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RESUMEN

VELAZQUEZ MARTINEZ ENRIQUE. Determinacibn de éammaglu-
tamil transpeptidasa er equinos destinados a la produceibn de -
suero hiperinmune antidiftérico, antes y después de su esquema =
de immunizacifn (bajo la direccibn de M.V.Z Genaro Jardfn Herre-
ra, Q.F.B. Rosalva Salcedo Elisea y Q.B,P. Delia Arletts Casti--
1lo Mata).

Este trabajo tuvo como objetivo la valoracién de la Ga
mea Glutamil Tramspeptidasa, como un indicador de dafic hepltico
en equinos destinados a la produceién de suero hiperiamune anti-
diftérico, antes y deaspués de su esquems de Lnmunizacidn, el cual
fue realizado en la Facultad de ¥edicina Veterinaria y Zootecnia
de la U.N.h.M. ¥y en el Instituto Nacional de Higiene. Se realiza
ron determinaciones de &sta enzima antes de la inoculacidn (ba--
sal), a los 25 (1la), 45 (2a) y 61 dias (3a); encontrérdose el ma
yor aumento a los 61 dias. Se analizd &l resultado por medio de
Pruebtas de Hipdtesis con muestras pareadas, para saber s5i la sle
vacién de la enzima ers estadisticamente significativa, encontrin
4088 qus antrs la bzerl ¥ el tercer wmuestreo hubo una mayor signi
ficancia estadistica. Por lo que se concluye que después de los~
L5 dias post-inoculacién, empiezs a elevarss la Gamma Glutamil -

Transpeptidasa, ¥ por tanto, se hace manifiesto el dafio hepatico.



INTRODUCCION

El Higado, es la estructura glandular mis grande del organig
mo ¥y uno de los centros metabflicos mis importantes del cuerpo, =
considerandose de gran impor?ancia en el mantenimiento de la sa-
lud. Esta glindula es responsable de sran cantidad de procesos -~
bioquimicos, funciones metabflicas, sintéticas, secretoras y ex-
cretoras escenciales para la vida; su reserva funcional es tan ==~
grande, que el 80 # del Srgano puede encontrarse destruido antes-
que se hayan detectado algunas anormalidades. (9,15,16,19)

Entre las funclones normales del higado, se encuentran: la =
secresifa y excresibén de bilie, metaboliemo proteico y de carbohi
dratos, desintoxicacidn, produccidn de fibrinégeno, protrombina y
hepariﬂa, almacenamlento de hierro y vitamina A, regulacién del -
volimen sanguineo y actividad retficulo endotelial. Sus célulag --
contienen multiplicidad de asistemas enzimiticos, que cuande ocu--
rren dafios hepaticos, las membranas celulares pueden hacerss per-
meables o la pared celular romperse, por lo cual se difunden en ~
el interior de la corriente sanguineu. El comportamiento de los -
niveles de la actividad enzimitics en el suerc sangufneo, ha sido
utilizade por numerosos investigadores para detectar dafio hepati-

co. (8,10, 15,16)

Con respecto a las enziuis, se definen como proteinas con pro
pigdadea cataliticas, debido a su poder de actividad especifica;-
son susbatancias muy lébiles, con pH de 7.0 y se combina temporal
mente con la substancia sobre la cual actia (sustrato}, para for-

mar el complejo enzima=-sustrato. Las enzimas se producen intrace=-



lularmente en todas las cblulas vivientes y son liberadas hacia

el plasma y lf{quidos corporales, donde se les mide su actividad -
catalitica; la alteracifn en los niveles circulaantes de la enzima
podria deberse a: alteracién de 1a permeabilidad capllar de la men
brana celular, por reaccidn inflamatoria, degeneracién de lp célue
la, aumento de la actividad celular y necrosls celular. La determi
nacibn de las enzimas séricas, en el diagndstico de las enferneda-
des hepiticas como. gong: necrosisg y colestisis, favorecen en forma-
definitiva, el dlagnbstico de las diferentes alteraciones hepati--
cas y ha demostrado aser un m8todo de gran utilidad en la clinica -~
veterinaria. (2,8,15)

El ciclo de Y-glutamil es propuesto para eJemplificar el . =u
transporte de aminoacidos. La Y-glutamil es transferida del gluta-
tién a un aminoacido o péptido con la produccibn de clasteinglicina
Glutation4 aminoécido-ggzrlglutamil-uminoécido1—cisteinglicina.

