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AS enzimas, como otras proteinas, son antigenos capaces de inducir la forma-
L cién de anticuerpos especificos que, por lo general, inhiben tanto in vive
como in vitro esta actividad. Esta inhibicién parece claramente compatible con
una neutralizacién serolégica y permite estudiar el modelo enzima-antienzima
con todas las ventajas que ofrece el enfoque metodolégico clésico de la inmuno-
quimica, y a su vez, permite utilizar ¢l modelo mencionado como instrumento
de analisis en medicina y biologia experimentales. En la medicina la aplicacion de
més interés inmediato seria quizds el detectar el origen tisular de la elevacion
de la actividad de isoenzimas séricas especificas del érgano afectado por algln
padecimiento, o bien, la topografia celular y tisular de procesos neoplasicos por
medio de anticuerpos contra las isoenzimas de ese tejido. En la biologla expe-
rimental, la metodologia inmunoquimica del modelo enzima-antienzima ofrece
valor potencial para estudiar los aspectos dinémicos de la sintesis inducida de pro-
teinas, el destino de las enzimas perdidas en el curso de la evolucién biolégica
(ureasa, uricasa, alantoicasa), la secuencia cinotica de reacciones enzimditicas
especificas v, finalmente, de la posibilidad de interferir in vive los patrones enzi-
méticos establecidos en los tejidos de los animales de experimentacién.

En el laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina, entre otros as-
pectos de la investigacién, existe interés en el estudio de las caracteristicas inmu-
noquimicas de las enzimas de transaminacién con el propésito de establecer posi-
hles diferencias estructurales entre isoenzimas de diferentes tejidos y aun entre las

# Trabajo de Seccién (Quimica Bioldgica) presentado por sus autores en la sesién ordi-
naria del 31 de octubre de 1962,
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transaminasas presentes en la misma célula, En este trabajo haremos mencién, de
una manera general, de las observaciones experimentales realizadas con transami-
nasas glutimico-aspértico de varios tejidos de mamiferos. Los detalles de estos
trabajos estan en las publicaciones de las referencias.l- 2 3. 4

El aislamiento y purificacién preliminar de Ias transaminasas de los diversos
tejidos se hace siguiendo el método general de Jenkins,5 descrito originalmente
para la de corazén de ecerdo. Este método ha sido aplicado tanto para enzimas
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de este tejido, con buenos resultados, como para los homogeneizados de otros Grga-
nos tanto de cerdo como de rata y de hombre. En estos tltimos casos los rendi-
wientos no han side muy satisfactorios.

Al finalizar la purificacién preliminar se toman los preparados activos y se
analizan, ya sea por electroforesis en gel de almidén o por cromatografia de
columna en adsorbentes del tipo del Sephadex DEAE. Tanto en un easo como
en el otro la actividad enzimética se separa en varias zonas; en el caso de la elec-
troforesis en almidén, como aparece en la Figura 1, se demuestran dos zonas de
actividad, una positiva, ligeramente menos rapida que las albtiminas y otra con
movilidades semejantes a las gamma globulinas, en la regi6n catdédica del gel. La
medicién de actividad, directamente en la superficie del gel, se lleva a caho de
acuerdo con una modificacién del método de medicién enzimatico de Karmen
descrito por Boyde$ que permite discernir claramente las isoenzimas. Estos resul-
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tados confirman los nuestros anteriores de este laboratorio obtenidos al analizar
los eluidos de fragmentos de gel de almidén y los de otros autores usando técnicas
de electroforesis en papel.” El hallazgo importante es que tanto en higado como en
corazén aparecen las dos actividades y estas bandas estin presentes en tejidos de
rata, cerdo y hombre de manera bastante uniforme. Asimismo se ha demostrado
en este laboratorio que en tejidos neoplasicos, a saber, carcinoma cérvico-uterino y
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sarcoma de musculo humanos también existen dos isoenzimas demostrables por
este criterio, lo que denota una aparente homogeneidad en la conducta electrofo-
rética de estas isoenzimas en diferentes especies animales y en tejidos sanes y
neoplasicos.

