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OBJETIVOS. 

GENERAL. 

Medir la actividad de la tirosina aminotransferasa en suero. 

ESPECIFICO. 

Medir la actividad de la tirosina aminotransferasa en sujetos normales y en 

pacientes con dallo hepático. 



INTRODUCCION 

El diagnóstico y la magnitud del dallo tisular hepático, se basa 

frecuentemente en la elevación de los niveles séricos de alanina 

aminotransferasa (ALT) y de aspartato aminotransferasa (AST).(1). Estas 

enzimas, sin embargo, no proporcionan información acerca de la eliologí11, 

duración, presencia o ausencia de síntomas. Estos datos se pueden conocer en la 

actualidad gracias a la gran diversidad de métodos disponibles en el laboratorio 

clínico, tales como la capacidad de metabolismo y excreción de sustancias 

endógenas y flirmacos, también por pruebas serológicas especificas para casi 

todos los tipos de hepatitis víricas conocidas a la fecha. (2,3). Sin embargo, el 

valor de las determinaciones enzimliticas en la práctica clfnica diaria es lo que 

nos proporciona información acerca de la gravedad del dallo. En condiciones 

normales, las células liberan sustancias derivadas de su metabolismo al torrente 

circulatorio. En presencia de dallo tisular, la liberación de estos productos, entre 

ellos algunas enzimas, se incrementa en proporción directa a la magnitud de la 

enfermedad. La cuantificación de la actividad de estos catalizadores es de gran 

ayuda en el diagnóstico, pronóstico, evolución y tratamiento de diversos 

padecimientos, sobre todo los relacionados con hígado, corazón, páncreas y 

músculo. 

· Entre los metabolitos que contiene una célula, los aminoácidos juegan un papel 

muy importante, pues constituyen la materia prima para la sfntesis de proteínas y 

de olras moléculas, como las purinas, pirimidinas y porfirinas. Además, los 



aminoácidos también representan una importante fuente de energía al actuar 

como sustrato en diversas vfas de degradación oxidativa (Fig 1 ). La existencia de 

enzimas inducibles ~rmite a la célula adaptación y respuesta a diversas 

variaciones del medio ambiente que la rodea y a la vez ahorro energético y de 

aminoácidos al no sintetizar proteínas cuando no son necesarias. Debido a estas 

características, la presencia y concentración de este tipo de enzimas es una fiel 

representación del estado metabólico celular. 

En el caso de necrosis hepática, la actividad sérica de diversas enzimas aumenta 

en un grado que puede contribuir al establecimiento del diagnóstico. 

La enzima alanina aminotransferasa (AL T) (EC 2.6.1.2), cataliza la transferencia 

reversible de un grupo amino de la alanina al alfa-cetoglutarato, formando 

plruvato y glutamato respectivamente. Requiere como coenzima al fosfato de 

piridoxal. Su alta concentración en higado en comparación con otros tejidos ha 

sido de gran utilidad en el diagnóstico de ciertas enfermedades hepáticas como 

es el caso de la hepatitis (4,5). 

La aspartato aminotransferasa (AST) (EC 2.6.1.1 ), como toda aminotransferasa, 

requiere también como coenzima al fosfato de piridoxal, cataliza la transferencia 

del grupo amino del aspartato al alfa-cetoglutarato para formar glutamato y 

oxalacetato. Se encuentra prácticamente en todos los tejidos del organismo, sin 

embargo, su concentración mayor se encuentra en corazón, higado y músculo 

esquel.ético. En pacientes con lesión hepática aguda y crónica los valores séricos 

elevados reflejan la gravedad del proceso. (4, 5) 
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La determinación de AST, AL To ambas, es útil en el reconocimiento precoz de la 

hepatitis viral o tóxica. Las elevaciones en los niveles de AL T parece ser mas 

especifica en la enfermi:idad hepática que los valores de AST. 

La lirosina aminotransferasa (TAT) (L-lirosina 2 oxoglutarato-aminotransferasa, 

EC 2.6.1.5), es una enzima específica, reguladora del catabolismo de la tirosina. 

Cataliza la primera reacción de degradación de este aminoácido esencial 

formando glutamato y para-hidroxifenilpiruvato en una reacción dependiente de 

fosfato de piridoxal. (4,5,6,7). (Fig. 2). 

SI la actividad de la TAT se encuentra elevada, la degradación de este 

aminoácido también es alta, disminuyendo con esto su concentración intracelular. 

