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LAS REACCIONES DE TRANSAMINACION han sido descritas desde hace al-
gunos afos en diversos tejidos, de plantas, animales y humanos, y
su trascendencia metabolica celular es bastante clara y manifiesta. Sin
embargo, el significado de la aparicién de estas actividades a niveles su-
periores de lo normal en diversos cuadros patoldgicos humanos es atn
motivo de estudio.

Serfa quizd deseable que las transaminasas de higado que pueden
liberarse al suero fuesen distinguibles de otras, por ejemplo: las de
corazén, lo que permitiria un diagnoéstico adecuado del oOrgano afecta-
do. Pero la realidad atin no permite predecir que esto sera totalmente
posible.

Por los resultados de este trabajo, otros de este laboratorio!, y ha-
llazgos de diversos investigadores, como Boyd? las transaminasas® se
encuentran localizadas dentro de la célula en dos sitios diferentes, uno,
intramitocondrial y ¢l otro citoplasmatico, fuera de las particulas. Es-
ta evidencia hace pensar que podria haber modificacicnes estructurales
de cstas diversas amino transferasas que las haria comportarse de modo
diferente permitiendo, con métodos comunes relativamente simples, de-
terminar las diversas proteinas activas y compararlas con las de otros
brganos.

Con lo expuesto se planeé un estudio comparativo de las entida-
des enzimaticas presentes en extractos de corazén e higado humanos
responsables de la accién amino transferante del L-aspartico al 4cido
alfa-oxoglutarico, denominada comidnmente transaminasa glutdmico-as-
partico ¢ glutimico oxalacético.

* En lo que resta s denominardn a las transaminasas del modo genérico aceptado
recientemente3 es decir: amino transferasas.
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La diferenciacién protéica se llevd a cabo adecuadamente con mé-
todos inmunolédgicos siendo usada entonces de manera preferencial en
esta investigacion. De acuerdo con este criterio las enzimas humanas
originarias del corazon pueden diferenciarse serologicamente de las co-
rrespondientes de higado, o de otros érganos.

Se comprobd como cn otros casos* la sensibilidad de éstas enzimas
a la accién de los anticuerpos especificos, logrando disefiar experimen-
tos que demuestran que la actividad tanto de las isoenzimas®® de cora-
zon como de higado son totalmente neutralizadas “in vitro”.

MATERIAL, Y METODOS.

Preparaciones de extractos con actividad enzimdtica

Los 6rganos humanos obtenidos de autopsias recientes se¢ homo-
geneizaron en tres volimenes de agua destilada fria en la licuadora “om-
ni mixer”, durante cinco minutos por periodos alternos de un minuto,
Il tejido molido se filtré a través de cuatro capas de gasa para desha-
cerse del residuo fibroso adicionando inmediatamente con la solucion
descrita por Jenkins® para proteger la enzima en el paso subsiguiente:
Por cada 100 gr. de tejido fresco se afiadieron 6.5 ml de solucién buffer
de dcido maleico 0.05 M en amortiguador de verseno (etilendinitrilo
tetracetato) 0.005 M a pH 6, y 2.2 ml de 4cido alfa-oxoglutarico 0.04
M. La mezcla es agitada v el recipiente sumergido en un bafio maria a
60° C. durante 20 minutos, seguido de centrifugacion refrigerada a
4° C. a 2,200 r.p.m. durante una hora.

La mayor parte de la enzima estd en el sobrenadante de color ama-
rillento, el cual es dializado en frio y lioflizado. El material sélido re-
sultante es un polvo fino, higroscopico y muy soluble que conserva la
actividad si es almacenado en un desecador en frio.

Electroforesis en gel de almidén

Para la separacién electroforética de los componentes protéicos, se
usaron los método de Smithies’. E]l amortiguador descrito fue substi-
tuido por el “discontinuo” de tris (hidroximetilamino-metano) 9.2 gr,
acido citrico 1.05 gr. para el gel, v acido bérico 18.5 gr. e hidréxido

* Se denominan “iscenzimas” en este trabajo a las especies protéicas moleculares
con una misma actividad catalit’‘ca pero diferente comportamiento clectrofo-¢-
tico en el gel de almiddén. Algunas también son diferenciables serolégicamente.
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de sodio 2.5 .gr. para las cubas® disueltos cada uno en un litro de agua
destilada a pH 8.3 El almidén en polve fue obtenido. de los labora-
torios Cennaught de la Uiversidad de Toronto, Canada.

Algunas de las placas desarrolladas fueron rebanadas a lo largo y
sumergidas en colorante de Negro amido en solucién saturada de me-
tanol 50 partes, agua 50 partes v acido acctico 10 partes”.

La distribucién de las isoenzimas de é€stos y otros tejidos de dife-
rentes animales ha sido motivo de un estudio en este laboratorio aun
no publicado!, pero que ha permitido simplificar el procedimiecnto de
elucién de las enzimas de las fracciones del gel de tal manera que uni-
camente se cfectian tres cortes perpendiculares a la direcciéon de mi-
gracién, (como estd indicado en la misma Fig. N° 1). Separando una
zona mAas positiva (isoenzima I 6 alfa), una segunda zona, detras dc la
primera (II 6 beta) y una dltima (la isoenzima III ¢ gamma), en la
zona anidnica del gel.

Como la pureza desde el punto de vista inmunolédgico de esta al-
tima fraccién III fue satisfactoria, la mayoria de las experiencias cuan-
titativas posteriores de este trabajo se han efectuado usando esta iso-
enzima.

En el mismo trabajo! se analizd el problema de la elucién cuanti-
tativa de las actividades enzimdticas del gel de almidén concluyendose
que el fraccionamiento observado corresponde muy probablemente a
diferente indice de migracién electroforética de las distintas isoenzi-
mas de amino transferasa y no son artificios (agregamientos o desdo-
blamientos debido al procedimiento usado. Estos hallazgos por otra
parte, estdn confirmados tanto por el trabajo inicial de Fleisher?, como
con el mas reciente de Boyd'® usando un procedimiento electroforético
en almidén semejante al empleado en este trabajo.

Inmunizaciones de conejos 'y preparacién de las globulinas gamma.

