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INTRODUCCION

""" "Las reacciones de transaminacién desde su descubrimiento en
1937 por Braunstein y Kritzman (1) o su apreclacién no organiza-
da por Knoop, Needham ¥ Canzanelli (2), se han considerado co-
mo un mecanismo de interconversion metabdlico entre aminoaci-
do: y retoacidos que pueden o no pertenecer al ciclo metabdlico co-
man; esia situacién “‘estratégica” de dichas enzimas no fué apre-
clada en toda su magnitud debido a las limitaciones resultantes de
los trabajos de Cohen en 1941 al reportar, mediante el empleo de
técnicas mas satisfactorias que las originales de Braunstein. que
¢! fenémeno de transaminacion estaba reducido a dos sistemas:
glutiunico — oxalacético y glutimico — pirtvico; el mismo autor
en 1951 reconsiderd experimentalimente la situacidn y desde enton-
ces se conocen cada dia nuevos sistemas capaces de efectuar dichas
interconversiones y en la actualidad son raros los aminoacidos in-
capaces de transaminar (3).

Por otra parte desde 1948 se sabe por los trabajos de Kun y
Miller (4, 5, 6,) que las endotoxinas de enterobacteriaceas y en es-
pecial de Salmonella aertrycke y S. typhi - murium son capaces de
interferir la sintesis del glucdégeno en ratag y deprimir la actividad
de la deshidrogenasa succinica en higado de ratas con lo que se
tiene una sttuacién donde el ciclo del acido carboxilico se encuen-
tra alterado. Si se recuerda que dos componentes de ese ciclo; el
oxalacético y <ol alfa-cetoglutirico enlazan mediante transamina-
¢ién con los dcidos aminados aspartico y glutdmmico; nos parecié de
interés el investigar si el equilibrio transaminante del alfa-cetoglu-
tarato (predecesor del succinico cuya deshidrogenacion esta limita-
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da en Jas toxemias senaladas) estaba modilicado de transaminasa
glutamico-oxalacética para modificar el equilibrio y forzar la reac-
cion interferida,

Simuitaneamente se planted la posibilidad de que la intoxica-
cién con antigenos crudos de Salmonella pudiera resultar en la li-
beracién de transaminasa glutamico-oxalacética (7) de manera que
ademds de las modificaciones bioquimicas de las endotoxinas es
aecesario considerar el trastorno metabolico de la necrosis duran-
{e Ia cual se ha visto hay salida de numerosos componentes enzima-
ticos de higado (8, 9,).

En ¢l trabajo presente se reportan los resultades de la activi-
dad transaminante glutdmico-oxalacética en higado y suero de ra-
tas y concjos sometidos a diversos esquemas de intoxicacion por an-
tigenos somféiticos de Salmonelin typhi y Salmonella typy-nwrium.
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MATERIAL Y METODOS

1.-—Ratas; machos albinas de 120 o 250 grs. allmentadas con le-

che y pan.

a) Normales. b) Intoxicadas cronicas ¢) Intoxleadas rgudas,

a) Ratas Normales.—Ratas que no han stdo sometldas a ninguna
manipulacién de laboratorio.

b) Ratas intoxicadas croricas.-—8e¢ les inyeetd por via intrapeirito-
neal 2 mgs. de endotaxina de Salmonella  typhi-murhnn, siy-
pendida en solucion fisloluglea (NaCh) al 85/, Sacrificap-
dose a las 18 & 24 hs. de haber sido inyectadas.

¢) Ratas intoxicadas agudas.—Inyectadus por vin intraperitonesl
con 15 mgs. de endotoxina de Sabmonells typhl-murium. Se
sacrificaron a las 3 6 4 hs. Se tomnan lotes de ralas normales,
cronicas v agudas.

2. —Conejos,—

a) Conejos Normales.—Que no han sido sometidos s experimen-
tacidn. -

b} Conejos Intoxicados Cronicos..—Se¢ pesun, o continuacion se les

invecta 0.02 mpgs. de ‘endotr.-xina de Salmonells typhi-muriam,
por iia inmtravenosa {vena moryingd de la oreia), cads Lercer
dia. Se sacrificun rsuando el peso final ses un 259 menor dei
peso inicial.

