldcs de la densidad ciptic3 -
por c~nt;rcctro. d.,; medio .º.i>3ort10ntc, por minuto, por ml (Je suero y --
estando el sistcrr.:~ 3 ,?:-- 0 1_~. i'.1¡ '.7). 

L, r 

ml l ¿ f 
[\ 

U. T, unidades de 1 ransam•nas:l. 

oens 1dad ópt 1 .: ':\ cii t 1 empo 1 0n m•nuto'.;. .. ~·, 

Densidad opt 1 ca al t 1 cmpo - i ' .en m1 r1cit os, 

~ 
1 p 

:: LOn;11tud de medio ?.bsorben1e en L; c,1:,~tc::, c:n cent 1rnctros. 



A1;t;.1dad de la Tn.ns:im1nasa clutam:co-ox::il'lcetic'l en 2'i sue­
ros de person1s normales. 

Metodo espcctrofot0metri~o de Karmen 

~ ¡¡ombr~ ~ u. de T • QOr 
ml. de suero 

1 A t-4. F le 

2 E.M. F 20 

3 L. N. F 23 
H R. N. F 18 
:i M.G. F 17 
6 R.M. F 18 
7 c.s. F 18 
8 J, s. F 22 
o J. L F 25 

l ( R.R. F lU 
11 E. S. M 17 
12 R, ~1. M 1 8 
13 L.M. M 19 

l!i M.S. M 2 ¡¡ 

1 :' R • J' M 2} 

lh A.S. M 1 f, 

1 7 A. B. M 13 
lS C. R. M 1¡9 

q D. H. M 27 
¿ (; A.P. M 27 
21 M.S. M 15 
:' 2 J' L. M 22 

~) R, H, M 22 ,, 
V• M 26 

'- ~' 
F. ,ri _ 1·1 JI 

. ·. e re~ ro· ~ ~ 1 ·~· .: • ..:... 

•_: i._1 ~~r:¡fic~ .'.!riter:or <:;e d~ .\!l·? L·l 1né1x1rno v:!lor r-cgi.::.trndo -

eci ,_~,u .. r1.'':.-. rrJn11ales f._;~· cL: :.·:1 lln:d'idL~S ,. ::1 m,n1rno de l) u .. El v1.lor 
r··rf·r-·.~-.: .. :1 ::1J~· -~f.· obt10nP f<, de ,1 ? un1íL~dl:·~. L.1 dl:Svia.c:on tipo 

lJnl~i::.dt.•~. ::_:1! .~1ll 'J \ ~1l 11 r~( ll !C I\\:' • 

1 .! 



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 máxima obtenida y 10 -
unidades como cifra m1n1ma. 

_!:!.Q.lA..;_ se tomaron como personas normales a los médicos, enfermeras y -
químicas del 1nst1tuto, asi mismo a los donadores de sangre que 
fueron aceptedos en la misma institución. 

Segundo Método.-

Metodo de Cabaud, Leeper y Wróblewski.-

El método que se estudió en segundo término fué el propuesto -
por Thonhasy, White y Umbreit modificado por Cabaud, Leeper y Wróble-­
ski (10). 

Base del método.-

Las reacciones empleadas en este método son las siguientes: 

( 1) rH rOH 
!'°" 

EººH Hz Hz) 2 ~---'Í' 
H,., f' ~ l 2 

H-NH 2 + 
'- + 

!"~""1 ~-O =o 

looH !ooH OOH OOH 

Ac. L-aspárti- Ac.alfa-ceto Ac. oxalace- Ac. glutám1co 
co. glutárico tico 

( j 1) 
!0011 ~~~H 

H2 

!H3 
+ co 2 =o 

OOH 

Ac. oxal:tcét leo Ac. p1 rúv1co 

[1 i1cido oxalRcetico que se forma en la reacción (1) cataliza­
,j¡¡ por ln transaminasa, es convertido a ácido pirúvico por el citrnto­
de anilina en la reacción (11). El acido p1rúv1co se hace reaccionar -
:on la din1trofen1lhidra71na y se forma l~ d1nitrofen1lhidrazona co--­
~respondiente que se extrae con tolueno. La solución de la hidrazona -
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en tolueno desarrolla un color canela al tratarla con solución alco-­
hol ica de hidróxido de potasio. La intensidad de la coloración es - -
proporc•onal a la cantidad de ácido pirúvico y éste a la actividad de 
la transaminasa. 