Se escogieron seis conejos adultos hembras los cuales fueron inyec-
tados, con las enzimas de higado humano a concentraciones de 1 mg.
de la preparacién disuelta en salina flSlO]Oglca por via intracorneal e
intracorneal ¢ intradérmical?,

Dos semanas mds tarde el sangrado demostré contener pocos anti-
cuerpos, y los animales fueron reinyectados con 5 mgs de la prepara-
cién incorporados en adyuvantes completos segun Freund*®. Al cabo de
otras dos semanas volvieron a myectarse por via intravenosa lentamen-
te con el antigeno soluble sin adyuvantes. Recientemente, tres meses
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después de las series consignadas arriba se han vuelto a inyectar intrave-
nosamente pero usando esta vez tunicamente la isoenzima III de la
preparaciéon de higado humano. La sangre fue colectada a los tres dias
de la ultima inyeccién obteni¢ndose anticuerpos con buen poder pre-
crpitante e inhibidor.

Los sueros anti-amino-transferasa de corazén humano fueron colec-
tados de otros seis conejos inyectados con la preparacion de corazén hu-
mano precipitada en solucién salina con 3 mg/ml de sulfato de alumi-
nio de pH 6.7 con hidréxido de sodio'®. Se aplicaron inyecciones de
1 ml de este preparado por via intravenosa en la vena marginal de la
oreja cada tercer dia durante cuatro semanas. Después de un lapso de
descanso éstos animales han sido reinmunizados con la preparacién so-
luble de corazén humano eluida de la zona III gamma de los bloques
de la electroforesis.

Las inhibiciones serolégicas simples descritas aqui se llevaron a
cabo con soluciones de las globulinas gamma del suero de los animales
inyectado; con amino transferasas, que fueron aisladas por precipita-
cién con sulfato de sodio, segin procedimiento descrito por Kabat y
Mayer'3, La concentracién de proteinas inhibidoras se determin6 por
la lectura de la absorciéon de las soluciones a 280 mu en ¢l espectrofo-
témetro Beckman D. U. Estos valores fueron transformados a nitrége-
no protéico por medio de una curva de calibracién de las mismas pro-
teinas cuanteadas con ¢l reactivo de Nessler segin Lanni'4,

Medicién de las actividades enzimdticas y de la inhibicién serolégica

Para las mediciones de actividad enzimdtica de transaminacién as-
partico-glutdmico se utilizé el método general de Cohen y Cammara-
ta'® modificado segin Kun y col.'®. Teniendo en cuenta las recientes
consideraciones de Boyd? en conexién con estos métodos se ha modi-
ficado ligeramente: el tetraborato de potasio ha sido substituido por la
sal de sodio, usando una concentracién final de 100 uM. Esta sal tie-
ne un papel importante ya que estabiliza, ya sea la forma endlica del
oxalacético formado o una mezcla estable de las formas ceténica y ené-
lica del 4acido que presenta un coeficiente de absorcién intenso'?.

Si la concentracién de tetraborato es disminuida se favorece la apa-
ricion de una forma compleja inestable con la inseguridad de cuanteo
consiguiente. Por otra parte, el exceso hasta 400 micromolas de tetra-
borato no da aparentemente lecturas mas estables, ni aumenta sensible-
mente el coeficiente de absorcidn.,
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Las concentraciones finales en la celda de silice del aparato (3 ml)
son las siguientes:

. Concentracion
acido alfa-oxoglutarico _ 30 micromolas.
dcido L-aspartico 300 i
tetraborato de sodio 100 ’
sulfato de magnesio 1 ”

Tris (hidroximetilamino-metano) V.2 Molar
Fosfato de Piridoxal 20 microgramos.

pH 8.4

Los componentes, con excepcidon de cofactor que se afiade aparte,
son pesados y disueltos, y se conservan en pequeiias botellas en el con-
gelador a menos de 259 C. Para efectuar el enayo se miden cuidadosa-
mente 2 ml de la mezcla completa, que finalmente llevaran un volu-
men de tres mililitros, siendo completados con la diluciéon apropiada
de la enzima en las muestras experimentales o con agua destilada en
el testigo.

Inmediatamente, una vez mezclado el substrato con la enzima, se
agita suavemente en el tubo varias veces, y se determina el incremento
de la densidad 6ptica a 290 mu a temperatura ambiente 23° C. durante
ocho minutos'®, 17. Las diferencias de D. O. se grafican en papel mi-
limétrico contra tiempo. De esta grafica que generalmente es lineal has-
tz cerca de 20 minutos, se obtiene la velocidad inicial. Las unidades
(U) de actividad se definieron como el cambio de densidad éptica a
290 mu igual a 0.001/minuto y corresponden a la absorcién de 0.0011
micromolas de 4cido oxalacético. De acuerdo con la reciente definicién
de la Asociacion Internacional de Bioquimica® éstas unidades corres-
ponden exactamente a mU (milésimas de unidad), ya que una unidad
es igual a una micromola del producto por minuto. De aqui en adelan-
te se usard uU para la explicacion de resultados.

Medicion de la inhibicion enzimdtica por anticuerpos

Se prepararon diluciones adecuadas de la enzima del orden de 20
a 30 mU de actividad pipeteadas en alicuotas de 0.3 a 0.5 ml. en tubos
de vidrio “Pyrex” de 120 por mm. previamente lavados con mezcla crd-
mica. A continuacién se pipeteo cl cofactor (fosfato de piridoxal) en la
cantidad descrita de 20 microgramos que parece ser suficiente para ase-
gurar un exceso en todas las condicione: de actividad y por dltimo se
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afiadieron las globulinas gamma de sueros de conejos inmunizados en vo-
limenes de 0.1 a 0.2 ml. Aunque se obtienen inhibiciones adecuadas
usando el suero entero, €l sistema se simplifica bastante al usar prefe-
rentemente la fraccion de globulinas gamma; ya que disminuye la ab-
sorcion e.puria de proteinas inespecificas en la regiéon de los 290 mu.

La mezcla de enzima e inhibidor es agitada cuidadosamente y los
tubos se preincuban a temperatura ambiente durante dos horas. En
sistemas inhibidores similares de sueros de aves se determind que este
tiempo era suficiente para obtener el maximo de neutralizacién enzi-
matica*. Al finalizar este tiempo se centrifugan los tubos por cuarenta
minutos a 3,200 f.p.m. en frio, obteni¢éndose los sobrenadante y mi-
diendo la actividad residual, agregando 2 ml. del substrato completo. En
tubos preparados con substrato y enzima se hacen. medidas paralelas
substituyendo las globulinas gamma por solucién salina. Tanto las glo-
bulinas gainma como el suero de animales normales resultan inactivos
al ser ensayados de esta manera.