Todos los ammales normales e ntoxicades, se sacrifican extia-

yéndoseles une fraccion de higado, sv pesa, hamog sinize con aguR
bidestiluda, de esta mezeiz homogénen se toman 2 muestias, o lus
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cuales se les determina transaminasa glutdmico-oxalacética y pro-
teinas respectivamente. Al suero obtenido de la sangre se le de-
termina transaminasa sérica glutdmico-oxalacética.
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REACTIVOS —

1.—Sacarosa 0.308 M.
S BCAT O S B ittt ierniirarannansnns 105.394 gms.
Se afora a 1,000 c.c. con agua destilada.

2.—Solucién de Hidroxido de Sodio al 3¢p.—

NaOH . .. e e 3 grs.
Llevandola aun volumen de 100 c.c. con agua destilada.

3.—Welschelbaum.—

Tartrato de sodio y potasio . ............c.couunrn.. 9 grs.
Suifatodecobre .. ... .. .. ... ... e, 3 grs,
Yoduro de potasio ..., ... . . i e 5 grs.

Se afora a 1,000 c.c. con NaOH 0.2 N libre de carbonatos,
4. —Amortiguador de fosfatos.— pH 7.4 —

Yosfato diacido de potasio . ..................... 218 grs.
Aforar a 1,000 c.c. con agua bidestilada. Solucién “A".
Fosfato monodcido de sodio ... ... e, 53.65 grs.

Aforar a 1,000 c.c. con agua bidestilada. Solucién “B".
Solucién “A” — 19 c.c. + Solucién “B” — 81 c.c.
Se guardo en refrigerador.

5.—Acido alfa-cetoglutarico.— pH 7.4 —
Para contener 100 micromoles/ml.

Acido alfa-cetoglutarico . . . .. ... ... .......... 0.7305 grs.
Se aforé a 50 c.c. con fosfato amortiguador y ajust6 a un pH de
T.4

Se guardo6 en congelador.
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6.—Acldo Aspfirtico.— pH 74 —
Para contener 2.0 micromoles/ml.

Acido d-l Aspartico . . ............... o i, 0.4235 grs.
Se aford a 100 c.c. con fosfato amortiguador y se ajustd a un
ph de 7.4.— Se guardd en congelador.
T.—Fosfato de Piridoxal.— pH 7.4 —

Fosfato de Piridoxal .. ...................... .. 0.003 grs.
Se aford a 100 c.c. con fosfato amortiguador y se ajusté a un
pH de T.4.— Se guards en congelador,

8. Aspartico/cetoglutarico... pH 74 —

Acido d-1 Aspartico . . ... .. ... .. e .. 2.66 grs.
Fosfato monopotasico . . . .. .. ... . L. 2.00 grs.
Acido alfa-cetoglutarico . . . ... ... ............ 0.60 grs.

Se aforé a 1,000 cc. con agua bidestilada y ajusté el pH a
T.4.— con KOH.

g.—Citrato de Anilina.—

Anilina . .... e e e et e i e, 5 cc
Acido cltrico . . . ... e 5 grs.
Agua destilada . . . ... .. e 5 cc

10.—Acido Tricloro acético.— al 100%.
11.—2,4; Dinitro-fenil-hidrazina.-—

2,4, dinitro-fenil-hidvazina . . . ... .. ... ... ... ... 100 mgs

Acido clorhidrico concentrado . . ..., ............ 20 cc

Agua destilada . . . ... ool L 80 c.c.
12.—Solucidn alcohdlica de hidréxido d: potasio.—

Hidréxido de potasio . . ... ... .. ... ... ........ 2.5 grs.

Alcohol etilico . . . .. . . o e 100 c.c.
13.—Acldo Piravico.—

Acido pirQvico . . . ... . o 1 gr,

Agua destilada . . . ... ... Lo oL 1000 c.c.
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TEONICA .—

T e e A

Se sacrifics Ta Tata 6 Conejo, frevin-snestesia- clorofdrmion,_me: e
dinnte la apertura de la cavidad toraciea, snngﬂu venosn del sono
pulmonar y perfusion del higado con soluclon de sacarosa 0308 M.
{con objeto de eliminar la sangre existente en hipado),