La Gammaglutamil Transpeptidasa (GGT), cataliza la transferen
cia del grupo V-glutamil de a un aminodcido a otro o a un péptido.,
Se encuentra en sueroc sanguinec y es escencislmente de origen hepi
tico, especificamente se localiza en microsomas hepdticos. Es uma-
carboxipeptidasa y actia sobre la molécula terminal dsl grupo car-
boxil libre del 4cido glutamico. Este puede ser transformado a una
gran cantidad de receptores incluyendoc péptidos y L-aminodcidos, -
actda casi siempre en la porcibm terminal del sustrato VT-glutamil.
(1,3,5,8,9,11,15,22).

Tres reacciones se le atribuyen a ésta enzima:

a).- Hidrdlisis. .



b).~ Transpeptidacidn tnterna.

c) .= Trauspeptid;cidn externs. Esta (ltima, ea causa de pols
mica en recientes investigaciones. (5,9,15,23).

El mecanismo de su incremento en el suaro sangufneo puede smer
explicado por la induccifn de eu sfntesis o por la alteracién de
la estructura celular. El fancremento de la GGT es mi= seasible en
equinos con dafio hepatico y se considera a ésta como hepatoespeci-
flca. (3,5,9,15,22)

Ocurre elevacién de &sta enzima en la Diabetes, Ictericis obg
tructiva, enfermedades hepatobiliares, Hepatitis virica, Hepatitis
crénice, y con gran sensldilidad, en dafo hapatocelﬁlar agudo y me
tastasis hepaticac por neoplasime; tambidén se eleva en procesos -~
neurolbgicos, desbrdenes cersbrales y terapla con barbitidricos.
(3,8,15,22).

El valor normal en equinos adultos es de 12.3 ~ 4.6 U/L, En -
ganado vacuno y ovino el rango va de 15 a 24 U/L. (9,15).

Respecto al Corynebactertium diphterige, produce uma poderocsa
exatoxina que causa la difteria em el hombre. la toxima es uz poli
péptido termolibil (Peso Molecular 62,000), que pusde ser mortal a
la dbsis de 0.1 mg/kg. La antitoxina se produce en diversos anima-~
1as por inyeccidn rapetida de toxoide purificado y concentrado. (4,
12,13,23,26).

En consecuencia, la prevencifn de algunas enfermedades, inclu
Ye procedimientos deastinados a inactivar a las toxinas. Los anti-~
cuerpos son potentes agentes antitdxicos gque inhiben la toxicidad,

obstaculizando especfficamente el sitio moleculsr responsable de



de los efectos téxicos o desviando metgbbdlicamente a la éoxina, -—
impidiendo asi su acceso al Srgano donde ejerce su aceclbén. (10,l4,
16,20,27,28). La magnitud de cualquier respuesta inmune depende --
principalmente de la dbsis del ant{geno, del nimero de estimulos -
antigénicos, del tiempo después de la inmunizacién, de la frecuen-
cia de la estimulacidén y de la precencla de adyuvantes en el indcu
lo antigénice. (27,23)

La Hepatitis Sérica Equima, me asocia frecuentemente con la -
administracién de antigenos de origen bilolégico, los signos carac-
ter{sticos incluyen ictericia, movimientos nervidsos involuntarios,
excitacibn, caminan en cireculo, presién de la tabeza sobre objetos
duros, estrabismo, temblor muscular, ataxia, bogueo, anorexia, coag
tipacibn y apetito pervertido. La morbilidad es del 18 4 en caba--
1los inoculados y la mortalidad va del 50 al 90 %. La muerte ocurre
entre 12 y 48 horas despubs de presentar los signos. Los hallazgos
a la necropsia son: higado friable, ictericia generalizada en mem-
branas serosas. Las lesiones microacépicas consisten en necrosis -
hepatica ceatrolobulillar, vacuolizacibn 1ipidica y otros cambios-
degenerativos en céldlas hepaticas. (2,12,19)