Una vez establecida la presencia comtin de las dos isoenzimas de transamina-
cién se hicieron experimentos para obtener estas enzimas aisladas para compa-
raciones més estrictas. Se establecié, en el caso de las enzimas de corazén huma-
no, que la isoenzima positiva tiene un comportamiento a los cambios del pH del
medio, caracteristica y similar a la isoenzima positiva presente en extractos de
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higado humano; el pH éptimo se encontré alrededor de 7.5. Por el contrario, las
dos preparaciones recuperadas de la zona negativa del gel tienen 6ptimos de acti-
vidad alrededor de pH 8.2, diferentes de las actividades recuperadas en la zona
positiva. Las diferencias observadas no permiten distinguir al tejido de origen ya
que ambos tienen dos componentes activos principales, electroforéticamente opues-
tos y con diferente sensibilidad al pH, pero por estos criterios no es posible dife-
renciar la isoenzima positiva de corazén de la similar de higado, ni las dos negati-
vas entre si (Figura 2).

o—o transaminasa cruda de higado de rata
e— transaminasa cruda de corazon humano
--=- transaminasa cruda de higado decerdo
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Fig 3
Por otra parte, la dificultad de distinguir por este método el origen tisular de
las enzimas se pone de manifiesto en la figura 3, donde se aprecia cémo log ex-
fractos transaminantes crudos presentan un mismo patrén general al cambiar el
pH de 6 a 9. Las curvas de enzimas de corazén humano, higado de cerdo e higado
de rata son muy similares. Existen diferencias entre los tejidos examinados que
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todavia pueden ser debidas al error experimental. Unicamente, como se menciona
antes, cuando se obtiene la separacién de las isoenzimas, el comportamiento al pH
varia en cada una de ellas, pero no es caracteristica que pudiera servir para
aclarar el origen de la enzima, sino més bien distinguir las isoenzimas catédicas
de las anddicas.

Como parte importante de este trabajo de caracterizacién de isoenzimas de
transaminacién se prepararon sueros de conejo antienzima de una manera similar
a los preparados en trabajos anteriores usando gallinas.2 El propdsito es el de estu-
dir tanto el efecto del antisuero en la actividad enzimética de cada uno de los
diversos tejidos, en extractos homélogos y heterdlogos, para decidir si las inhibi-
ciones permiten deducir relacicnes estructurales entre las enzimas; por otro lado,
este nuevo sistema enzima-antienzima permite enfocar problemas mas bésicos;
i.c. sitio de accién del anticuerpo, requerimientos moleculares para la inhibicion,
efecto de los cofactores en este proceso, efecto de los sustratos, etc.

Tasra 1

ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE PREPARACIONES DE TRANSAMINASAS
GLUTAMICO-ASPARTICO EN PROCESOS DE PURIFICACION

(0.001 D.O. min/mg. Proteina)*

Actividad ensayada: Cor. cerdo Gor. humano Hig. cerdo Hig. hum. Hig. rata
Transaminasa glutimico
oxalacético 2,666 1,228 2,500 145 349
Transaminasa glutamico
pirtvico 133 158 20 725 19
Deshidrogenasa malica 288 52,631 625 72 1,190
Deshidrogenasa lactica 233 263 291 0 3,174
(1) (2) (1 (3) (2)

(1) Preparacién semipurificada.

(2) Preparacién cruda.

{3) Preparacién cruda y almacenada en el congelador.

% Tas unidades de actividad de la TGO corresponden a absorcién del oxalacetato for-
mado a 290 mu, En las otras enzimas corresponde 2 absorcién del DPNH a 340 mu. Los
detalles técnicos de la medicién de estas Gltimas actividades se publicardn aparte.

Algunos resultados tipicos de este primer enfoque estin ilustrados en las Ta-
blas 1 v 2. Para analizar de manera conveniente estos datos y su significado, con-
viene decir que los conejos fueron inmunizados con extractos tisulares crudos v
semipurificados conteniendo entre muchas actividades enzimdticas y proteinas in-
activas, las enzimas mencionadas en la Tabla 1: transaminasa glutimico-oxalo-
acética, transaminasa glutAmico-piravico, deshidrogensa mélica y deshidrogenasa
lactica. Se observa claramente que las preparaciones purificadas presentan efecti-
vamente una riqueza relativa de las enzimas de transaminacién glutimico-oxalo-
acélico y que las preparaciones crudas presentan por el contrario una actividad
importante de enzimas que pueden considerarse de contaminacién para el interés
principal de este trabajo. Tal es ¢l caso de las preparaciones crudas de corazén
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humano que tienen una elevada actividad de deshidrogenasa mélica o las de higa-
do de rata que tienen actividades de deshidrogenasa malica vy l4ctica de cuantia,