Se extrajo una fracciéon de higado, se pesd; se colocd In hau stri
cn un homogeinizndor de cristal tipo Potter Elvehjem con 10 ¢, do
apua bidestilada, se mochacd lo nezesarlo para disgregarle (2 min, o
2000 rev. por min.} y obtuvo una mezcla homogénea, A continuneion
se tom6 1 c.c. del homogeinizador y ze puardd el restante para de-
terminar proteinas, se diluyé con agua bidestilada (dil. 1:10) v
determiné transaminasa plutémica-oxalacdtica,

Modificacion al Método.—(Unlcaments en ratas),

Se tomo un lote de ratas. Bajo anestesia etéren se ofectyd la
apertura de la cavidad abdominal & continuacion we e wtinfo ung
pequeia fraccon de higado (aproximadamente ¥ mesg del i6halg
inferfor de &ste, procediendo @ corrar cavidad por medio de mitinrs,
Ta fraccidn de higado extraida o pesd, home sz v ose lo detep,
minarcn transamingsa glutdmica-oxatacétlea v protcings,

.

Terminadz 2 ni’igi‘i-‘i{'l-‘"!ﬂilt. g esineraron ¥ dins, hussta e resty.
Llecimisnte ool :

LTuapGs: 2 vno de e\es 5&

ik, wee Gividil el b ey desy

2 i fde vraingries e

ssimoneils Typhi-murium v o ﬂ‘.;,m,m:-x Cow e M g
v seerificie 18 him despods o ser, cioniendiy 2Ry Y oa2aBsy 2uee

PosAvEmeTis
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Se sacrificaron y se les extrajo del seno pulmonar, la mayor
cantidad de sangre posible, en la cual se determiné transaminasa
sérien glutamico oxalacética, posteriormente se le extrajo una frac-
clén de higado teniendo en cuenta ol peso de la muestra extralda
en la rata normal

DETERMINACION DE PROTEINAS.—
Modificacion al Mdétodo de Biuret, (10)
Se coloca en un tubo con boca esmerilada,
0.5 ce de la mezela homogénea
4.5 c.c. de NaOH al 3¢%.
5.0 c.c. de reactivo de Welschelbaum.

. . ) — I
Se tapa. agita e incuba durante media horn 2 2775 Nacen

. ~,-—-——'W
. lag lecturss-erun-esprectoiotometro Coleman Jr 6-B a 540 mp.

En esta determinacion las soluciones coloridas son comparadas
en el espectofotometro con un standard hecho al mismo tiempo con
agua destilada.

TECNICA DE COHEN.---(11).

Medicion espectofotométrica de la formacion del A<cido Onala-
cético.

Este método puede usarse en cualquier sistema de transaminacidn
en el cual uno de los componentes ya sea ahadido come un subsirato
o bien formado como un producto de la reaccién, tiene una apsor-
cion caracteristica capaz de ser medida a una longitud de onda ade-
cuada, (180 mp).

Este método requiere que los otros componentes po tongan ab-
sorcién que interfiera a la longitud de onda empleada para un com
puesto dado. Por lo tanto es neccsario disponer de los datos, de las
propiedades de absorcién de todos los componentes en cualquier
sistema dado.

Preparacion de la enzdma..—

€¢ toma una fraccion de tejido fresco, se colora en un homo-
gelnizador de cristal con 10 c.c. de agua (como ya se indicd), se
tritura v fra por gasa, para evitar los residuos que no han sido
triturados. Se diluye con agua bidesttlada (1:10).
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by Awmbe Aspartics— 30 micramnlzs por mil (P e TE
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En uns celdilas de currzd do un ospooiofoldmainy 48 Roekivkn,
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Chleulos.—

Las lecturas de la densidad se tomuan oads 3 e, diinde e
din hora y se hace una grafica de lns leeturan compmendaa g ol
tiempo, La lhaea recta se traze o través de doa ponton v ool valin il
dD:t y el del cambio de la densidad aptien con of Homp, qusels e
terminada por la pendiente de lan curvy,

En el sistema de transaminacldn eatillody, e vorifiéa nog)
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Si sabemos que: C. = C, (1), entonces tenemos que: C, = C, (2)
De donde: C. = (Co — Ci) = (C;) (3)

La densidad éptica de un sistemia de transaminacién generali-
=ado de ta! naturaleza, pucde presentarse mediante la ecuacion (4).