Si, por el contrario, su actividad está disminuida, la concentración intracelular es 

mayor. Siendo un aminoácido esencial, la única fuente de obtención de la tirosina 

es la dieta, por lo que es necesario un equilibrio preciso entre su ingestión y 

degradación, lo que depende en gran medida del estado metabólico de la célula 

as! como de la concentración y actividad de la enzima en respuesta a la 

concentración de sustrato disponible. 

En los vertebrados superiores, el órgano que más contacto tiene con 181 

fluctuaciones dietéticas es el hlgado, los trabajos realizados en este tejido han 

demostrado cambios en la actividad de la TAT.(8). Asimismo, se sabe que es una 

enzima no detectable in útero, pero se incrementa rápidamente durante las 

primeras horas después del nacimiento. El gene de esta enzima es inducible por 

glucocorticoides, insulina y glucagon por la vla del AMPc.(4,5,6,7). Su actividad 

ha sido comparada con la de la AL T y AST, sugiriendo que pertenece, como éstas 

a un grupo de transaminasas, pues su actividad depende del fosfato de piridoxal. 
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.La eltructura del grupo activo de la car1ena de la TAT es semejante a la de la 

AST.(5,6,7). 

La TAT al ser una enzima básicamente de origen hepático se desconoce su 

comportamiento, sensibilidad y especificidad en seres humanos, asl como su 
pnt1811Cia en otros tejidos además de hígado y útero. y que al ocurrir dai'lo tisular, 

pueda liberarse a la circulación y constituir asl un marcador más de necrosis 

celular como en el caso de las hepatopalfas. 

Adem4s de ser una novedosa aportación que genera conocimiento de la 

bioquímica celular humana, podría ser una alternativa de magnitud o cronicidad 

del dallo hep.tlico adicional a la· información que proporcionan las enzimas 

cuantificada• de rutina en e1to1 casos. 



MATERIAL Y METODOS. 

Se utilizaron ratas Long Evans de 2 a 3 meses de edad con peso aproximado de 

250 ± 50 g .El alimento y agua se les proporcionó ad libitum. Luego de ser 

s8crificadas por dislocación cervical, se perfundieron con solución salina y se 

obtuvo el hlgado para la determinación enzimática. 

El tejido se homogeneizó pesando 2 g de hlgado en 4 mi de buffer de fosfato de 

potasio 0.2 M (pH 7.3), se centrifUgó a 31000 x g durante 30 min a una 

temperatura entre 4 y 6° C. El sobrenadanta obtenido se diluyó 1:3 con el mismo 

buffer y se procedió a medir la actividad de la TAT por la técnica de 

Diamondstone. ( 10) 

Determinación enzimática. 

La mezcla de reacción se preparó con 1.4 mi de buffer de fosfato de potasio 0.2M 

(pH 7.3), conteniendo 19.2 µmoles de L-tirosina, O.OS mi de fosfato de piridoxal 

1.2 mM en buffer de fosfatos, 0.1 mi de dietil diliocarbamato (utilizado para inhibir 

la dioxigenasa del para-hidroxlfenilpiruvato) y diluciones apropiadas de la enzima. 

Ella mezcla de reacción se incubó a 37º C durante 10 minutos en bello maria con 

agitaci6n constante. La reacción se inició al agregar O.OS mi de una solución de 

atfa-cetoglutarato 0.3 M y fué seguida durante 1 O minutos. La reacción se detuvo 

al agregar 0.1 mi da NaOH 10N mezclando inmediatamente. La adición de NaOH 

inicia la conversión de para-hidroxifenilpiruvato (pHPP) a para 

hidroxibenzaldehldo (pHBA). Después de 30 minutos a temperatura ambiente se 

a 



leyó la O.O. a 331 nm ( Fig. 3 ) contra un blanco preparado en el tiempo cero 

adicionando NaOH justo antes del alfa-cetoglutarato. La reacción que se lleva a 

cabo es la transamina~ión de tirosina y oxoglutarato para dar glutamato y par­

hidroxifenilpiruvato tal como ocurre in vivo. 

Con el objeto de establecer las condiciones óptimas de reacción, se realizaron 

varios experimentos con diferentes concentraciones de homogeneizado y 

diferentes tiempos de reacción. 

Una vez montada la técnica, se procedió a medir la TAT en suero. Se obtuvieron 

5 mi de sangre total de 14 sujetos sanos y 27 muestras de pacientes con da~o 

hepático, manifestado por alteración en el perfil enzimático tradicional (AL T y 

AST). Una vez formado el coágulo se obtuvo el suero por centrifugación a 3000 

RPM/15 minutos. 