Conviene mencionar que las inmunizaciones realizadas se practicaron con pre-
paraciones que contenian actividades enzimAticas independientes de la de principal
interés, asi como protefnas simples, lo que hace factible que los animales en la
fase inicial de la respuesta hayan producido anticuerpos contra transaminasas y
contra las “impurezas”, Sin embargo, las inmunizaciones, unas veces con adyu-
vante y otras con material soluble, fueron repetidas a lo largo de varios meses, las
ultimas con mezclas antigénicas semipurificadas, similares en calidad a la prepa-
racién de cerdo (corazén) de esta tabla, suponiendo entonces que la respuesta

Tapra 2
PORCIENTO DE INHIBICION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS CON GAMMA

GLOBULINAS DE SUERO DE CONEJO ANTITRANSAMINASA DE
CORAZON HUMANO

Mg. proteina Actividades enzimdticas analizadas
inhibidora

CH HH CC HC. HR HH. CH. HH. ¢.C. HC. HR. CH. HR.
0.0078 a 0 0 0 [ ) 0] 0 0 0 0 0 4]
0.078 1 0 0 0 3 D 5 4 a 0 11 0 V]
0.78 8 12 0 2 Tyl 0 6 a 0 0 a 1]
7.8 60 56 46 30 39 0 018 0 a 5 a 0
23.4 100 100 98 89 90 0 o 28 o o o 0 0
Unidades en-
sayadas 200 400 260 570 200 50 4000 100 100 100 270 80 1820
Enzimas TGO TGO TGO TGO TGO TGP DM DM DM DM DM DL
CH:  Preparacién de corazén humano TGO: Transaminasa glutdmico oxalacético
HH: Preparacién de higado humano TGP: Transaminasa glutimico pirtvico
CC:  Preparacién de corazén de cerdo DM: Deshidrogensa malico
HC:  Preparacién de higado de cerdo DL: Deshidrogenasa lictico

HR:  Preparacién de higado de rata

inmunitaria de los animales, al ser finalmente sangrados, diese sueros que de modo
preferente estarfan enriquecidos con anticuerpos antitransaminasa y que la res-
puesta inhibidora o precipitante contra otras enzimas no serfa notable. Esta serie
de eventos, que condujo a la seleccién deseada de los anticuerpos explica, creenos
nosotros, los resultados de las inhibiciones enzimaticas de la Tabla 2. En estos
datos se observa como las globulinas de sucros antiTCH inhiben de modo impor-
tante las actividades enzimiticas de transaminacién aspartico-glutamico de los
tejidos ensayados y no lo hacen o son relativamente inertes, hacia otras enzimas
que estaban presentes en los extractos usados para inyectar ¥ que a priori deberfan
ser tan antigénicas como las transaminasas administradas. Con excepcién de una
pequefia inhibicién de la deshidrogenasa mélica, en el extracto de higado humano
tanto esa enzima como la transaminasa glutdmico-pirtvico y la deshidrogenasa
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lactica no fueron inhibidas. Este fendmeno es atn més notable si consideramos
que las actividades ensayadas que estin al pie de la tabla, a veces son menores
comparativamente que la de transaminacién del mismo tejido, como ejemplo po-
demos describir lo que sucede con el extracto enzimatico de corazén humano
(Tabla 2), reaccién homoéloga, y lo que sucede en el extracto de higado de rata,
reaccién heterdloga. En el primer caso, 23.4 mg de gamma globulina de suero
antitransaminasa de corazén humano, son capaces de inhibir 200 unidades de
esta enzima del extracto antigénico, o sea, la totalidad de la enzima, pero resultan
inertes frente a 4000 U. de deshidrogenasa malica y 80 U. de deshidrogenasa lic-
tica. De una manera similar esta misma preparacién de anticuerpos, a la misma
concentracion, es capaz de inhibir cruzadamente 90 por clento de la actividad
transaminante de higado de rata sin inhibir en absoluto a la deshidrogenasa ma-
lica ni a la lactica, una con actividad de 280 U. y la otra con 1830 U. en el
extracto crudo.