Reactivos.-

1,- Substrato para la transaminasa: Acido DL-aspártico, ~.66-

g; Acido alfa-cetoglutárico, 0.6 g; KH~P0 4 , 2.0 g. Para -
facilitar la solución del ácido aspárt1co en agua dest1-­
lada se agrega su equivalente de solución 0.1 N o KOH y -
al final se ajusta el pH a 7.ll con la misma solución de -
KOH y se completa a 100 ml con agua destilada. La solu--­
ción se conserva en el refrigerador al menos por un mes. 

2.- Acido tri cloroacético al 100$. Partes iguales de triclo­
roacético y agua destilada. La solución se conserva en el 
refrigerador. 

3,- Citrato de anilina: Ac1do cítrico 5 g. disueltos en 5 ml­
de anilina. La solución se pone en frasco ámbar y al abri­
go de la luz. 

1\.- Dinitrofenilhidrazina: A 100 mg. de 2,ll-dinitrofenilhi--­
drazina se les agregan 20 ml de ácido clorhidrico concen­
trado, se agita la mezcla hosta disolución y luego se - -
agregan so ml de agua dest i l 1da. 

5.- Tolueno-

6-- Potasa alcohól 1ca: se 01suelv~n 2.5 g de KOH en 5 ml de -
agua destilada y se completa a loo ml con alcohol et 1 l ico 
de 957'.. 

Procedimiento. 

A.- Se preparan dos tubos de ensayo para cada suero por ana--
1 izar, uno se marca como testino y el otro corno problem,l. 

B.- A cada uno de los dos tubos se les anade 0.5 rnl de sucro­
y 0,5 ml de agua destilada. 

c.- Al tiempo cero a ambos tubos se les agrega o.~ ml del - -
substrato y sin pérdida de tiempo al tubo marcado como -­
testigo se le anade una gola de ácido tricloroacritico y -
una gotLde citrato de anilina y se ngita :;u contenido. 
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o,- El tubo marcado como problema se incuba a 26ºCc durante 20 
minutos, contados desde el momento en que se anadió el -
substrato. Al f1nnl de este tiempo se le agrega una gota -
de acido tricloroacét1co y una de citrato de an1l1na. -­
(t.stos dos reactivos nunca se mezclan antes de que sean -­
añadidos). se agita bien el tubo y se deja reposar durante 
2c minutos como tiempo m1nimo. 

E.- A los dos tubos se les agregan 2 ml de tolueno. Se tapan -
con un tapón de hule, previamente lavado y además protegi­
do con cubierta de plastico. Se agitan vigorosamente los­
tubos y se centrifugan durante 5 minutos o hasta separar -
la emuls1on y obtener la cantidad adecuada de 1 íqu1do so-­
brenadante, 

F.- Se saca, de éada uno de los tubos, 1 ml de la capa de to­
lueno (l 1quido sobrenadante claro) y se vac¡a por separado 
en dos tubos de ensayo. 

G.- Se anaden exactament~ 3 ml de potasa alcohólica a cada tu­
bo. Se mezcla su contenido se pasa a dos cubetas del colo­
r:metro y se mide inmediatamente la transm1tancia en 490 -
rnµ, 1,JSando agua destilada para ajustar el 100% de trans-­
misión. 

t:al 1oracion.-

La curva de calibracion se estableció usando una solución pa--­
trón de acido pirt.iv1co que contenta 1,000 µg de ácido pirúv1co por ml. 
Esta solución fué adquirida de la casa "Harleco•. También se hizo la -­
curva con una solución de pi ruvato de sodio que conten1a una concentra­
cion equivalente de acido p1 rüv1co. 

Se prepararon diluc.ones apropiadas para obtener muestras que -
contuvieran de o a 500 /ug. por rnl de ac1do p1rüvico.- cada una de es­
tas diluciones fueron analizadas igual que las soluciónes prCJ,blema, ex­
cepto que no se sometieron a incubación. Tanto el testigo que no conte­
nía ácido pt ruv1co, como cada una de las diluciones se leyeron a 490 -­
mµ El 100% de tr:1nsmi:;ion se determinó con agua destilada. 

hparato empleado.-

El aparato que se empleó fué el espectrofotómetro coleman Jr. y 

las cubetas que se usaron fueron cubetas cil1ndricas de 10 mm de d1áme­
t ro por 75 mm; de largo (colernan). 
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Resultados.-

Ac1do pirúvico 

(J..U.J 

o 
10 
25 

50 

1 ºº 
200 
250 

500 

Piruvato de Sodio 

o 
10 

50 
100 
200 

curva de calibración. 