La enzima TAT se midió por la técnica descrita anteriormente. (10) y se cuantificó 

la cantidad de proteínas por el método de Lowry. La curva estandar se realizó 

utilizando diferentes concentraciones de pHPP. Se utilizó un espectrofotómetro 

marca BECKMAN modelo DU-64. 

Los resultados obtenidos se analizaron estadísticamente utilizando la prueba t de 

student. 

9 



10 

1 ! 
. 

:: ª . .., e 
'º . . 

i 
g 

.8 :¡ : 
•
•
•
 

8 
1 

a: 
~ 

1 ~ 
:l 

~ .!?. 
~
 

~
 

u 

M
~
 

i·~ 
"'-ll . ,¡¡ 



RESULTADOS 

Con el objeto de encontrar las condiciones optimas de reacción se realizaron 

diferentes experimentos bajo diversas condiciones utilizando hfgado de rata. En la 

Gráfica 1 se muestran los resultados obtenidos de la actividad de la TAT 

utilizando diferentes concentraciones de homogeneizado. Se midió también la 

actividad con otras concentraciones de tejido sin observar resultados 

satisfactorios. La concentración óptima de homogeneizado fué de 16%. 

La Gráfica 2 nos muestra los resultados que se obtuvieron al modificar el tiempo 

de Incubación desde el minuto 1 al 10 de la reacción. La actividad de TAT se 

midió en lodos tos casos incubando durante 10 minutos. 

El DDC se utilizó para inhibir la enzima pHPP dioxigenasa. En la Gráfica 3 se 

muestran los resultados obtenidos en presencia de DDC como se observa, no se 

obtuvieron diferencias significativas en las muestras. 

Como se mencionó en Material y Métodos, al agregar NaOH 10N se detiene la 

reacción de transaminación al mismo tiempo que se inicia la conversión de pHPP 

a pHBA. Es de vital importancia agitar inmediatamente debido a que si se retarda 

la conversión de este compuesto no será total la cuantificación para lo cual se 

realizó un experimento que se muestra en la Gráfica 4,con el objeto de observar si 

la adiciónde Na OH modificaba la conversión de pHPP. Se observa que antes de 

agregar la base, la conversión es muy poca y 30 minutos después de la adición se 

forma una cantidad considerable de pHBA. 

11 
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Una vez establecidas tas condiciones óptimas de ta reacción, 1111 procedió a 

cuantificar ta actividad de TAT en suero. 

En ta Gréfica 5 sa observa ta curva obtenida al utilizar diferentes c:oncentrac:ions 

de suero. La gréfica 6 muestra ta curva obtenida al utilizar como es'*1dar pHPP. 

se observa que ta absorbancia obtenida es proporcional a ta c:oncenlración en al 

rango utilizado (10-70 nmotes). Esta curva sa utilizó para ta cuantilicaci6n de ta 

actividad enzimlllica de tas muestras. 

En ta tabla 1 se muestran los resultados de la actividad de la enzima TAT 

obtenida en el suero de el grupo de pacientes con problema hep6tico asl como 

del grupo control el cual estaba formado de sujetos normales sin patologla 

aparente. 

La actividad enzimática del grupo control fue de 6.11 nmol/mg de protelna y la del 

grupo de pacientes fue de 10.11 nmol/mg de protelna. Se obtuvo una diferencia 

significativa al c:omParar ambos grupos con una P« 0.001. En la tabla 2 se. 

muestra al anéli1i1 estadlstico realizado de la prueba de t. 

Determinación de proteínas: 

La cuantificación. de protelnas por el método de Lowry se. basa en el complejo 

colorido formado por el ion cobra del reactivo con los enlaces peptldicos de tas 

protelnas; siendo la intensidad ·del color proporcional al número de enlama 

peptldicol preH11tn. 

Reactivos: 

Solución A: Na2C03 al 2% con tartrato de Na al 0.02% en NaOH 0.1 N. 

Solución B: CuS04 al 0.5% en agua. 

16 
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ESTA TESIS 11 IUl 
SAlll DE LA BIBLllTECA 

SOiución C: 50 mi de solución A + 1 mi de solución B (preparar al momento de 

usarse). 