Si tomamos estas evidencias como ejemplo general, puede concluirse que los
sueros obtenidos son, hasta cierto punto, bastante especificos e inhiben prefercn-
cialmente y quizds debido a las razones anteriormente expuestas, a la transaminasa
en estudio.

Con las aclaraciones anteriores parece admisible concluir que las transamina-
sas, al menos antes de resolverse por electroforesis y/o cromatografia en isoenzi-
mas, son inhibidas de manera bastante similar por anticuerpos producidos contra
una de ellas, la de corazén humano; que la clase de érgano, higado o corazén que
da origen a las enzimas no es diferenciado de manera definitiva por los anticuer-
pos, ¥ que los 6rganoes de cerdo, rata y humano, presentan {ransaminasas tentati-
vamente calificadas como formadas por apoenzimas con alguna similaridad extruc-
tural,

Recientemente hemos podide efectuar una serie de experiencias que parecen
afirmar aGn mds esta interpretacién; se separd por cromatografia en sephadex
DEAE A-50 una fraccién transaminante de corazén de cerdo de elevada pureza.
Esta isoenzima diluida de modo apropiado fue ensayada contra cuatro prepara-
ciones purificadas de globulinas gama antitransaminasa, anticorazén de cerdo, an-
tihigado de cerdo, anticorazén humano y antihigado humano. Los cuatro prepa-
rados de anticuerpos inhibieron esta isoenzima aunque en grados variables: la de
corazén de cerdo inhibe 50 porciento de la actividad eon 0.20 mg de globulina, la
de anticorazén humano inhibe ese mismo porcentaje con (.7 mg; la de antihi-
gado de cerdo lo hace con 1.25 mg y finalmente la preparacién antigeno humano
inhibe 50 por ciento de la actividad de la isoenzima TCC hasta ue la concentra-
cién sube a 3 mg de proteina en el tubo de reaccién. Las diferencias en la inhi-
bicién pueden suponerse debidas a menores concentraciones de anticuerpos contra
estructuras como la isoenzima TCC en las diferentes soluciones de gamma globu-
linas inmunes.
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Se han hecho numerosas pruebas de cardcter inmunoquimico para detectar
las enzimas e isoenzimas por téenicas de difusidn en gel de agar; difusién simple
de Ouchterlony e inmunoelectroforesis de Grabar y Williams. En la gran mayo-
ria de los casos, los patrones de precipitacién obtenidos son muy complejos y el
andlisis de las mezclas es muy incierto; sin embargo, poco a poco se han ido depu-
rando los preparados y en la actualidad los analisis dan 1 6, cuando mads, dos
lineas de precipitacién correspondientes a la enzima ¥ no se detectan ya impure-
zas. Como ejemplo de la situacién de nuestros preparados transaminantes en este
tipo de ensayos tenemos la Fig. 4. En la primera parte tenemos, en el centro,
suero de conejo antiTCC y en la periferia, alternativamente, enzima separada de
la regién negativa de los geles de almidén y transaminasa eluida de la zona posi-
tiva; claramente se observa una tinica banda de precipitacién, que da reaccién de