Transmisión óptica % 

Lecturas a 
1 mi n. 60 mi n. 

93. o 93. o 
88.5 .'39· o 
82,5 82.5 
71. 5 71. 5 
59.5 59.5 
39. o 39.0 
32.0 32.0 
15.0 15.0 

Transmisión óptica~ 

Lecturas a 
1 mi n. óO mi n. 

93, o 93. o 
38.5 88. 5 

13.5 73.. 5 
60,0 60.0 
39.0 39.0 

1.- Las lecturas permanec1an constantes desde los 60 segundos 
hasta los 60 minutos siguientes a la adición de la potasa alcohólica. 

2.- Las lecturas correspondientes a las distintas díluciones­
eran prácticamente las mismas con la solución de ácido pirúrivo y con 
la de piruvato de sodio. 

3.- El logaritmo de la transmision óptica resultó función 1 i­
neal de la concentración de ac1do p1ruv1co hasta concentraciones de -
200 µg/rnl. Esto se ilustra en la gráfica trazada en papel semiloga-­
r1trnico. (Fig, A). A concentraciones mayores la curva se desv1a hacia 
arr·1ba, por lo cual los sueros con ·actividad alta fueron diluidos has­
ta que la lectura obtenida en la reacción cayera en la posición 1 i--­
neal de la curva de cal1bracion. 
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FiG. A 
9 

o 8 
-'-
~ 7 
·e; 

50 100 150 200 250 

Concenrracio'n de dcido piruv1co ,«9/ml. 
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cálculos.-

Los autores de este método definieron la unidad de Transamina­

sa como l<: c,cti.id·Jd en?imat1c11 presente en l ml de suero que orig1na­

la producciori de nHter1al cromógeno equi .. ;ilente a 1 µg de a'cido p1ru­

v1co en l11s condi~,ones del metodo. 

La~ unidades de transaminasa de un suero problema se obtenfan­

al leer en la curve. de cal;~.racion los ug de :ícido pirúv1co corres--­

pondientes '.! L tnns~:iis1v órti:a obtenid?. en l::i reacción. 

Deterir.i n¡;c i onc~, hec ~1:!s en sueros de person01s norr:ia 1 es. 

Métor~o de c:ibaud, LCCí;er y 1·1rob 1 c1·1s k i·: 

~i Úrl. nombre. sexo. [d::d Peso u. T. * 
( 'l.f10S) ( kg) 

f/, 1·\. F 1 e- 3 o l;0-50 3 

') f,. t·1. F ?C-)i) :~o-~. o 1" 

3 A. 11, F 20--3 o 50-60 16 

11 s e. F ?0-3 o f,0-·7 o 6 

5 e. p, F ?0-30 ll o- 5 o 111 

r, M-G. F 20-3 Í) JI 0-50 f, 

G. L. F 30-110 f,Q-70 10 

'l ¡\. [. F 20-3 o ll0-50 15 

9 L. E. F 13 

1 o ·M.A. F l!0-50 50--(0 33 

11 J. o. F u o--:i o 60-70 21 

1 :' M. íl. F 3 0-·110 60-70 27 

1) ¡\, [), F ?O- 3 O l/0-50 ?4 

lll c.\). F 2 0--3 o 50-60 6 

1 'í G- F. F 30-110 60--'/0 (-, 

[ F, f. L, M 30-110 010-60 11 

1 7 f'" G. M 3 0-40 ,, o- 7 o 6 

1 fl M. T. M 30--11 o (-,0 -70 12 

1 'l B. L. M 30-40 6 o --7 o 3 
;>() T [L M 110-50 60-10 211 

?1 L. R. M 30- l!O 110-~o 29 

:1? T. R. M 30-uo 50-60 C) 

? :i T. r. M 10--·?0 12 

? 11 o. e. M 1 o-? (1 50 60 12 

:~ t·'· o M }ll ·llO :,o- 60 25 

? f, L. ll. M ~í0-60 )0-liO 3~ 

? 1 i. (). M ll o . ~)o 50--60 26 
!H .J ,(/. M !I 0-'.íO f,Q· 7 o 20 

:)o 1. L. M 20-30 50-60 33 
'-)('\ r. L. M '0- un 7!1-·RO ?? 

* Ull i d:1d~'S de Tr:lns'lm: fli\'.;J. 
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cálculos.-

Los autores de este método definieron la unidad de Transamina­
sa como la actividnd enzimatica presente en 1 ml de suero que origina-· 
la produccion de material cromógeno equivalente a 1 µ.g de a'cido pirú­
v1co en las condiciones del m~todo. 