Precipitacion de los antigenos tisulares en cajas de difusién de Ouch-
terlony!s.

Para esta prueba se usaron cajas de Petri de 5 cm. de didmetro,
llenandolas con una solucién caliente de agar (Bacto, Difco) al 1.5%
en salina isoténica con merthiolate (Lilly) al 1:10,000 como preserva-
dor. Los depdsitos circulares para las soluciones de antigenos y anticuer-
pos sc hicieron con el instrumento horadador de tapones, llenando los
pequefios recipientes cilindricos con las soluciones por medio de una
pipeta Pa teur. Al cabo de cuatro a ocho dias de difusion a tempe-
ratura ambiente (no sc almacenaron en cdmara humeda) las precipi-
taciones eran completas. Para obtener la informacién se hicieron es-
quemas dibujando las bandas de precipitacion de las placas; se toma-
ron fotografias por contacto directo con papel sensible, se lavaron, se-
caron y tifieron !'* conservandose entonces toda la placa original de
agar con las precipitaciones formadas.

Precipitacién cuantitativa:

Aunque la evaluaciéon mas adecuada de una neutralizaciéon enzima-
tica por anticuerpos requiere necesariamente, como todos los sistemas
inmunoldgicos en general, de una medida de la precipitacién cuanti-
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tativa 20, este tipo de andlisis no se habia efectuado en el caso de las
aminotransferasas por la carencia de antigenos puros.

Contando ya ahora con antigenos enzimaticos, separados de la
seccién III del gel que se comportan como proteinas purificadas, se lle-
varon a efecto neutralizaciones cuantitativas. La de este trabajo Fig.
3 corresponde a la isoenzima III de corazén humano. La correspondien-
te de higado no ha sido purificada rutinariamente de un pequefio con-
taminante, pero se puede lograr si se sujeta a cromatografia de celulosa
intercambiadora como sc verd mas adelante.

En el métodc de precipitacién se efectdan diluciones crecientes
del antigeno en diferentes tubos de ensayo, que son mezclados con un
volumen apropiado de antisuero en cada caso. Por las caracteristicas de
solubilidad de los complejos antigeno-anticuerpos formados, es mejor de-
terminar las proporciones éptimas de combinacién, ensayando pequefias
dosis de antigeno hasta llegar al maximo (la concentracién de antigeno
que precipite todo cl anticuerpo de la solucion) para finalmente deter-
minar la region del exceso de antigeno, donde se solubiliza parte del pre-
cipitado 2.

El desarrollo de la precipitacién cuantitativa de la manera clsica
descrita, tiene ventajas cuando el antigeno es una proteina simple. En
este trabajo el antigeno es una enzima que tigne una funcion catalitica
especifica detectable y que sirve de indice de la neutralizacion serolégi-
ca, conviniendo mejor efectuar la prueba cuantitativa invirtiendo los
parametros, esto es: diluir en una serie de tubos la soluciéon de anticuer-
pos ensayandola con concentraciones fijas de antigeno (enzima). Esto,
presenta ventajas indudables ya que, agregado a una serie completa de
tubos la mizma actividad enzimdtica, que puede incluso ser considera-
ble, facilmente se detecta, si la hay, la neutralizacién de toda o parte
de la actividad, atn en los casos donde la concentracién del anticuerpo
es moderada. Las ventajas de esta variante en el ca o de las antienzimas
ha sido analizado convenientemente por Cinader 2, y Schlamowitz, por
ejemplo: la usa en sus estudios de la neutralizaciéon de las fosfatasas 22
habiendo efectuado recientemente comparaciones de anticuerpos preci-
pitados de las dos maneras y llegando a la conclusién que los datos son
equivalentes.
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Cromatografia en colummna de celulosa modificada. (Dietilaminoetil ce-
lulosa DEAE Eastman).

Dcbido a la persistencia de un contaminante inactivo en la frac-
cion isoenzima III de higado humano, definida con claridad en las pla-
cas de difusion con suero anti-transaminasa de higado, se preparé una
columna cromatografica con cuatro gramos de DEAE que fue desarro-
ilada de acuerdo con las instrucciones de Sober y Peterson 23. La elu-
cion se llevé a cabo en alicuotas de cinco mililitros por tubo, colectadas
manualmente de la columna refrigerada a 4°C. con un bafio de agua
helada. Se aplicd presion moderada de un tanque de nitrégeno para fa-
vorecer la elucién ripida. La Fig. 2 corresponde al espectro de la elu-
cién de esta mezcla, midiendo la salida de proteinas por la lectura del
contenido de los tubos a 280 mu. Las concentraciones de los amortigua-
dores y el pH estin indicados en la misma Fig. 2.

REsuLTADOS

Se presentan en la Tabla 1 los resultados de las purificaciones en-
zimdticas de las dos preparaciones empleadas. Debido al gran tamarfio
de un higado humano y la dificultad consiguiente de manipulacién, se
us6 solamente una porcién de 440 gr. (Peso humedo). El primer paso,
de homogeneizacion en frio, se hizo ripidamente, siendo el producto -~ rz-
clado con la solucién protectora para el segundo paso de purificacion
por calentamiento, se ha podido observar que no sélo ofrece proteccion
sino hasta un ligero efecto activador debido quizd a la destruccion de in-
hibidores. -

En el caso de la amino transferasas de higado humano los resulta-
dos indican con este paso una purificaciéon de 3 a 4 X, en el primer so-
brenadante del material calentado. En la amino transferasa de corazdn
humano este valor fue de 80 mU/mg. también del orden de 3 X. Aun-
que éstos valores no son altos, el procedimiento da un producto estable
muy diferente del homogeneizado inicial el cual no puede conservarse ac-
tivo en solucion por mucho tiempo. El rendimiento en el caso de la en-
zima de corazon solamente llegd a ser de una tercera parte del valor
inicial, ya que no se trabajé la fraccion 2. En el caso de la enzima he-
patica se recuperd la totalidad de la actividad.