El Instituto Naclonal de Higiene (I.N.H.), dependiente de 1la
Gerencia General de Bloldglcos y Reactivos de la Secretarin de Sa-
lud, tieme como [inalidad la de producir sueros y vacunas, desting
das a prevenir, tratar y diagnosticar, diversas entidades nosolégl
cas ¥ endémicas. Entre los recursos necesarios para la produccibne-
de éstos, figuran los catmllos, pues reunen las caracteristicas -

como gran alzada, docilidad, capacidad de sintetizar cantidades --



apreciables de anticuerpos y por temer uma rapida velocidad de se~
dimentacidn. Las inmunizaciones constantes a &stos animales, cau--
gan severos dafios orginicos, como 1o son: amlloidosis en bazo, hi-
gado, adrenales y rifiones; prqducidos por el depbsito de complejos
inmunea, con graves concecuencias, que en casos severos causan la
muerte del animal. (4,6,13,23,24,25,27)

La determinaci6n de la Gammaglutamil transpeptidasa es de --
gran utilidad, ya que se puede utilizar como un parametro de una -
lesidn hepatica. Existe escasa informacibn, debido a los pocos es—
tudios que se han realizado referentes a éste tema. Se hara una de
terminacidn antes de que los animales entren a su esquema de inmu-
nizacidn, misma que servird como velor basal a las posteriores de-
terminaciones, que seran a los 25, 45 y 61 d{as. Se espera encon--
trar elevacién de la esziea en la 3a detsrminacibn, y asi poder --

elegirla como prueba de funcibn hepitica.

- OBJETIVOS.

1.2 Verificar si hay alteracifn en los niveles emzimiticos, toman-
do como referencia los valores basales.

2.= Valoracidn de la GGT como un indicador de daflo hepitico en
equinos destinados a la prgduccién de suero hiperinmune anti-
diftérico, antes y después de su esquema de inmunizacién.

}--.La determinacidn de GGT bassl, servira como valor normal de
refarencis, para poder ser usada como prueba de funcibm hepa-

tica, dada la especificidad de la migma.



MATERIAL Y METODOS.

l.- Haterial biolégico.

Se utilizaron 18 equinos del Instituto Nacional de Higiene
(I.X.H.), siendo éstos de razs criolla, con una edad comprendida -
eatre los 10 y 15 afios. Se les asignd una caballeriza de 3 x 3.5
mts. con comederc y bebedero; una alimentacifn de dos veces al dia,
consistiendo en alimento concentrado » avena en grefia,
alfalfa achicalada y agua a libre acceso.

2.~ Método.

Para el analisis y determinacidén de la GGT, se obtuvieron 10
wl. de Bangre de la vena yugular, cin anticoagulante y depositados
en tubos de ensaye; se centrifugd a 2,500 R.P.M. durante 15 minn--
tos. Se pasd el suero a otro tubo, succlonandolo con pipetas YPan-
teur", Se procedio a la determinacifn enzimitica que fue antes de
la inoculacidn y después, a los 25, 45 y 61 dias.

a).- PRUEBA CIKETICA PARA LA GAMMAGLUTAMIL TRANSPEPTIDASA

{DIAGNOSTICA MERCK), MERCKOTEST.
FUNDAMENTO.

La GGT cataliza la transferencia del grupo YW-glutawil ligado-
por ua snlace peptfdice aceptor. En éste prusha se mide el amino-5
-nitro-2 benzoato que se separa del sustrato L-¥-glutamil-3-carboxi
-h=nitro anilida y que absorbe a 405 nm. El grupo ¥-glutamil ge =
transfiers a la glicilglicina. La variacidén de la extincibén por u-
nidad de tiempo es proporcional a 1a velocidad de escicién del sus

trato, y por tanto, a la actividad enzimitica.



APARATOS.
Espectofntbmetro-CARLZEIZZ, modslo PH 2 D L.
MUESTRA .

Suero, la enzima en suerp es estable durante una semana a -

temperatura entre +2 -- +8°C § 415 -~ +25%%.
REACTIVCS.