SOluci6n D: Reactivo de Folin Ciocalteau 1.1 mi + 1.4 mi de agua., 

SOiución E1tandar: Albúmina sérica bovina 0.3mg/ml (BSA) 

tubo Estandar (mQ Concentr.clón H;iO(mQ SolC(mQ 

'""'' 
B o.o o.o 0.5 2.0 

1 0.1 0.03 0.4 2.0 

2 0.2 0.06 0.3 2.0 

3 0.3 0.09 0.2 2.0 

4 0.4 0.12 0.1 2.0 

5 0.5 0.15 o.o 2.0 
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Después de agregar la solución C se deja reposar 10 min a T:A: y una vez 

ediclonado el reactivo de Folin se deja reposar 20 min. La absorbencia se lee a 

una 0:0: de 550 nm. 

En la gráfica 7 se muestra la curva estándar de proternas obtenida al utilizar BSA 

como estándar. Esta curva se utilizó para la cuantificación de proternas en las 

muestras de suero.I 

TABLA·1 

Actividad de la Enzima tirosina amino transferasa. {nmoles /mg protarna) 

nrorn..dio desviación estandar 

controles 6.11 1.5 

IDllcientes 10.11 2.16 

20 
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An$11sls estadlstlco de los resultados obtenidos en la determinación df' TAT, 
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DISCUSI ON 

El presenta trabajo presenta un estudio da la determinación enzimética da la 

actividad da la enzima TAT en al suero de pacientes con problemas hepáticos. El 

estudio da esta enfermedad as de vital importancia ya que as un problema 

complejo muy estudiado debido a la crucial función que el hígado dasempalla en 

al metabolismo de los seres vivos. 

Se ha reportado anteriormente la cuantificación de asta enzima por esta ( 1 O )y 

otras técnicas ( . 12, 13, 14 ) en hígado da rata bajo diferentes condiciones 

hormonales ( 15) asf como en cultivos celulares ( 16) y en sitios de implantación 

en ratas ( 17 ). Sin embargo, no se tiene infonnación acarea de la cuantificación 

da la misma en al suero de pacientes con dallo hepático o en sujetos normales. 

Al estudiar las propiedades cinéticas de asta enzima ( 14 ) con preparaciones 

crudll1 da la misma surgió la nacasidad da implementar técnicas mas sensibles y 

especificas para la cuantificaeión de TAT. La determinación por al método da 

Briggs ( 18 ) no as lo suficientemente sensible para medir la actividad enzimética 

en ciertas condiciones. El ensayo utilizando el complejo enol-boratos, ( 19) en al 

cual la reacción as seguida por la medición de la absorbancia a 310 nm es 

sensible en principio, sin embargo, requiere una solución clara para la 

determinación así como una tautomerasa que es la enzima que cataliza la 

conversión de cato-pHPP a la forma enólica. 
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La t6cnic:a utilizada en este trabajo ( 1 O ) se basa en los estudios realizados por 

Pitt ( 20 ) en 111 oxidación de pHPP por el oxigeno molecular 11 pHBA y OJCSlato. 

Eata l'NCCión M describió por primera vez en 1917. Otro reporte, muestra la 

detenni1111Ci6n de pHPP en orina ( 21 ) el cu111 ae basa en la CO!Mnión de pHPP 

a pHBA. Sin emblrgo, este procedimiento es un poco engorroso. 

la t6a\ic:a que se utilizó en este trabajo es una medición répida, ~ 

sensible, para 111 actividad de tirosina transaminasa basada en 111 COIMni6n de 

pHPP a pHBA en condiciones ak:lllinas fuertes. La lectura de los blanc:os es un 

poco alta, sin embargo esto no obstaculiza la determinación de los problemas. El 

DDC COl1lribuye de una 111111181'8 importante en la lectura del blalc:o, sin embargo, 

a diferencia de loa resultedos mostrados por Diamondatone ( 10 ) no M 

obluvieron diferencilll al utilizs DDC o en ausencia de 61. 

Otra venllja ele esta t6cnica es que se puede lrllbajar con preparaciones 

recienlel o con.vadlll en rel'rigerec16n. 

El ~amo lxaáo de COIMll'li6n de pHPP a pHBA en condic:iaMa alcalinas no 

M conoce petfedamente,sin ambllrgo se ha propulllto que es mediado por 

r9dicalel librel ( 20 ) . 

Ea impoltne mencionar que la cuantificación de esta ~ pudiera _. 

útil en al diagn6ltico del dallo hllpático producido en pacientes con hepatitis viral 

9dic:ionalmenle a 111 infonneción que propon:iouan lal enzimas determinadas de 

IUlina en al lllbcntorio clinico. 
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