Se utilizé como tercer paso rutinario el método de electrofsresis en
gel de almidén. Las razones de seleccionar este procedimiento, sobre otros



Tasra 1

PURIFICACION DE LAS DOS PREPARACIONES DE TEJIDO DE HIGADO
Y CORAZON HUMANO CON ACTIVIDAD AMINO TRANSFERASA.

A.T.H.H. A.T.C.H.
{1.- Peso himedo del tejido 440 230
en gramos:
Volimen del homogeneizado
en mililitros: 1,760 630
Actividad total en unidades: 3,270, 300 1,682,575
Actividad especifica
homogeneizado U/mg: 35 33
2. - Calentamiento y centrifugacidn:
Sobrenadante liofilizado
Peso seco en gramos:
Fraccion 1. - 23 10.4
Fraccion 2. - 3.16 o
Actividad total: ‘
Fraccion 1. - ‘3,220,000 567,000
Fraccion 2. - 234,210
Actividad especifica U/mg.
Fraccion 1. - 140 80
Fraccion 2. - T4
3. - Electroforésis en gel de almi-
don y separacion de porciones -
activas:
Actividad especifica U/mg.
Isoenzimas: [ 1,616 816
I 276 500
nl 224 94

ATHH. — Amino transferasa higado humano.

ATCH. — Amino transferasa corazén humano.

U= mU como estin descritas en el texto,
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propuestos y usados por diversos autores!® son las siguientes: Desde la
descripciéon del método original de electroféresis en gel de almidén? se
hizo evidente, que estos medios de soporte permitian discriminar efec-
tivamente mezclas proteicas complejas. Aunque ya era conocido, por
analisis electroforético en papel, que los extractos de tejidos similares con-
tenian al menos dos componentes de transaminacién, uno catédico y el
ctro anddico ?, no se podia saber a “priori” si los mismos u otros nuevos
compuestos se harian evidentes en el gel. Los experimentos iniciales
mostraron que la actividad estaba distribuida ampliamente a lo largo del
gel. Después de numerosos experimentos se ha concluido que existen
por lo menos tres tipos de amino transferasas aspartico-alfa-oxoglutarico
(T.G.0.) tanto en el tejido hepatico como en el de origen cardiaco, lo
que ha sido confirmado recientemente por otros autores !°. Los resulta-
dos del examen de otros tejidos animales mostraron una composicién
distinta, motivo de un trabajo de este laboratorio 2.

En la misma Tabla se exponen los datos experimentales de activi-
dades especificas de las soluciones eluidas de los bloques de almidén. En
los dos casos las isoenzimas I corresponden a la porciéon del gel mas
cercana al dnodo Fig. No. 1. Al teiiir el gel, se observa que esa region
presenta varias zonas que corresponden a contaminaciones de migracion
clectroforética semejantes, sobrepuestas a la isoenzima I.

En la regiéon 11 todavia se observan varias proteinas de movilidad
intermedia del mismo caracter de las anteriores. La zona gamma caté-
dica, por el contrario, ya no presenta proteinas contaminantes visibles por
ja tincién.

En la mayoria de los casos la actividad enzimatica medida inme-
diatamente de eluido el gel fue considerable, sin embargo, debido a la
falta de otras proteinas en los eluidos de la zona gamma III, esta isoen-
zima fuera del gel demostréd ser inestable. Por el contrario, la fraccion
I y la II conservan su actividad en solucién salina (Na CI 0.9%) por
un tiempo largo. Por esta circunstancia, las actividades especificas ano-
tadas en la Tabla 1, no reflejan el hecho de que la fracciéon IIT corres-
ponde a la isoenzima de mayor pureza. En la actualidad se hacen ex-
perimentos concernientes a desarrollar un procedimiento que permita
estabilizar a estas “isoenzimas” durante su purificacion a partir del ex-
tracto crudo inicial.

Las cifras de actividad especifica para la amino transferasa de hi-
ado humano I, IT y III, son de 1,616, 276 v 224 respectivamente dando
un factor de purificacién en relacién con el homogeneizado inicial, de
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Ficura 1

Electroforesis en Gel de Almidén de las dos preparaciones usadas de A. T. H. H. y A T
C. H. Las Isoenzimas usadas correspenden al material activo eluido de las regiones mar-
cadas 1 Alfa, II Beta y III Gamma.

ENZIMATICA

ACTIVIDAD
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46 X, 9 X y de 8 X respectivamente. Para la isoenzima I de aminotrans-
ferasa de corazon humano, es de 25 X, para la II de 15 X y para la 111
dc 3 X. Unicamente las isoenzimas de I y posiblemente en II, por lo
cxpuesto antes, reflejan la situacién real, v solamente nuevos experimen-
tos ya planeados permitirdn aclarar si la desnaturalizacién es la respon-
sable de los bajos valores obtenidos con la enzima catddica III, en am-
bos tejidos.

Resultados del andlisis antigénico

Las proteinas eluidas de los bloques de electroféresis fueron ensa-
yadas en las cajas de difusiéon tanto contra sueros anti-corazén como
con sueros anti-higado. Las bandas de precipitacién de las reacciones an-
tigeno-anticuerpo son visibles en las fotografias de las pdginas siguientes.
Los resultados de este tipo de analisis estin computados en la Tabla No.
2. Los antigenos presentes se han dividido de acuerdo a la zona del
bloque de almidén donde fueron eluidos, tomandose la presencia de una
banda clara de precipitacién como correspondiente a un sélo antigeno,
como se explica al pie de la Tabla.

Se us6é una clave para distinguir cada antigeno: la fraccion 1T (alfa)
de higado tiene tres antigenos diferentes, el lhc, el Zhe y el 3hE. El The
corresponde a un antigeno rapido, posiblemente albimina, presente siem-
pre en estos extractos y en los correspondientes de corazén humano. Ce-
mo es sabido, estas proteinas no tienen actividad demostrable de amino
transferasa. En seguida aparece un segundo antigeno, el Zhc, también
presente en la porcién Iy en la II de corazén. No se puede decir si la
actividad presente en ¢stas soluciones es debida a este componente, pero
ctras consideraciones que se hacen mas adelante no favorecen esta idea.
Iiste antigena corresponde a proteinas de movilidad semejante a las trans-
ferrinas de los sueros humanos?*. En el mismo eluido I, por dltimo,
se demuestra un antigeno hepatico propio que no se encuentra en co-
raz6n y que tiene actividad enzimatica, el 3hE; su distribucién en el gel
de almidén es amplia, ya que aparece consistentemente en la regién 11
(beta) con las mismas caracteristicas que en la I.