1.~ Solucibn amortiguadora, 2 frascos de 35 ml.

2.~ Sustrato (liofilizado).
PREPARACION DE LA SOLUCION REACTIVA.

Agregar al contenido de un frasco (2) 2 =l del frasco(l) y
dejar reposar durante dos minutos, acontinuacibn digolver el con-
teaido del frasco agitando lsvemsnte.

CONCENTRACIONES EN LA SOLUCION REACTIVA,

Amortigusdor tris 10C mmol/i PH 8.25.

Glieilglietna 100 mmol/L.

L-T-glutamil-3-carboxi-4=aitroanilida 4 wmol/L.

~ TECNICA.

a).- Microtéenica; pipetear en un frasco (2), suers 0.20 al,
nezclar y después de un minuto leer el aumento de extincidén, cada
winuto, dursnte 3, 4 & 5 minutos. Mediciln a 405 nm:

CALCULO. -

Calcular el valor n.dido.dn las diferencias de extincidn por

minuto ( E/min) y aplicarlo a la gigufente férmula:

Medicibn a 405 mm, actividad enzimitica: E/min x 1158 (U/L).



DETERMINACION ESTADISTICA.

El anialisis estadfatico es necesario para saber si la eleva-
cién de la enzima GOT es mignificativa estadf{sticamente. Se utili
zaron Pruebag de HipStesis con la técnica de Muestras Pareades o
Comparaciones Apareadas, &ste es un método que se emplea frecuen-
temente para averiguar la efectividad de algin tratamieanto o pro-
cedimiento experimental, que usa observaciones relacionadas que =~
e obtienen de muestras no independientes. La hipbtesia que se —--
plantea es si habri evidencia, estadisticamente aignificativa, co
m0 para concluir gue los wvalores de GGT post-inoculacidn, aon --

ralmente mayores a 1los valores basales.
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RESULTADOS.

La informacibén obtenida de las cuatro determinaciones se dan
a comocer en los cuadros 1 y 2. En el cuadro 1 se muestran los re-
sultados, sefialandose la musrte de tres equinos (éstos obviamente
ae excluyen de la determinacifn estadistica), éstos animales murie
ron a causa del sindrome cblico, muy frecuente en ellos. En el cua
dro B, se dan a conocer los promedios, sumatorias y varianza, que
smerviran para la determinacién de Muestras Pareadas.

Las graficas muestran los resultados de las Mueatras Pareadas
y se dan a conocer en 1as gréficas 1, 2 y 3. La grifica 1 indica -
la Muestra Pareada de la la. determinacidn (25 dias) con la deter-
minacién bagal y es aceptada la hipbtesis nula, lo cual es indica-
t%vo de que el aumento de la GGT no es significativo eatadistica--
mente, En la grafica 2, se observa el rechazo de la hipét<sis nuls,
o que indica que el sumenta de GGT, empieza a ser significativo.
En la grafica 3 se wuelve a rechazar la hipétesis nula, siendo ma-
yor la afknificu&cin estadiatica.

La grafica 4 luontrn’colo se comporta la curva de las cuatro

determinaciones.
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DISCUSION,

En la primera determinacibén de GGY, posterior a la basal no =
se obgerva cambic, sin embargo, en la 2a y 3a determinacibn, se em
piezan a elevar los valores de GGT. A partir de la 2a determinae=-
cién se observa significancia estadistica, utilizando para ello, -
Pruebas de HipGtesis; en la 3a determinacidn comparada con la ba=--
sal, la significanciam estadistica es alin mayor. Esto coincide econ
la elevacién de la enzima, mencionada en la literatura y con las -
graficas 3 y 8.

La literatura menciona, que el dafio hepatico en squinos que se
utilizan para la produccibn de antisuveros, inicia entre los 40 y -
60 dias post-inoculacibn, y es precizamente el periodo de tiempo -
en que se realizan las determinacionesc enzimiticas. (3) La obten--
cibén del suerc en algunos equinos empezd o1 dia 61 post-inoculacién
y depende del titulo de anticuerpos que tengan.