D == kn (Ca) + k: (Cz) + k; (C)) '}‘ k~ (CQ) “Q“ K (C)

De donde k,, k. Kk, ¥ k., son los coeficientes de extincion de las
substancins cuyos grados de concentracion son dados por (C,), (C)),
(C,) ¥ (C.); representa la suma de las concentraciones de todos los
componentes constantes, tales como proteinas, coenzima, iones amor-
tiguadores. y K representa la suma de los coeficientes de elimina-
cion de estas substancias, Debe tomarse en cuenta que la aparicidn
de un compiejo transitorio de substrato enzimitico con un coelicien-
te de eliminacién caracteristico no interferird cste procedimisidis,
por cuanto los datos cinéticos.snle.sofommai durante el periodo del
estado.constesterTurndo In concentracion es una constante. Debido
a la concentracion de este complejo se mantiene constante durante
este periodo pucde ser asrupadoe con el tiempo de 1a K (C).

Si en la eccuacidn (4) substituimos los valores de (C)), (C)) ¥
{C.) obtenidos de las ecuaciones (2) v (3), se obtendra una ecua-
cién, en la cual la agrupacidn y la transposicion de los términos se
reduce a:

D (Co k, + Kk, K{(C)
(C;) == - — - —
k) "é" kg m— k.| —— k: }§; ‘*' kc"-*k '—-—-k: l{) ’*‘ kq —— k’. —— l:z
Al tomar los derivados de esta ecuacion con relacion al tiempo
oblenemos los puntos estos.

d(C,) abD 1

dt ddt (ky, + ke - x, - K.

Los valores de los coeficientes de extincion se leen de la curva
de absercion de la substancia problema y el valor de dD/t se obtiene
en la forma descrita antes.

El dcido oxalacdtico tiene un coeficiente milimolar de extincion
(micvimolas por mlL) de 0.53 en 0.053 M amortiguador de fosfato a
un pil de 7oL
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p se calculd segin las tablas de Croxton. (12).

METODO COLORIMETRICO DE LA TRANSAMINASA
GLUTAMICO-OXALACETICA EN SUERO.— (18)

Una vez obtenida la sangre problema, se separa el suero y:

- 1 -——Agmgar 0.5 c.c. de susro ¥y 0.5 c.c. de agua dest. en dos tubos

0 ~do-ensavn,
2.—Al uempo cero agregnr cn'émboe tabos 0.5 o=, .de_reactivos
aspirtico cetoglutirico (el substrato de la enzima). T e

o 3.—Inmedintamente después de la adicidn del reactivo aspartico
' cetoglutarico, colocar una gota de solucidn de dcido tricloro
T acotico al 1009: y una gota de citrato de anilina en tubo que
sirve de blank.

3 4.—Incubar 20 min. a la temperatura del laboratorio y agregar al
final de este lapso. una gota de tricloro acético y una gota de
citrato de anilina al tubo donde se medird la transaminasa sé-
rica glutamico-oxalacética.

5.—Agitar los tubos y dejar reposar 20 minutos,

6.—Agregar 0.5 cc. de reactivo de 2,4, dinitro-fenil-hidrazina en
ambos tubos, mezclar bien y dejar reposar 5 minutos.

T.—Agregar 2 c.c. de tolueno en ambos tubos, agitar vigorosamen-

-

te y centrifugar 3 min. a 1800 rev, por min.

8.—Remover 1 c.c. de tolueno y colocar en cubetas de espectofotod-
metro,

9, —Agregar 3 cc. de solucién alcohdlica de KOH a cada tubo y
mezelar el contenido.

10.—-Medic la transmitancia a 490 mp con el blank ajustado a 1607¢,
El espectofotometro se estandariza con soluciones de pirtvico
de 1 a 300 pg.

g0
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Una unidad de T.5.G.0. se define como la actividad de 1.0 c.c.
de suero que resulta en la formacién de materia! cromogénico equi-
valente a 1 pg de piruvato en las condiciones prefijadas (20' a 26°);
una unidad coloriméirica es equivalente aproximadamente a una
unidad de T.S.G.0., medida espectofotométrica.