Las soluciones eluidas de la parte catédica de geles con extracto he-
patico presentan dos bandas antigénicas; la primera, lh, corresponde a
un antigeno propic del higado, ausente en corazén vy sin actividad enzi-
matica y el otro, 4hE, propio también de higado, corresponde a la iso-

enzima I gamma y distinto de los antigenos 3hE de las zonas an-
teriores.



Tasra 2

COMPOSICION ANTIGENICA DE LOS EXTRACTOS HEPATICO Y CARDIACO HUMANOS OBTENIDA POR DI-

ggliION EN PLACAS DI AGAR (OUTCHERLONY) CON SUEROS DE CONEJO ANTI-HIGADO Y ANTI-CORA-

EXTRACTO CARDIACO EXTRACTO HEPATICO
Region cluida de los bloques de electroforesis Region eluida de los bloques de  clectroforesis
Fig. 1 Fig. 1
I II I I 11 I
ALFA BETA GA MMA ALFA BETA GAMMA
(Pre-Alb,Alb, Tf) (Hp,o¢2) (¥ glob.) (Pre-Alb,Alb, Tf) (Hp,o%2) (¥ glob.)
lhe the -- lhc lhc --
- - - - - —— Ih
2hc 2he - 2hc 2he --
- - - - 3hE 3hE -
3cE (?) - . - -
- - 4CE ‘—— - 4hE
h. — Antigeno ”pr-éscnte en  higado. E. — Antigeno con actividad de amino transferasa.
C. — Antigeno presente en corazén. Prealb., Alb., Tf, Hp., 2 y glob., corresponden a los compon
he. — Antigeno presente cn ambos tejidos. entes presentes en esa regién del gel cuando se desarrolla suero
1, 2, 3 y 4. — Difusibilidad relativa del antigeno. normal humano. (7).

I="Albumina, el mis ripido de la mezcla. (?) Se sospccha la presencia de la enzima en cste sitio.
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La mezcla de los antigenos hepdticos en la zona III (gamma) fue
fraccionada en la columna de celulosa DEAE con el resultado de la
Fig. No. 2. Se aprecia que la isoenzima 4hE, aparece concentrada en
el pico inicial; dando solamente una banda por difusién en gel. El, o los
contaminantes sin actividad, han aparecido tanto en los pequefios picos
que se ven en el diagrama como en la porcidn desnaturalizada obtenida
con Na OH 0.1 N y algunos de ellos corresponden al antigeno Ih de-
mostrado por difusién en agar en la zona III gamma.

La zona de las isoenzimas I de corazon presenta tres antigenos, dos
de ellos descritos arriba en el extracto hepdtico similar y el 3cE con
actividad propia del 6rgano. La zona II tiene las dos impurezas ya men-
cionadas pero, habiendo encontrado actividad enzimatica en los eluidos
dc esta region, debe suponerse la existencia de la enzima, que no ha sido
puesta atn en evidencia por los antisueros hasta ahora empleados.

Por ultimo, la region III negativa produce una sola banda de pre-
cipitacidn, correspondiente a la isoenzima de transaminacioné III y de-
bido a su pureza se pensé oportuno ensayarla en una precipitacion cuan-
‘titativa con el correspondiente suero de conejo anti-corazén con los re-
sultados que se encuentran en la figura nimero 3. Las mezclas, aforadas
a 6 ml, fueron guardadas en el refrigerador por diez dias, para obtener
¢l miximo posible de precipitado, al terminar este tiempo, se lavaron
con 2.5 ml. de solucién salina helada por dos veces, usandose el so-
brenadante para medir la actividad residual. Se llevaron a cabo analisis
simultineos con tubos conteniendo unicamente enzima diluida con sa-
lina en unos casos v tubos con suero convenientemente diluidos como
controles, en otros.

El examen de la grifica de la Fig. No. 3 indica que la combinacién
de 10 mU con 2 ml. del antisuero produce una inhibicién cercana al
909% con el maximo de precipitado de 75 microgramos de nitrogeno;
cuando a la misma cantidad de enzima, se agregan 3 ml. del suero, el
precipitado formado aumenta poco, pero la inhibicién llega a ser to-
tal. El andlisis de los sobrenadantes correspondientes indican de mane-
ra general que la zona de equivalencia (aproximadamente 1 ml.) esta
ligeramente desplazada. No podemos sospechar la existencia de otro sis-
tema antigeno-anticuerpo diferente ya que la fraccién de corazén 111
gamma, como sc¢ indico antes, da consistentemente en placas de difu-
sion una sola banda de precipitado, descartando casi totalmente la po-
sibilidad de contaminacién.

En la regiéon de equivalencia debemos suponer que la totalidad de
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la enzima III ha sido precipitada por el anticuerpo y aunque es de in-
terés fundamental demostrar que en el precipitado formado se encucn-
tra la actividad soluble desaparecida, hasta ahora no se ha hecho e.te
experimento, pero existen indicios de que la unidén antigeno-anticuerpo
es bastante firme con posible oclusién del sitio activo de la enzima.

La forma de la curva de precipitacién en esta prueba corresponde
a las obtenidas con otros antigeno-anticuerpos mds comunes.

IEn el experimento antcrior se usaron como fuente de anticuerpos
sueros frescos de conejos inmunes anti-corazén que presentan un pe-
quefio nivel propio de actividad amino-transferasa. El valor de esta acti-
vidad se dedujo de las correspondientes actividades de los tubos con las
mezclas experimentales usadas.

Esta prueba, en resumen, viene a confirmar los datos cualitativos
obtenidos previamente con otros sistemas * y los resultados actuales, tan
to en la precipitacién en placas de difusiéon, como en las inhibiciones
simples.

Resultados de las inhibiciones cruzadas:

Una vez determinado el nimero y la sensibilidad de los diferentes
antigenos presentes en los dos extractos de tejidos se procedidé a estudiar
su comportamiento en la inhibiciéon cruzada. Las seis fracciones enzima-
ticas de los bloques de almidon, tres correspondientes a las isoenzimas
I, IT y 11T de corazén y las tres similares de higado, fueron diluidas con-
venientemente con salina de tal manera de tener en un volumen de un
ml. un valor aproximado de 7 mU=2. Cada solucién de isoenzima fue
mezclada con dos alicuotas de globulina gamma inmune, en tubos se-
parados: 0.1 ml. en uno y 0.2 ml. en el otro y la observacién de la inhi-
bicién fue hecha como quedé descrita en la metodologia.