Cabe mencionar, que la elevacién de la GGT, no es tan marcada
er comparacibn con el dafic causado por Fgsciola hepitica o por Or-
ganofosforados, donde log valores llegan hasta 2000 U/L que imdi--
tan la gravedad y agudéy del problema. Caso contrarioc en el presen
te trabajo, dondé la slsvacién as msmor, indicande dafio crénico, -
agravandoge paufatinagmente, hasta llegar a las consecuencias antes
sefialadas. (9,15,16)

Loe resultados obtenidoa son de gran utilidad, ya que no hay
valores de GGT en equiros destinados a el fin sefialado. También --
son itiles para la produccidn, ya que de ser pertinente, se podria

modificar el esquema de inmunizacidn para que el dafio sea menor en



12

el animal, teniendo ademds, una vida productiva =is larga.
Se concluye que la GGT, se puede utilizar para diagnosticar -

dafio hepAtico, dada la especificidad y sensibilidad en los equinos.
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GRAFICA 1
RESULTADOS OBTZENIDOS DE LAS MUESTRAS P:READAS, BaSAL (DIA 0)
CON LA la DETERMINACION (25 DIAS PCST-INOCULACION) DE LA EN=-

ZIMA GGT, EN EQUINOS DESTINADOS A LA PRODUCCION DE SUERO HI-
PERINMUNE ANTIDIFTERICO.

Ho:my -y S0
Ha: ma = my >0 €5 calculada

Regla de desicidn; te > tet rechazo Ho t= tabulada

t= 1.761

zoha de aceptacibn zona de
rechazo

Conclusidén.- Se acepta Ho,
Con un 95 ¥ de conflanza, ge concluye que la
elevacién de la enzima GGT, er equinos desti
nados a la produccidn de suero hiperinmuae -
antidiftérico, no es significativo estadisti

camente.
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GRAFICA 2
RESULTADO OBTENIDO DE LA MUESTRA PAREADA, BASAL (DIA .0) CON
LA 2a DETERMINACION (45 DIAS POST-INOCULACION) DE LA ENZIMA

GGT, EN FQUINOS DESTINADCS A LA PRODUCCION DE SUEROC HIPER--
INMUNE ANTIDIFYERICO,.

Ho:me - m £ 0
Has:mg « mt >0 c= calculada

Regla de desicion; te > tex rechazo Ho t= tabulada

e

zona de aceptacibn zona de
rechazo

Conclusibén.- Se rechaza Ho.
Con un 95 % de confianza, se concluye que la
elevacidn de la enzima GGT, en equincs desti
nados a la produccién de suero hiperinmune -
antidiftérico, es significativo estadistica-

mente.
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GRAFICA 3
REShLTADO DE LA MUESTEA PAREADA, BASAL (DIA 0) CON LA 3a

DETERMINACIYN DE GGT, EN EQUINOS DESTINADOS A LA PRO--
DUCCION DE SUERO HIPERINMUNE ANTIDIFTERICO.

HO:H;-:m-‘O

Ha: Mg «m >0 calculada

0
u

o
"

tabulada

Regla de desicién; te > to rachazo Ho

zona de aceptacién zona da
rechazo

Conclusion.- Se rechaza Ho.
Con un 95 ¥ de confianza, &e coancluye que la
elevacitén de la enzima GGT, en equinos desti
nadoe a la produccidn de suero hiperinmune -
antidiftérico, es significativo estadistica-

mente



1%

GRAFICA i

CURVA DE VALORES OBTENIDOS BASALES (DIa U), DE GGT EX
EQUINOS DESTINADOS A LA PRODUCCION DE SUERO HIPERINMU
NE ANTIDIFTERICO.

Valoreg de
86T U/L

20
19
18
17
16
15
1y
13
12
1

e
[=]

/\

W E U

33 41 42 44 b5 48 52 57 59 60 61 67 68 69 74 77 78 80
Nimers de squino

ESTA TESIS MO DfBE
SALR DE LA BIBLIOVEGA
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GRAFICA 5

VALORES OBTENIDOS EN LA la DETERMINACION DE GGT EL DIA 25
POST-INOCULACION, EN EQUINCS DESTINADOS A LA PRODUCCION -
DE SUERO HIPERINMUNE ANTIDIFTERICO.