Las unidades de transaminasa de un suero problema se obten fan­
al leer en la curva de calibracion los ug de ácido pirúv1co corres--­
pondientes a la transmisión ópticd obtenida en la reacción. 

N úrn. 

1 

3 
11 

5 

6 

8 

9 

10 

11 

12 

13 
14 
15 

1 'i 
17 
18 

19 

20 
21 

22 

23 
? 11 

25 
2 6 

27 
2R 

2 C) 

1 (' 

Determinaciones hechas en sueros de personas normales. 

Método de Cabaud, Leeper y 1·1roblewski·; 

Nombre. 

R.M. 
P .. M. 

A. ti. 

S-C. 
C. P. 

M-G. 
G. L. 
A, E. 

L. 8. 
·M. A. 

J.O. 

M. B. 

A. D. 

e. o. 
G .. E. 
E. L. 

A. G. 
~1. T. 
B. L. 
LB. 
L.R. 
T. R, 
T.L 
o. e. 
M.[L 

L.[). 

Z. D. 
.J, R. 

F. L. 
C. L. 

sexo. 

F 

F 
F 

F 

F 
F 

F 

F 

F 
F 

F 

F 

F 
F 
F 
M 

M 
M 
M 
M 
M 
M 

M 

M 
M 

M 
M 
M 

M 
M 

2 0·-3 o 
? C-·3 C 

2 0-·3 o 
20-3 o 
? O-) O 

20-3 o 
30-110 

20-30 

40-50 

u 0-·5 o 
30--110 

2 0-·3 o 
2 0·-3 o 
30-40 

3 0-110 

3 o-uo 
30-110 

30-110 
110-50 

30-·110 

)0-UO 
10···?0 

1 0-20 

30 ·110 

~i0-60 

JIO ·!,O 

110-50 

? 0·-3 o 
1 íl-11 () 

~: Unid:1des de Tr~ns,\m1n2l~1J. .. 
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Peso 
(kg) 

J;0-50 

50-60 

60-70 

11 0-5 o 
ji 0-50 

60-70 

!10-50 

50-(0 

60-70 

60-70 

40-50 
50-60 

60-10 

50-60 

60-70 
60 ·70 

60-70 
60-10 
110-50 

50-60 

:iG 60 
:10- 60 

3 0-11 o 
~·, 0--6 o 
60 7 o 
'iO-f·O 

711-·Ríl 

u.r.* 

3 
1~ 

16 

6 
1 ll 

6 
10 

15 

13 
33 
21 

27 

24 
6 

6 
11 

6 

12 

3 
211 
29 

9 

12 

12 
25 

3~ 

2 6 
20 

33 .,., 



valores normales.-

El promedio de actividad, para sueros normales, que reporta-­
ron los autores para esta tecn1ca es de 16.Q unidades con una desvia­
cion tipo de ( ~B.11) y con una i:1rnpl1tud del¡ a HO unidades, 

Los resultados ottenidos de los 30 sueros ensayados, de per-­
sonas aparentemente normales fueron los siguientes: Promedio de acti­
vidad lA unidades, desviación est3ndard (± 9,q), valores máximo y mf­
n1mo observados 3~ y 3 unidad~~ respectivamente. 

Tercer Metodo.-

Método de Reitman y Frankel.-

El método de Rietman y Frankel (11) es una modificación del -
método colorimétrico de cabaud, Leeper y wroblewski estudiado ante-­
riormente. 

Fundamento.-

En este procedimiento se omiten la precipitación de las pro-­
ternas, la conversión del oxalacétato a piruvato y la extracción de -
este último con tolueno. La solución de fenilhidrazina se agrega di-­
rectamente para terminar el período de incubación. La mezcla de las -
fenilh1drazonas así formadas se determina clorimétricamente a 505 m~ 
en medio alcalino. El coeficiente de absorción de la fenilhidrazona -
del ácido oxalacético a esta longitud de onda es mucho mayor que el -
de la fenilhidrazona del ácido alfa-cet~Jlutárico; por lo que en po~ 
sible aceptar que la i:lbsorc·on óptica a 505 m¡¡, traduce la actividad 
de la enzima, 

Mn ter i a 1 • -· 

I 

1.- Solución amortiguadora de fosfato;;, 0.1 M., pH 7.ii 
se prepara mezclando Q20 ml de fosfato disódico con 90 ~l 

de fosfato monopotasico 0-1 M. 