PLACAS DE DIFUSION EN AGAR CON T. C. C. PURIFICADA POR ELECTROFORESIS
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identidad, entre la isoenzima TCC positiva y la TCC negativa. Los dos esque-
mas siguientes de la misma figura confirman y amplian los resultados expuestos:
en el centro de una placa se adicioné TCC (+) yenlaotra TCC (—) yen la
periferia los mismos sueros anteriores y antiTTHH (antitransaminasa de higado
humano), antiTCH (antitransaminasa de corazon humane), antiTHC (antitran-
saminasa de higado de cerdo) v antiTHR (antitransaminsa de higado de rata).
Es connveniente aclarar que todos estos sueros tienen poder inhibidor contra las
enzimas que les dieron origen y la falta de reaccién exhibida por la preparacién
antiTHR y antiTHH no es debida a la pobreza de anticuerpos (contra la enzima
homéloga). Se observa un patrén de precipitacién parecido con ambas frac-
ciones. En adicién se aprecia la reaccién de identidad de los extractos de cerdo,
corazon e higado, confirmando que con estos métodas ambas enzimas aparecen
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idénticas a la luz de anticuerpos especificos. En otras palabras, que existe una
reaccién de identidad inmunolégica entre las isoenzimas positivas y negativas y a
su vez entre las de origen hepatico y origen cardiaco, Por el contrario, el suero
antiTCH producido en conejos por la inyeccién de preparados de corazén huma-
no solamente da una reaccién de identidad parcial. Si hay una diferencia estruc-
tural inmunolégicamente detectable entre los corazones de cerdo y los de hombre
al ser analizados por estos medios. Esta reaccién de identidad parcial confirma de
manera todavia tentativa lo que expusimos en parrafos anteriores: que las transa-
minasas no son facilmente diferenciables en cuanto a su origen por sueros espe-
cificos de conejo. Los resultades obtenidos en las placas ilustradas en esa misma
figura con el suero antiTHR y antiTHH siendo negativos no pueden utilizarse
para refutar lo dicho: esa ausencia de reaccién podria deberse a pobreza de anti-
cuerpos en los sueros en cuestién contra las isoenzimas de transaminacién de cora-
zén de cerdo.

Por lo expuesto podemos concluir nuestros resultados con las transaminasas
de mamiferos resumiendo de la manera siguiente:

1. Las transaminasas de corazon e higado de hombre, cerdo y rata presen-
tan, en clectroforesis al menos, dos isoenzimas, una positiva y una negativa. Algu-
nos tumores malignos humanos presentan un cuadro similar, al igual que los
érganos de embriones de rata desde un gramo de peso hasta su completo des-
arrollo.

2. La cromatografia en sephadex DEAE de las transaminasas desdobla nue-
vamente 2 isoenzimas principales en las preparaciones de corazoén de cerdo; una
de éstas a su vez parcce corresponder a dos componentes, lo que haria un total de
3 isoenzimas, en este tejido, por este método.

3. Los sueros de conejo preparados para reaccionar contra las transaminasas
inhiben efectivamente la actividad. Resultados publicados con anterioridad? indi-
can que el antisuero contra una transaminasa dada inhibe fuertemente a su vez
transaminasas de otros érganos y de érganos similares de otros mamiferos. Los
resultados en este trabajo indican que una transaminasa purificada —isoenzima
de corazén de cerdo— es inhibida efectivamente tanto en sueros antiTCC como
con sueros antiTHC, antiTCH y antiTHH.

4. Usando pruebas de difusién en placas de agar se evidencian claramente, al
menos en las preparaciones de corazén de cerdo, que las isoenzimas positivas estan
estructuradas de manera similar a la negativa ya que se observa Unicamente una
misma banda de precipitacién comin para la proteina eluida de la zona negativa
y de la zona positiva. Por otra parte, los resultados de estas mismas isoenzimas con
diferentes antisueros, sugieren que también existe un parentesco con las hu-
manas.

5. Los resultados de cambio de pH, finalmente, indican primero, que posi-
blemente todas las transaminasas de estos érganos, antes de ser resueltas en iso-
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enzimas presentan una curva de sensibilidad al cambio de pH muy similar, con
un maximo de actividad alrededor de pH &. Por el contrario, cuando se obtiene la
resolucién de las dos isoenzimas principales, cada una de ellas tiene ya una curva
de sensibilidad caracteristica que permite diferenciar la isoenzima negativa de la
positiva; este patrén es nuevamente comin para las isoenzimas de cada tejido y
20 parece Gtil para esclarecer el origen tisular de las enzimas.

CloMENTARIO

Las transaminasas glutimico-aspartico de Grganos de manifferos: hombre,
cerdo y rata —principalmente las de corazén e higado— estan presentes en estos
tejidos al igual que otras enzimas en forma de isoenzimas —diferentes proteinas
con actividad catalitica similar—. En el caso de las de higado de rata, una de ellas
es de localizacién mitocondrial y la otra estd distribuida en la “fraccién soluble
de la célula”.7 Posihlemente esta distribucién sea similar para las isoenzimas de
transaminacién de los tejidos de otros animales.