Valor de
GGT U/L

20
19
18
1?7
16
15
i
13
12
11

H
o

MW E WY O
r
N\
—

) 33 41 42 k4 45 48 52 57 59 60 61 67 68 69 74 77 78 80
Nimero de equino
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GRAFICA &

VALORES OBTENIDOS EN LA 2a DETERMINACION DE GGT EL DIA 45
POST-INOCULACION, EN EQUINOS DESTINADOS A LA PRODUCCION -

Valor de
GGT U/L

e T R N W R U
O F MW F WO me O

H MW E W 0NN DO

DE SUERO HIPERINMUKNE ANTIDIFTERICO.

33 41 &2 B4 45 48 52 57 59 60 61 67 68 69 74 77 78 80

Nimero de equino
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GRAFICA 7

VALORES OBTERIDOS EN LA 3a DETERMINACION DE GGT EL DIA 61
POST-INOCULACION, EN EQUINOS DESTINADOS A LA PRODUCCION -
DE SUERO HIPERINMUNE ANTIDIFTERICO.

Valor de
GGT U/L

T S R T o I e
O H MW £ W1 Ov g 0w O

[ VR C I T A TS e Ve )

33 41 42 44 45 48 52 57 59 60 61 67 68 69 74 77 78 80
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GRAFICA 8

VALORES DE GGT DETERMINADOS EL DIA CERO (PREINOCULACION),
A LOS 25, 45 Y 61 DIAS POST-INOCULACION, EN EQUINOS DES-
TINADOS A LA PRODUCCION DE SUERC HIPERINMUNE ANTIDIFTERICO.

Valores de
GGT U/L

20] DIA 61 e
19 DIA 45 - ——

18
171
161
15
141

DIa 25 —_— =

=
o+~ M \N

H oW F o @0

33 41 42 4 45 48 52 57 59 60 61 67 68 69 74 77 78 80

Nimero de equino
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CUADRO 1

RESULTADO DE LA DETERMINACION DE GGT ANTES DE LA INOCULA-
CION, Y A LOS 25, 45 Y 61 DIAS POSTINOCULACION; EN EQUI
NOS DESTINADCS A La PRODUCCION DE SUERO HIPER-
INMUNE ANTIDIFTERICO.

NUMERQ DE BASAL DIA 25 DIA 45 DIA 61
EQUINQ DIA O

33 5 7.2 7 8

41 6 7.5 7.5 7.5

he 2 5.5 5.5 5.5
4 b 5 7 é
45 8 ) 11 16
48 7 ? 16 12
52 5 b 7.3 17
57 17 7 11.3 10
59 L X X X
60 13 10.1 9.5 14
€1 8 6.2 9.5 9
67 - 4 2 5.5 10
68 b 3.2 9 13
69 5 b 7.2 X
74 8 9 7.5 8
77 6 6.1, X X
78 L 5 8 12
. 80 4 4 5.5 7

X = muerte
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CUADRO 2

RESULTADOS DE. LA DETERMINACION DE GGT ANTES DE LA INOCULA-
CION Y A LOS 25, 45 Y 61 DIAS POSTINOCULACION, EN EQUINOS
DESTINADOS A LA PRODUCCION DE SUERO HIPERINMUNE ANTIDIFTE-
RICO; SE ANOTA LA SUMATORIA, PROMEDIO y VARIANZA.

NUMERO DE basal DIA 25 DIA 45 DIA 61
EQUIKO DIA O

33 5 ? 7 8

41 6 75 7.7 7.5

L2 2 5.5 5.5 5.5
Ll b 5 ? 6
45 8 3 11 16
L8 7 7 16 12
- 52 2 L 7 17
57 7 ? 11 10
60 13 10 10 TN
61 8 6 10 9
67 b 2 5.5 10
68 4 b 9 13
74 8 9 8 8
78 4 5 8 12
80 4 5.5 7
=89 Es 88 ¥:128 ¥:=155

®= 5,93 ¥& 5.86 &= 8.53 X 10.33
S§%7.20 8% 4.65 S= 7.76 S:i2.62
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