2.- solución patron de pirúvato. 2 mM por litro. Se disuelven 
22 mg de p1ruvato de sodio en 100 ml de solución amorti-­
guadora de fosfatos 

J.- substr~to. acido alfa-cetoglutárico 2 mM y ácido DL-aspár-

- 19 -· 



t'1co 200 mM, Se pesan 29.2 rng de a..:1do alfa cetoylutar1co·· 
y 2.66 y de ac1do DL-aspart1co. La soluc1on se prepara co· 
mo se señalo en el procedimiento anteriormente desc:-ito, ·· 
excepto que se usó hidrox!do do sodio 1 H para obtener el-

PH de 1. 11 ~ 

11.· Din•t,·olen:lh1draz1na, l rnM. Se prepara disolviendo 19.8 -
mg de 2 4.-d•n1t~orcn1lhidraz1na en 100 ml de acido clorhÍ·· 

dr!CO N. 

5.- Solucion de h1drox1do de sodio o.u N. 

6. · Apílr'lto empleildo, fue el coleman Jr., y l'ls cubetas usadas 

fueron cie 10 mm de diamet10 por 150 mm de larJO. En la - -
tecn ca original (11) se uso un color1metro Baush and Lomb 
y se usa~on cubet=.s do 15 mm de d1ametro. 

Procedimiento.· 

A.- Se pone 1 ml del substrato en un tubo Je ensayo y se lleva 
a uo0 durante 10 minutos. en un baño de agua de temperatu­

ra constante. 

B.·· Se i:l~regan 31 tubo 0.2 ml del suero por anal izar. Se me1-­
cla el contenido. Se incuba dur.:i.nte 60 minutos 'I la terr.pe­
ratura del baño (110°). 

c.- Al final de los 60 rr.inutos, se silca el tubo del ba¡'\o y se­
le añade 1 ml del reactivo de 2,11-dinitrofenilhidrazina, -
con lo que se detiene la reilcc1ón. 

D.· Se deja el tubo a la temperatura del laboratorio por un-· 
m1nimo de ?O minutos. 

F.·· Se ílñ•1Jen 10 rnl de h1drox•do de sodio o.ii N. se tapa el -
tubo y se mezcla el contenido po;· :n.-ersion. con las pre­
cau·~ ones que se señali1ro11 c•n el p.-occd;miento <rnter•or 

G S \:'. d ,_: i :i clt: ·; :1 • ro 1 1 :.1 ,. l 3 e o 1 o r· 1 l • o 11 d 1r: 1 n t e ;: o rn 1 n u t os '-' 1 a . 
ten1pe-:1tu;'l nnlli1e1\e, Al f•n11 lit:· v··t.L' t:,,cnpo se mide le1. 
dens·dJ.d opt.::e1 de l.:i solu·~.on :: :,o~ n1¡. u:,,1ncio ,10u:i p:ir:i­
:1 i LIS LH C 1 1007 de t r'1n:~n1 "" on 

[\ur.1nte 1:1 :r1·~.itnc;on del prot:lc'n1.1 .::nn, ene ¡:::rer:irilr como si 
uue un tubo test JO pi'l-c\ ~:idJ suero :.n-11 'z;1do 

1. S '2 nie z ·. ¡ J n l rn 1 d \.: : su u -; '. r <: 1 o . u ;· 111 ·1 d.:· 1 ::, u e,- o y 1 m 1 de 1 
: f: ll _ ~ 1 • o d {-, o ' n 1 t ·· (1 t n n , h 1 1~ :- n • 

lt¡ 



2.- Se deja el tubo reposar du~ante 20 minutos como tiempo m1-
nimo. 

J ... Al final de este t:empo se añaden 10 ml de hidróxido de -­
sodio 0 .. 11 N 

11.·- se deja desarrollar 1E1 colorac:on y se mide la densidad -­
opt1ca como en el caso nnter1or. 

ca 1 i b rae ion. --

Rietman y Frankel expresaron sus resultados en unidades Karmen, 
relacionando, en una gráfica. el cambio de la densidad opttca medida -
por su metodo contra unidades de act;v1dad transam1nás1ca medida es--­
pectrofotometr1camente por el método de Karmen. También expresaron en­
una grafica. el cambio en densidad óptica correspondiente a di~ersas -
cant1d3.des de micrornoles de p1ruvnto y en otra curva relacionaron ¡._M 
de piruvato con unidades Karmen de rransam1nasa. 