Los resultados de la Tabla 3 indican que el poder neutralizante del
suero anti-hepatico es ligeramente mayor que el anti-corazén, estando las
soluciones de ambas globulinas gamma ajustadas a la misma concentra-
cion proteica de 26.25 mg./ml., esto es explicable por una mayor con-
centracion de todos los anticuerpos en los sueros anti-higado en compa-
racion con los anti-corazén. La isoenzima I de corazén es neutrali-
zada 509 y 84% con las dos porciones de su propio antisuero, pero lo
es mejor con €l suero anti-higado, ya que 0.1 ml. de este suero equivale
en poder inhibidor aproximadamente a 0.2 ml. del suero anti-corazdn.

Por el contrario, con el suero anti-corazén que en volimenes de
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0.1 ml. solamente inhibe el 159 de la actividad hepatica de 1, se logran
neutralizaciones totales al duplicar el volumen a 0.2 ml.

Estas ocho pruebas, siete de las cuales son muy similares, permiten
concluir, que la isoenzima I de higado es muy semejante a la I de co-
razén e integrando este resultado con los analisis antigénicos de la Ta-
bla No. 2 vemos que cl antigeno 3hE presente en amino transferasa de
higado humano I, debe ser igual, o muy parecido al 3cE de amino trans-
ferasa de corazén humano I. El resultado final es la probable existencia
de un solo antigeno comun para ambos tejidos: el antigeno hibndo, o
mejor, comun 3hcE.

Como la zona II de higado presenta ¢l mismo antigeno rhE de la
fraccion anterior, la inhibicion con los antisueros debe ser parecida a la
obtenida con isoenzimas I de corazén e higado. Ambos valores de neu-
tralizaciéon con suero anti-hepatico son del 1009, v el tercer valor con
0.2 ml. de anticorazén también es idéntico en ambos casos. Por estos
datos se concluye que el antigeno II hepatico es similar al I hepatico o
idéntico y semejante a una isoenzima presente en corazéon cn la zo-
ua L

Por otra parte, pese a que no se demuestra ficilmente en corazén,
banda de precipitaciéon correspondiente a la isoenzima II, debe estar
presente ya que los cluidos de esa region son activos. Su comportamiento
a las pruebas de inhibicién es muy caracteristico ya que es la tGnica iso-
enzima de las seis examinadas que no se inhibe totalmente en ninguna
circunstancia, ni con suero anti-corazén homologo, ni ain con 0.2 ml.
del suero anti-higado, que es suficiente para neutralizar totalmente a las
otras isoenzimas. En este caso, el maximo es de 639, infiriéndose de
este hecho, que la enzima II de corazén es distinta de las isoenzimas
de movilidad T y a las de movilidad III de ambos tejidos.

Por lo que respecta a la zona III se aprecia, tanto en el caso de ex-
tracto cardiaco, como hepatico, una banda correspondiente a la isoen-
zima catodica. Los datos de inhibicion no tan definitivos como con la
IT de corazén, sugieren cierta semejanza cntre las dos isoenzimas parti-
culares, aunque se antoja que deberian ser bastante especificas del 61-
gano de origen.

Para finalizar, la isoenzima III de corazon es neutralizada de ma-
nera muy parecida con dos antisueros; la de higado, solamente es to
talmente inhibida con 0.2 ml. del suero anti-higado pero, el anticora-
z6n, no resulta efectivo mds que en forma muy relativa. No podemos
saber ahora si esto tltimo es debido a la baja potencia inhibidora del
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suero anti-corazén, lo que no parece suficiente ya que ncutraliza total-
mente actividades similares de las otras isoenzimas o, esto se debe, al
caricter estructural distinto de la icoenzima III hepatica.

Discusion

Las investigaciones mas recientes en el estudio de los mecanismos
enzimaticos en condiciones de anormalidad se ven dificultados por no
tener un cuadro claro de los elementos, formas, especies o familias pro-
teicas que intervienen para explicar una actividad enzimatica interesante.
Las medidas mis o menos exactas de manifestacones cataliticas en c¢-
lulas o tejidos, no siempre reflejan la situacién real respecto a las enti-
dades moleculares que les dan origen. En sistemas complejos como ¢&s-
tos, las enzimas estin influenciadas por: la concentracién fluctuante o
estable de los substratos, la concentracién adecuada del cofactor espe-
cifico en el momento necesario, las condiciones de pH in situ, la pre
sencia de inhibidores o activadores, las hormonas y otros factores, unos
conocidos y otros sospechados, cuya interrelacion determina la eficien-
cia de esa molécula catalitica en un momento determinado. El suponer,
que al igualar las manipulaciones, se nivelan y cancelan todos estos fac-
tores vy se pueden sacar conclusiones fisiolégicas de las diferencias en la
magnitud de actividad es no sélo una actitud optimista, sino que con-
duce a la multiplicaciéon de observaciones innecesarias. Los datos actua-
les de balance enzimatico en funciéon de mediciones netas de actividad
deberdn revisarse en el futuro, relacionando la informacién de concen-
traciones enzimaticas obtenida en unidades tradicionales de peso, como
miligramos de nitrogeno, proteina, peso seco, etc. en la proteina activa
aislada, definida y purificada.

Existen varias posibilidades que permiten explicar tedricamente “la
activacion” enzimdtica. En primer lugar, por la fabricacién (biosintesis)
de nueva proteina, lo que en tejidos adultos con poco recambio debe
estar sujeto a otro tipo de control, (vida media de la proteina) indepen-
dientemente de la necesidad momentianea de catalisis ripida. Se debc
postular la existencia de activaciones mds o menos rdpidas (sin que ésto
implique fabricacién de nueva proteina) para esos casos de emergencia.
Las hormonas pueden ser y de hecho se ha demostrado en numerosos
experimentos, activadores o depresores de la actividad “in vivo” 25,

La sintesis neta de proteina activa se produce en caso de induccién
por el substrato 26, pero se antoja que este fenémeno no necesariamen-
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te serd general y quiza sélo en sistemas enzimdticos que por su funcion
primordial o indispensable no pueden suprimirse.