Curva de calibracidon para el plvico,

V = 5 cc
P
P = 3554496 D= —
A\
D = 554496 D = 110899
S5 cc.
1 cc = 1.168399
1 ce — 100 cc H,O -
Sol. St. 1
1lgr. — 100 ce . 1 ee = 010 g= 1 mg.
1e¢c I — 10 ce. H,O
Sol. St. I
11 mg. 10 ce. H,O "0 1 cc. = 11 g,
E 1 ce. II — 100 c.c.
Sol. St. 1 {

1 ce. = 0.00110 mg = 110 mer.
1 ce = 11 mgr.

PREPARACION DE ENDOTOXINAS (11).

Se utiliz6 la técnica de Lewis y Thomas en la que efectia la
cosecha de la Salmonella typhi-murium cuitivada en frascos de -
gelosa-agar al 2% y despuds de 3 extracciones acetSnicas se deseca
al vacio; las dosis utilizadas se refirieron a esa base ponderal.

21
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— CUADRO I

Transaminasa glutdmico - oxalaedtios,
Sérica (1) Hephtion (2)

Ratas M: N: 8 ES: M: M B ESs
Normales 495 10 102 1056 45 44 21.2 1324

aguda {3) . " . .
Itoxicacisin 69.:} il 82 30,14 b 4»6 b‘ﬁ ﬁ.;f’ M.ﬁ/]
wha ) o s o1 1as T3 16 190
Fhtvi ke te fute) e

{1y Umidsdes w1 de roery (Celaul Leeper y Wreallwiwaed) (18)
Y am e T Oy muesiog o0n 05 ;g 4o pioliicne
13y 30 me Ge endoionane orutcs e Belveoshe Ly - aastiue Gntie-

perimonont saerificin ¥ horas tempuss
{61 I mg. Or enuortomine erule to Bubmoneli Sypil - maise ot

peritonsnl spevificic I8 orws Gespuis




— CUADRO I —

Normales Agudas Crénlcas
10 mg. Sacrificio 3 a 4 he, 2 myg. Sacrificlo 18 » 20 ka.
Arginasa Transaminasa Arginnsa Transaminasa Arginass Transamiome
Hepitica Hepaitica Sérica Hegpética Sirica Hepética Sérica Hephtica 8érica  Hopitica
0.534 63.3 220 0.438 G1 118 2.9 0.410 44 .0
0.575 794 0.88 0.527 44 918 232 0.585 42 716
0.398 87.3 3.08 0.492 44 53.1 250 0.515 54 69.9

0277 820 265 03093 48 RG.8 2.42 0.48%0 50 5NA



— CUADRO II —

Normales Agudas Cronicas
10 mg. Sacrificio 3 a 4 hs. 2 mig. Sacrificio 18 a 20 hs.
Arginasa Transaminasa Arginasa Transaminasa Arginasa Trantaminasa
Hepatica Hepatica Sérica Hegpatica Serica Hepatica Sérica Hepatica Sérica  Hepitica
0.534 £5.3 2.20 0.43% 61 118 2.90 0.410 14 57.0
0573 794 0.88 0.527 8 978 232 0.585 42 16
0398 873 3.08 0.492 44 531 250 0515 54 69.8
037t 33.0 265 0.399 43 $68 2.4 0.480 50 50.3
0420 §3.2 2.40 0.100 71 60.2 2.38 0.512 67 50.0
0.419 69.6 3.09 0.511 67 845 1.14 0.469 59 69.3
0315 80.4 145 0.256 80 6717 1.38 0.370 75 60.0
0.823 815 0.97 0.398 91 625 141 0.397 41 716
03 05 145 0.413 100 570 1.41 0.441 41 71.0
0738 503 0.97 0.530 62 831 3.22 0.330 36 8105
022 785 320 0.421 92 730 2.80 0.280 42 99.4
1320 T '
6507 £5.0
0529 527 -
0751 415
b i

6323

1038 o

1059

1042 ——
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—DISCUSION — B

Los resuitados expresados ern las tablas anteriores sshalan que
Ia Intoxicacidén de las ratas con antigenos crudos de Salmonelfa ty-
phi - murium produce un aumento de las transaminasas giutdmico-
oxalacéticas en el suero que se hace manifiesto en ias primeras ho-
ras de la intoxicacion va que la diferencia 12 los valores promedio
69.5 unidades colorimetricas en el periodo agudo contra 49.5 en los
controles vs significativo: la comparacidon en el periodo cranico revela
cifras practicamente iguales (30 contra 49.5); la naturaleza transi-
toria de este aumento (menos de 18 horas) esta acorde con lo encon-
trado para arginasa sérica (7) en condiciones similares de toxemia
y puede explicarse como indice de una necrosis focal discreta de hi-
gado que rapidamente se controla por los mecanismos de limpieza
del reticulo endotelio; es preciso tomar en cuenta también que ia
dosis de atague en los animales del! grupo considerado como intoxica-
cidon aguda fué 3 veces mavor que Iz empleada para el grupo de ata-
que cronico.