En el presente estudio se define la unidad de Actividad Tran-­
sam1násica cuma la formación de cetoacidos cuya h1drazona equivale a -
la de 1 ¡.~- .1.:: ácido pirúvíco a l)Oºc con una incubación de 60 minutos­
Y en las de:nas cond1c:ones de la técnica, 

con objeto de compar3.r las unidades que se obtenlan de acuerdo 
con la definición anterior, con unidades Karmen, se usó la gráfica de 
Rietman y Frankel (11), en la que el cambio en densidad optica está -­
marcado cc:1t ra unidad es de t ransa;ni nasa K3.rmen. Al comparar dos de los 
sueros se obtuvieron los siguientes resultados: aquel en que se midió­
un cambio en densidad óptica de O.OQ69 y que correspond1a a 11) unida-­
rles, cistas fueron equ:valentes a 12 unidades Karmen, en otro con un -­
cambio en la densidad óptica de 0.2311 y correspondiente a 69 unidades, 
ést··s iueron e1uivJ.lentes a 66 u Karmen. por los ejemplos anal izados -
se 0bserva que las correcciones no son trascendentes. 

curv::i de u1l;br:J.c1cin.·· 

:;e prep::iro de :icuerdo con Ríetm:in y Frankel usando dos sol u-- -
cioncs, un:i (1e p;ruvato de sod:o que conten1a 2 ¡¡Miml y otía de ácido 
alfa- ceto~lut1rico de la misma concentración. 

se me1claron cant:dades conocidas de cada una de las dos solu­
ciones de m:inera de obtener siempre una concentrac 1 ón de 2 µM de ce­
to¿c:dos aor ml se prepararon cinco tucos de ensayo de la ~·gu1ente -

20 



~ 1 2 3 ij 5 

Ac1do pirúvico (ml) 0.1 0.2 0.3 o. ij 0.5 

Acido alfa-ceto (ml) 0.9 o.a 0.1 0,6 0.5 
glutárico 

sol. amortiguado- (ml) 0.2 º" 2 o. 2 0.2 o. 7. 
ra 

2,ij-dinítrofenil (ml) 1. o 1. o 1. o 1. o 1. o 
h1drazina 

Las soluciones se dejaron reposar durante un tiempo m(nimo de 
20 minutos, contados a partir de la adición del reactivo de 2,ij-dini­
trofenilhidrazina. En seguida se anadieron 10 ml de hidróxido de so-­
dio a los.cinco tubos y se dejó estab1l izar el color durante 30 minu­
tos. La transmitancia se leyó a 505 mµ. 

De la gráfica (Figº B) en que se trazó la densidad óptica - -
contra m1crogramos de piruvato se determinó el coeficiente de extin~ 
ción que correspond1·a a 1 µ,g de acido pirúvico. 
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Determinación de la precisión del método.-

Para calcular la precisión del método se usó una misma prepa-­
rac1on en la que se hicieron diez determinaciones de transaminasa en -
igualdad de condiciones. La desviación tipo (±. 5.1111 ) se calculó usan­
do la siguiente ecuación: 

·:;-. = 2.des2 

H-1 

En donde: 

des = desviación de la media 

H = número de determinaciones 

2:.des 2 suma de las desviaciones al cuadrado. 

Núm. Densidad Opt i ca U de T Desviación Desviación al 
Total Neta. de la media cuadrado, 

1 0.5120 0.2991 89.7 - 6.1 31.21 
2 o. 11650 0.2521 75.6 + 9,0 611.00 
3 (J.¡¡ 72 o o. 2591 77. 7 + 5.9 311.. 81 
J.I. 0.11980 0.2851 85.5 - 1.9 3.61 
5 0.5090 0.2961 88.8 - 5.2 27. 011 
6 0.5050 o. 2921 87.6 - 11.0 16.00 
7 0.5020 o. 2891 86.7 - 3.1 9.61 
8 0.5020 o. 2 891 86.7 - 3,1 9.61 
9 0.11980 o. 2751 82. !i + 1.1 1. 21 

10 0.11650 0.2521 7 ':J. 6 +·a.o 611.. o 

Testigo 0.2129 

267.10 

:r.= 26 / .1 o 
9 

Relación de la actividad enzimática y la temperatura.-

Para determinar la relación entre la t~mperatura y la máxima 
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Estabilidad de la coloración obtenida al reaccionar las hidrazonas ~ 
con el hidróxido de sodio,_ 

El tiempo de reacción entre estos dos componentes no es crr-­
tico: la coloración 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 reacc1on de la 2 1 ij-dini~ 
trofenilh1dra¿ina para formar las hidrazonas del producto • 

Se ve una 1 igera tendencia de la densidad óptica a aumentar -
a medida que se alarga el tiempo; sin embargo no es considerable en -
20 minutos más de reacción. Puede dejarse este tiempo sin que los re­
sultados se alteren. 