Trabajos muy recientes con transaminasas de higado de rata apun-
tan a la posibilidad de explicar las activaciones por la fabricacién pre-
cisamente de nueva cnzima. El trabajo de Kenny 2® con la transaminasa
tirosina alfa-cetoglutarico sugiere que la induccién de actividad con tiro-
sina, o con hidrocortisona va acompafiada de ese proceso. Los resultados
de Goldstein y colaboradores ¢ con esta misma enzima y otras, apuntan
tambi¢én a este hecho. Aunque los trabajos de Estrada y colaboradores %
con la transaminasa aspartico glutdmico de higado de rata no son atn
definitivos, los autores toman muy en cuenta csta posibilidad que ex-
plicaria la activaciéon de la enzima producida por los esteroides.

La induccién de enzimas con substrato es un fendémeno que re-
quiere Tevisién amplia antes de poder aceptarlo “de facto”. No seria
remoto suponer la existencia de una anulacidoné de la represién central
a nivel del acido ribonucléico, cuando se exagera la concentracion del
substrato adecuado. Situaciones de este orden ha sido demostradas usan-
do enzimas de sistemas bacterianos #7.

En células de animales superiores, plantas, mamiferos, hombre, no
sabemos en cudntas instancias nos encontraremos con situaciones seme-
jantes a las demostradas con la triptofano sintetasa de Escherichia Coli
donde la actividad estd a cargo de dos proteinas A y B controlada por
sitios cromosomales vecinos, pero totalmente diferenciables serologica-
mente, y donde, sclamente la accién simultinea y conjunta de las dos
entidades conduce a la produccion de triptéfano®s.

En otras ocasiones podrda suceder algo semejante a lo encontrado
por Suskind v colaboradores 2? donde la sintesis enzimatica de bacterias
es precedida por la formacion de proteinas (C. R. M.*) indistinguibles
de clla, pero inactivos.

La multiplicidad molecular de una sola actividad puedc seguir ca-
minos similares al caso de las colinesterasas de suero humano, cuya fa-
bricacion estd condicionada por dos aleles en un sélo locus cromosomal
que daran origen a la fabricacién de toda una serie de estas enzimas en
una determinada poblaciéon humana 3°,

Todavia, y como demuestran los experimentos de Pardce y colabo-
radores *' con beta-galacturonidasa de E. Coli, puede suceder que la

k<

Materiales que reaccionan cruzadamente. (M.R.C.).
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sintesis enzimatica esté regulada de acuerdo con la sintesis de otra en-
tidad inmunologicamente semejante, inactiva, de bcta-galacturonidasa.

Cualquiera que scan los mecanismos para explicar la multiplicidad
protcica de una actividad, inclusive la posible falta de ciertos casos de
especiticidad estricta 2, el hecho es que en la actualidad, con el uso de
inhibidores que permiten disecar mezclas protcicas complejas por di-
versas electroforesis o cromatografias, se han multiplicado los mformes
en los cuales se demuestran patrones enzimaticos que pueden represen-
lar la situacion real y caracteristica de células, érganos y tejidos, y en
casos aclaran lineamientos gencticos generales en ciertos tipos de pro-
teinas.

Un sistema enzimaiice de interés médico, ampliamente estudiado
en este respecto, es el de las deshidrogenasas lacticas que tienen co-
nexion con procesos de destruccién tisular reflejado en el aumento de
las actividades en el suero del paciente, con la facilidad de detectar el
organo afectado en mezclas séricas. Esto corresponde a las llamadas en-
zimas “de escape”’ diagnosticadas en diversos padecimientos #2,33 y 34,
Parece claro en la actualidad, que en los principales 6rganos del hom-
bre se encuentra esta enzima en cinco formas distintas en cada 6rgano,
por sus proporciones relativas. Listas cinco formas I, II, III, IV v V,
permiten hacer en suero todo un balance de las actividades tanto para
identificar el tejido por su patrén en “isoenzimas” como para comparar
en casos de padecimientos.

El reciente trabajo de Wieme #? indica que en afecciones genera-
lizadas como la distrofia muscular primaria, también se encuentran al-
terados los valores relativos normales de las isoenzimas. Es de interés
que en esos casos no se pueda hablar estrictamente de necrosis, como la
causante del escape de las enzimas y que es el argumento que explica
la elevacion de D. L. V. y D. L. T en suero de enfermos con hepatitis
¢ mfarto de miocardio respectivamente.

Recientemente se ha sugerido la necesidad de revisar totalmente
este concepto: el escape de enzimas en la circulacién no debe ser atri-
buido necesariamente a la destruccién celular como se venia diciendo,
sino a causas donde se sospeche un aumento de permeabilidad, o un
aumento de actividad celulares. La simple inflamacién, puede ser causa
suficiente de escape enzimatico ¢ v los resultados arriba citados de Wie-
me en enfermedades con esclerosis miotréficas pueden tener esta ex-
plicacion.

En el presente trabajo se hizo una evaluacién de la situacién de las
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enzimas de transaminacién aspértico-glutamico en tejidos cardiaco y he-
patico humanos normales, como primer paso para comprender las alte-
raciones en cuadros patolégicos. Los resultados indican que al igual que
otras situaciones semejantes las amino transferasas estan presentes en
estos tejidos en forma de isoenzimas. En este respecto cada tejido fue
caracterizado electroforéticamente v por sus reacciones de precipitacion
e inhibicién con anticuerpo de conejo. Se describen estas caracteristicas
en funcion de las isoenzimas halladas. El tejido cardiaco presentéd dos
isoenzimas claramente definidas y una tercera muy semejante a la he-
piatica. Este tejido a su vez, tiene dos enzimas de transaminacién, una
diferente a la cardiaca y otra semejante aunque no se descarta total-
mente la posibilidad de una tercera, distinta de las anteriores.. La si-
tuacion real podria represntarse como en el esquema del resumen.

Las rcacciones de precipitacién por anticuerpos empleadas como lo
han sido en estc trabajo pueden ser de utilidad para diferenciar las iso-
enzimas y quizd antisucros similares que pueden ser preparados con fa-
cilidad contra otros tejidos humanos, sean de mayor utilidad en com-
paracién con los existentes.