Estudios simultancos de arginasa y transaminasa han mosira-
do una asoclacién directa entre amhos sistemas enzimaticos ante
una agresiéon por endotoxinas lo que sefiala un origen para ambos;
los estudios de distribucidn enzimdatica ensefian que la Gnlca estruc-
tura orgénica que los posee en cantidades apreciables es la célula
parenquimatosa del higado. (15).

Conviene seiialar que los aumentos séricos encontrados en plena
intoxicacion aguda no son de la magnitud relatada en presencia de
condiclones de necrosis extensas del higado; vgr. hepatitls infecclosa
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(16) o hepatitls toxica (17) y est& acorde con los reportes patold-
gicos de Goodspasture (18) y otros (19) acerca de la extension de
s necrosis focales hepaticas en tifoidea y otras salmonelosis,

Los hallazros de la actividad hepatica demucstran que no hay
alteraciones en las primeras horas de la intoxicacién ya que el Q
de trasaminacion permanece dentro de los limites normales de va-
riacién; el estudio en tejido hepdtico de ratas con 18 horas de into-
xteacion muestra una disminucion significativa con respecto a las
normales o a las sacrificadas 3 horas después de su intoxicacién.

Estos resultados combinados con los obtenidos en suero pueden
integrarse en la secuencia: la agresion de las endotoxinas producen
una necrosis focal discreta en parénquina hepatica que se manifiesta
por la salida inmediata a la circulacion sistimica de diversos com-
ponentes enzimaticos (transaminasa  glutamico-oxalacéticn  entre
otros) v su elevacidn consizuiente en los niveles séricos; sin embargo
la magnitud de ese escape no alcanza a manifestarse por una dismi-
nucién en el contenido enzimitico de la célula hepatica; si el ani-
mal resiste v se recupera de ese “stress” las colulas del reticulo-
endotlello limpian lus zonas necrdticas se restablece la integridad de
las células danadas v disminuyen hasta normualizarse los niveles sé-
ricos de la transaminnsa en estudio pero no la fuga continvada de
cnzimas durante el periodo previo, probablemente a traves de rifdn,
tal como se ha rerortado para desoxiribonucleasas (20) v arginasa
(7). Neea o disminuir los niveles hepiticos hasta cifras significa-
tivas,

Ya que los animales intoxicados no ingieren alimento durante
el periodo posterior a la administracién de la endotoxina, analiza-
mos el efecto de un periodo de ayuno adicional sobre las actividades
enzimiticas; el cuadro revela que hay tendencia a elevar la activi-
dad transaminica con respecto al control previo lo que hace mas sig-
nificativa la tendencia a la disminucion observada en el periodo de
intoxicacion erdnica.

La interpretacion bioguimica de log hallazgos de intoxicaclidon
son exclusivamente de un defecto morfologico de la membrana de
fos hepatocitos alectidos v 1a tendencia hacin un aumento durante
el ayuno indica —probablemente un tendmeno compensatorio del hi-
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— RESUMEN Y CONCLUSIONES —

1.—-Se estudio la transaminasa glutimico-oxalacética de suero e

higado en ratas normales e intoxicadas con antigenos crudos
de Salmonella typhi-morium,

II.—Se encontrd un aumento en los niveles séricos durante ias fa-

ses Inicinles de 1a intoxicacion con normalizacién al cabo de
18 horas.

I0.—La actividad hepatica permanece sin alteracién en los prime.

rog momentos (3 primeras horas) con tendencia a disminuir
al cabo de 18 horas.

1V.—El ayuno tiene efecto discreto a elevar la actividad transami-
nante hepdtica.

V.—Se sugiere que las alteraciones metabdlicas encontradas son
el resultado de necrosis celulares hepaticas y mecanismos com-
pensadores para alimentar el ciclo metabélico comun.
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