- 2ij -
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Tabla de Valo1·es Normales. 

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

Núm. Nombre Sexo Edad Peso u. de T. 

1 G.H, F 26 50 1 ll 
2 V. L. 15 
.3 M,c • M 37 50 13 
¡¡ H.G. M ll 6 73 15 
5 F.G, M 36 76 1!1 
6 E.G- M 12 
7 o.s" M 3¡¡ - 66 11 
8 J .M. M 111 
9 R. R. M ¡¡5 70 20 

10 O.R. M 36 68 12 
11 M.M. F 16 58 1ll 
12 F.M. F 18 65 8 
1.3 F. J. M 35 65 22 
1 ll M. M. M 25 77 18 
15 A-T. M 21 68 22 
16 A.V. M 21 68 19 
17 M.V. M 33 64 17 
18 J. c. M 3 ¡¡ 76 21 
19 1.c. M 32 75 22 
20 o.s. M 16 61 15 
21 A" L, F 20 65 25 
22 F.A. M 26 75 16 
23 J.R. M 36 84 1.3 
24 M-.S. F 33 66 9 
25 G. L. F 23 66 25 
26 S.G. M 18 60 11 
27 6. fl, M 25 65 11 
28 R. P. M 28 84 16 
29 P.R. M 26 66 16 
.3 o J.C. M 21 85 17 
31 A.V, M .3ll 5¡¡ 17 
32 E, C. F .31 80 13 
.33 J • M, M 20 72 1ii 
34 R.R M 25 72 13 
.35 P. O . M 19 62 9 
36 B. o,. M 2.3 56 1l 
37 M.S. M 23 5ll 18 
.38 V. T. M 21 
39 S. P. M 18 56 16 
J¡Q A. R- M 29 75 17 
lll N. V. M 22 5!J 16 

' 
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Núm. Nombre Sexo Edad Peso u. de T. 

112 F.O. M .39 80 29 
113 e, L. F 10 
1111 M.G. M 16 
115 V. B. M 19 68 15 
116 s.e. M .36 85 17 
117 e. M. M 20 65 17 
118 A.M. F 12 
119 G,M, 22 
50 A S. M 22 611 11 
51 e.M. F 26 90 20 
52 s. 8, M 17 
53 J • L, M 18 57 18 
511 R. F. M 23 65 20 
55 o.s. M 20 
56 e. B. F .39 66 16 
57 M. L. F 21 52 15 
58 J. M, M .3 11 66 1 ¡¡ 
59 e.e. M 12 
60 B.A. M .30 55 12 
61 M. P. M 25 66 20 
62 G.H. F .3 3 75 .39 
63 S. P. M 18 56 18 
611 e.e. F .3 9 66 16 
65 H. F. M 21l 
66 F. R. M 21 65 10 
67 M. T. M 28 
68 S.R. F 18 52 11l 
69 J • p, M 23 68 13 
70 H. E. M 20 75 10 
71 R,R. 17 
72 e. M. M 25 
73 J"e. F 29 78 32 
7 ¡¡ E.H. M 20 65 12 
75 e. L. F 1 ¡¡ 
76 S.A. M 15 51 18 
77 P. N. M 29 61l 18 
78 M.J, F 29 58 19 
79 A, M. M 29 78 19 
80 J 'Co M 20 77 16 
81 LJ, M 23 65 21+ 
82 F.· J, M 20 70 23 
83 s.v. M 18 65 17 
811 J. R. M 21 55 25 
85 R. L. M 26 62 18 
86 R. R. F 17 
87 R. 1. M 22 73 26 
88 19 
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NÚmo N ornb re Sexo Edad Peso u. de T. 