Para finalizar, vale la pena mencionar que este tipo de sueros anti-
transaminasas producen no solamente neutralizaciones “in vitro” de la
actividad enzimatica. Algunos resultados obtenidos de experimentos pre-
liminares en este laboratorio mdican que es posible disminuir los nive-
les normales de estas actividades en higado de rata, perfundiendo un
suero de conejo anti-transaminasa de higado de rata 37. Si bien es cierto
que la hipersensibilidad y la enfermedad del suero son riesgos que se
deben tomar en consideracion, el estudio del fendémeno experimental des-
de este punto de vista, pues puede abrir nuevas rutas a estas investigaciones.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se demuestra que la actividad aspartico-glutamico amino transferan-
te de extractos de corazéon humano, es debida a la suma de las activi-
dades de tres isoenzimas Ic, IIc y Illc. Se concluye que existe una
situacion similar en el tcjido hepatico, donde la actividad es motivada
por la suma de las acciones de las isoenzimas Th, ITh y III. Los resul-
tados serologicos de precipitacién e inhibicién permiten hacer las si-
guientes gcnerahzacwnes

Situacion e identidad de las isoenzimas de transaminacién aspdr-
tico giutimico de los tejidos estudiados:
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CoRrAzZON Hicapo
¢

A.—Transaminasa corazon ¢ hi- Transaminasa Corazén e higado.

gado. Isoenzima Ih

Iscenzima Ic

B.—Transaminasa Corazon 11 Ausente,

Isoenzima llc

C.—Transaminasa Corazon 111 Ausente.

Isoenzima Illc
Transaminasa Higado II

D.—Ausente Isoenzima IIh.
Transaminasa Higado III
F.—Ausente. Isoenzima IIIh.
REFERENCIAS

WIS e

VT

14.

I5.
16.
17.
18.

1
7.

20.

Cérdoba, F., Ortega, M., y Gonzilez, C., (En preparacién).

Boyd, J. W., Biochem. J., 81: 434441 (1961).

“Report of the Commission on Enzvmes of the International Union of Bio-
chemistry”, Pergamon Press (1961).

Cordoba, F., Pérez, A., y Gonzilez, C., Nature 194: 1156-57 (1962).
Varios autores en: “Multiple Molecular Forms of Enzymes” Ann. N.Y. Acad.
Sci., 94: (3) (1961).

Jenkins, W. T., Yphantis, D. A., y Sizer, I. W,, J. Biol. Chem., 234: 51
(1959).

Smithies, C., Biochem. J. 61: 629 (1955).

Poulik, M. D., Nature 180: 1477 (1957).

Fleisher, G. A., Potter, C.S., Wakim, K. G., Pankiw, M., y Osbome, D.,
Proc. Soc. Exp. Biol., N.Y. 103: 229 (1960).

Boyde, T.R.C., y Lantner, A.L. Proced. Biochem Society. 82: 51 (1962).
Parks, J. J., Leibowitz, H. M. 1., y Maumcnee, A. E., J. Immunol, 87: 199-
204 (1961).

Ireund, J., y McDermott, K., Proc. Soc. Exp. Biol. Med.,, 49: 548 (1942).
Kabat, E. A. y Mayer, M. M. “Expcrimental Immunochemistry” Ch. Tho-
mas Publ. Springicld, 11, EE.UU. Second Edition (1961).

Lanni, F., Dillon, M.L., y Beard, J.W., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 74:
4 (1950).

Cammarata, P.S., y Cohen P.P., J. Biol. Chem. 193: 45 (1951).

Kun, E., Fanishier, D.W ., y Graseli, D.R., J. Biol. Chem. 235: 416 (1960).
Banks, B.E.C., y Vernon, C.A., J. Chem. Soc. 1698-1705 (1961).
Ouchtherlony, O., Progr. Allergy. 5: 1 (1958).

Uricl, J., y Scheidegger, .J., Bull. Soc. Chim. Biol. 37 (1955).
Heidelberger, M., y MacPherson, C.F.C., Science 97: 405; 98: 63 (1943).



REVISTA DE LA FACULTAD DE MEDICINA 527

[ I S TN I RN I B
VW DN

oD
~1 O

38.
39.
40.

+1.

Cinader, B., An. Rev. Microbiol. 11: 371-390 (1957)

Schlamowitz, Max., J. Immunol. 81: 519-523 (1958).

Peterson, B. A., v Sober, H. A.: J. Am. Soc. 78: 751 (1956).

Smithies, C., Biochem. J. 71: 585 (1959).

The Hormones. G. Pincus y Thimann K. V., Academic Press. Eds. N. Y.
(1955).

L, E. C. C, v Knox, W. E.: Biochem. et Biophys, Acta 26: 85 (1957).
Vogel, I1. J., en “The chemical basis of heredity” Mc Elroy W. D. y Glass
B. Ed. Johns Ilopkins Press p 276 (1957).

Yanofsky, C., y Crawford, J. P., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 45: 1016,
(1959).

Suskind, S. R., y Jordan, E., Science 129: 1614 (1959).

Kalow, W., y Staron N., Can. J. Biochem. and Physiol. 35: 1305 (1957).
Laguna G. J.: comunicacién personal.

Karmen A., Wroblewsky, F., y LaDue, J. S. J. Clin. Investigation 34: 126-133
(1955).

Hill, J. R, J. Natl. Cancer Inst. 18: 307-13 (1957).

Sterkel, R. L., Spencer, J. A, Wolfson, S. K. Jr., y Williams Ashmann, H.
G., L. Lab. Clin. Med. 52: 176-184 (1958).

Wieme, R. J., y Herpol, ]J. E. Nature 194: 287 (1962).

Wroblewsky, I.: III Congreso de Medicina y Cirugia, Pueb. Méx. (1962).
Cordoba, F., Estrada, O., S. Gonzilez, C. y Pérez, A. V Congreso de Cien-
cias Fisiolégicas, San Luis Potosi, Méx. (1962).

Estrada, O. S. y Cérdoba, F.: En preparacion.

Kenney, F. T, J. Biol. Chem. 237: 1605-10 (1962).

Goldstein, L., Stclla, E. J. v Knox, E. W. ]J. Biol. Chem. 237: 1723-26
(1962).

Pardee, A. B., Jacob, F., y Monod, J., J]. Mol. Biol. 1: 165 (1959},