Quizds en el momento presente, la explicacién mas racional y completa de la
presencia de isoenzimas es la referente a las de deshidrogenasa lictica; los traba-
jos de Markert8 y Kaplan® indican que existen dos enzimas de deshidrogenasa
lactiea, una positiva y una negativa pere en forma de tetrameros y en los diferen-
tes tejidos aparccen tanto el tetrAmero positivo como el negativo y los hibridos
intermedios, correspondientes, en ntmero de tres. Esto explica claramente la
presencia de las 5 formas de isoenzima que aparecen en electroforesis en gel de
almidén y en cromatograffa. Este hecho esta analizado desde el punto de vista
inmunolégico y permite decir que la isoenzima DL-1 es diferente 2 la DL-5 va
que los sueros contra una de ellas no inhiben ni cruzan con la otra, y los hibridos
DL-2, DL-3 y DL-4 reaccionan y se inhiben de acuerdo con la hipétesis de tetra-
meros recombinados.

En el caso de las transaminasas aqui estudiadas no podemos decidir si una
explicacién similar es la apropiada: el anélisis directo con sustrato sobre los blo-
ques de electroforesis en almidén indica en la mayoria de los casos (micamente
2 bandas de actividad, si bien estas bandas son anchas permitiendo la posibilidad
de una tercera isoenzima. Esta posibilidad tiene que tomarse seriamente en cuenta
ya que en cromatografia aparecen 3 actividades netamente separadas de la co-
lumna y aun en el mismo bloque de almidén algunas veces se aprecian clara-
mente 3 isoenzimas (ver trabajos anteriores).

Aparentemente la estabilidad, facilidad de desnaturalizacién, no es igual en
todas ellas y eso podria servir como explicacién para la falta estricta de reproduc-
tibilidad en los resultados. Indudablemente las transaminasas muy purificadas son
muy inestables en solucién y rdpidamente se precipitan, Aun tomando las mayo-
res precauciones recomendadas con amortiguadores de glicina, glutatién, EDTA,
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etcétera, la actividad decrece rapidamente. Aparentemente sélo en soluciones satu-
radas con sulfato de amonio en fric, se puede preservar la actividad de la transa-
minasa purificada. Este hecho, en muchas circunstancias, representa un obsticulo
insoluble para realizar otros estudios.

No creemos que con la evidencia experimental que se tiene sea posible, por
ahora, proponer una explicacién racional de la multiplicidad de las transamina-
sas. Es sugerente suponer que la biosintesis de estas importantes isoenzimas en te-
jidos de mamiferos estd regulada de manera similar a como parece estarlo la
deshidrogenasa Jictica; 2 genes regulando la sintesis de 2 unidades monoméricas
que se estructuran en tetrAmeros diferentes en nimero de cinco. En el caso de
las transaminasas tenemos 2 6 cuando mas 3 isoenzimas, lo que excluye la posibi-
lidad de tetrimerocs. La evidencia de similitud estructural entre la positiva y la
negativa es fuerte y sugiere una unidad parcial; sin embargo, el comportamiento
electroforético es tan diferente que no cabe duda en una diferencia en aminoaci-
dos, ya sea dcidos o bésicos en proporcién diferente entre ambas isoenzimas prin-
cipales. Posiblemente pudiera tratarse no de tetrdmeros, sino de dimeros; dos
monémeros de peso molecular aproximado de 55,000 que daria una molécula
completa con un peso molecular de 110,000. Una estructuracién de esta forma
permitiria la existencia tedrica de 3 isoenzimas, la AA, la AB y la BB y suponien-
do que alguna de las variedades puras, la AA o la BB fuesen muy inestables,
quedarfan presentes en la mayorfa de los andlisis las formas AA y AB o ABy BB
con caracteristicas estructurales e inmunoquimicas muy parecidas.

Las experiencias y observaciones futuras decidirdn si la evidencia objetiva
lograda puede tener esta explicacién o si por el contrario, las isoenzimas de tran-
saminacién son debidas a otro mecanismo distinto del postulado para las de des-
hidrogenacién.
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