89 25 
90 1: •B. M 10 
91 c. IL M 28 8li 1.3 
92 J. fl, M 11 
93 J. M. F 13 
91.l M. A. M 29 78 16 
95 J. e. M 2.3 66 12 
96 E• J • M 22 60 19 
97 r. J. M 2~ ·10 15 
98 s.\'. M 20 70 9 
99 J. R º F .30 60 15 

100 L. H. M 25 62 13 
l 1)1 B.?.• , .. JO 60 11 
~ ;~ ¿ ~{ • j r M 15 
1 e; J. i. F 15 
1 Oc C.M. M 17 
1 o~ , 7 M 1.3 '•l..• 

1 06 D· G. M 21 21 
107 F. M. M 1U 
1 oe E. e. M 7 
109 L. V. M 9 
110 R. L. M 9 
111 M. r. M 20 
112 A• p, F 1 ll 

113 ¡;.s. M 25 
l lll s. e. M 16 
115 M.V. F 28 
116 G. L. M 21 
117 S. T. M 32 
118 R. R. M 22 
119 1/ •R. M 33 
120 J. G. M 20 
1 21 R. R. M 15 
122 A.M. M 26 
123 S. G. F 18 
12;, L. A. M 25 
1 2 ., G- R. M 22 
126 ,1. A M 21 
12? F.T. F 24 

128 r. s .. M i.:1 
~{Q S. T. 13 
13 (1 J • M. M 16 



Cálculo de la de5V13CiÓn tipo-

se c::ilculo aplicando la siguiente fórmula: 

- 5.6 

Se '1pl icó esta fórmula, en lugar de la anterior que se usó pa­
ra calcular le. precisión del método, porque se _e,•1tan las numerosas -­
rest~1~; nece5ari::is p::ira obtener la desv1a.:1ón de la media. El resultado 
qut: se obtiene :il final es el m¡smo. 

V&lores normales.-

El -:iilr~¡en de las cifras normales que obtuv -:ron Reitman y - -
Frankel para este metodo fué de R a uo unidades, con un promedio de la 
ji f~rencia con la media de -0.Q y una desviación tipo de± q,9, El va­
lor promedio normal que se obtuvo en este trabajo fue de 17 unidades,­
:on una desviación tipo de 5.6, El valor máximo fue de 41 unidades y -
el m¡nimo de 7. 

- 2R -



O r R O S M E T O O O S · 

CíOmatográf i co.-

Se mide la cantidad de glut1malo formado después de un periodo 
de 1ncu::iac1ón, por (JOmatograf,a en papel, usando n1nh\drina pan;su -
est •m¡1;::; ó11 (7). 

j:lect rofo:-et ico,-

Se anal izan l<Js proteínas por electroforesis en papel para se­
parar con la fracción alfa 1 la actividad de la transaminasa glutámico­
oxalacética. Esta fracción se incuba con el substrato conveniente para 
jeterm1nar su actividad ! ransaminásica ya sea por la formación de as-­
partato, que se estim<J cromatográf1camente, o bién, por el método de -
Rietman y Frankel m1d1endo la hidrazona del oxalacético sintetizado -­
( 12) • 

=luorométr!co.-

Larsen T y Hansen P reportan una técnica fluoro~étr1ca para la 
:1eterminac1on de la transaminasa pirúvica y que puede ser también apli­
·:ada a la oxalacética. En su técnica miden la formación de DPN+, en un 
;:stema semejante al usado en el método Karmen, por la fluorescencia -
que produce su píOducto de condensación con met i 1 et i 1 cetona (13), 



e o N e L u s 1 o N E s 

El método propuesto por Karmcn que se er1sayó en primer térmi­

no, tiene como ventaia el de ser altvncnte cspcc.f1co, pero resulta -
costoso por el uso d-:1 re3ctí10 OPIHi y l:i prepa•.1c:ón cn::imática de -
deshid~ogené:Sil mal ic·: y :1dcrds reriuie,.-e el u~o de un espectrofotóme­
tro ·_.a~o y no com,jn é~n 1o~. 121Dor·iltoc1os c11n1 .. :>» 

El metodo color1métr:co d0 C1t.1ud, U:CPl'' J WróDlew;kí es me­
nos espec,fico que ol élnterior. La medición col::v;·,,étr:c'I se hace--· 

con espectrofotémetros :il alcLlnce de los 1·1:•or·.01torios c1 n1cos, es -­
menos costo3o, pero tiene corno des;entilj:i C1uc ·~1 t•empo d<- centrifu­
gación par::i sepiH3.r l:i. f:i.se de tolucno, con el :¡uc se extrae la hi-­
drazona, a1gun:i.s veces se alarga más de 1o pre~isto. 

El método de RietmLln y Frankel es m6s sencillo en su técnica, 

los reactivos usados son de fácil adquisición y menos costosos y aun­
cuando es menos espec1 fico que los dos anteriores sus resultados sa­
tisfacen la exactitud requerida para ser aplicado a la clínica. Por -
estas razones ha sido el método que se sugirió para ser usado en el -· 

Laboratorio de análisis Qu1micos del 1nst1tuto Nacional de cardiolo--
91a. 
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