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SUMARIO;

Estudou-se a atividade da transaminase glutdmico oxaloacética (TGO) em di-

ferentes tecidos (figado, miisculo, rim, pulmio, baco e soro sanguineo) de ratos e de soro
humano. Verificou-se que a atividade da enzima proveniente de qualquer um destes te-
cidos é aumentada cerca de trés vezes quando a incubagio se faz a 60°C, ao invés de
37°C. Sao feitas consideracdes acerca da importancia deste fato.

TEM surgido ultimamente artigos
concernentes a transaminacao,
2 sua importancia no metabolismo de
aminoacidos, elucidacao dos sistemas
cataliticos envolvidos, assim como ao
papel do Piridoxal como coenzima (2)
(M) ().

Embora exista transaminacao nao
enzimatica, a mais importante é a
transaminacao enzimatica, a qual é
fundamental ao desdobramento dos
aminoicidos, assim como & sua sin-
tese a partir de fontes nao protéicas.
Trata-se de um processo essencialmen-
te dindmico e de importancia prepon-
derante no anabolismo e catabolismo
das proteinas.

As duas transaminases malis co-
nhecidas. sao a glutdmico cxaloacé-
tica (TGO) e glutamico piruvica
(TGP), de grande importancia cli-
nica. Hoje, esta demonstrada a exis-
téncia de transaminases para a guase
totalidade dos aminoacidos (4).

Ha trés tipos de métodos para a
dosagem das transaminases: croma-
tograficos, espectrofotométricos e co-
lorimétricos.

Os primeiros determinam o Aaci-
de glutamico produzido e sao muito
sensiveis, precisos, mas pouco adapta-
veis ao laboratoério clinico, ja que com-
plicados € de execucao demorada (°)

(12).
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As transaminases podem ser me-
didas espectrofotometricamente, em
especial a glutadmico oxaloacética
(TGO). Utiliza-se para tanto a ele-
vada absorcao do acido oxaloacético
em 280 nm. Isto se faz, medindo-se a
mudanca em densidade Optica, a me-
dida que ele é produzido ou consu-
mido. Todavia, a baixa atividade da
transaminase e alto conteudo de pro-
teinas do soro, juntamente com a ins-
tabilidade do acido oxaloacético, fa-
zem com que este método seja pouco
usado na clinica. Existe um outro mé-
todo espectrofotométrico, no qual
esta reacao de transaminacao se acha
acoplada a oxidacao do NADH. pelo
oxaloacético, em presenca de um ex-
cesso de desidrogenase malica purifi-
cada. A oxidacao do NADH. é segui-
da pela queda de densidade Optica em
340 nm, onde o NADH. tem um pique
de absor¢do (uma unidade é igual ao
decréscimo de 0,001 em densidade
optica por minuto, a 23°C). No soro
sanguineo de homens normais adul-
tos a atividade da enzima, oscila en-
tre nove e trinta e duas unidades por
1l de soro por minuto, com valor mé-
dio de 20 = 1. .

Nos métodos colorimétricos, as
transaminases glutimico oxaloacética
(TGO) e glutamico piruvica (TGP)
sao0 medidas pela dosagem do Aacido
oxaloacetico ou piruvico formados, os
quals, reagindo com a 2-4 Di nitro
fenil hidrazina, formam uma hidrazo-
na, que pode ser dosada diretamente,
extraida em meio alcalino (1) (5) (°) ou
previamente extraida por Toluol (9).
A curva padrao pode ser feita, usan-
do-se padroes determinados por meéto-
dos espectrofotométricos, sendo o re-
sultado tambeém dado em unidades
por ml (°). Podemos utilizar um pa-

drao artificial, contendo salicilato de
sodio e cloreto férrico (4). Uma uni-
dade colorimétrica de transaminase
glutamico oxaloacética (TGO) é equi-
valente a uma unidade espectrofoto-
meétrica na faixa da normalidade. Na
faixa anormal, contudo, de atividade
transaminasica no soro -sangiiineo.
uma unidade colorimétrica equivale a
1,6 -2,0 unidades espectrofotomeétri-
cas. Em individuos normais, a ativi
dade da transaminase glutimico oxa-
loacética (TGO) no soro é de 16 = §
unidades colorimétricas. As principais
vantagens do método colorimétrico
para a transaminase glutamico oxa-
loacetica (TGO) sao: utilizacao de
reagentes relativamente estaveis e fa-
ceis de obtencao e medida da cor em
000 nm, dispensando espectrofotome-
tria no ultravioleta. Contudo, o méto-
do colorimétrico é mais demorado que
0 espectrofotométrico e menos preci-
S0, embora seja indicado para uso cli-
nico rotineiro.

A estabilidade da transaminase
glutamico oxaloacética (TGO) é bas-
tante grande. O congelamento ou lio-
filizacdo do soro nao alteram a ati-
vidade da transaminase. A permanén-
cia a temperatura ambiente por 24
lioras ou a 4°C por 5 dias nao altera
a, transaminase glutamico oxaloacéti-
ca (TGO). Esta também pode ser de-
terminada apos alimentacao. O soro e
0 plasma tém atividades equivalentes.

A fransaminase glutamico oxa-
loacetica (TGO) se encontra, princi-
palmente, na fracao soluvel do cito-
plasma, embora as mitocondrias tam-
bém a contenham em menor propor-
cdo (40%). A meia vida da transa-
minase glutidmico oxaloacética (TGO)

”

¢ em torno de 46 a 58 horas (19).
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No sémen, ELIASSON observou
que a transaminase glutamico oxaloa-
céetica (TGO) resistia a uma tempera-
tura de 60°C (3).

Observamos que homogenatos de
tecidos de rato, assim como soros hu-
manos, nao so0 apresentavam também
esta propriedade, como havia uma In-
tensificacdo de cor a esta temperatu-
ra. Como nao encontramos na litera-
tura dados referentes a isto, achamos
interessante relatar as nossas obser-

vacoes.

MATERIAL E METODOS

Utilizamos em nosso trabalho amos-
tras de oitenta e um ratos e seis homens.

A técnica usada foi a de REITMAN e
FRANKEL (%), modificada por King.

Reagentes:

a) Fosfato dissédico M/15: dissolver
11,876g de Na.HPO.. 2H.0 em 4gua ¢
completar a um litro. |

b) Fosfato monopotassico M/ 15: dis-
solver 9,078g de KH:PO.: em 4gua e com-
pletar a um litro.

c) Tampao (pH = 7.45): Misturar
825 ml de a) com 125 ml de b).
d) Substrato:

TGO: dissolver 2,66g de acido d-1 as-
partico e 30 mg de 4cido alfacetoglutirico
em 20,5 ml de soda N, com aquecimento
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ligeiro, se necessdrio; transferir, quantitati-
vamente, para um baldo graduado de 100 ml,
completando até o traco com tampao.

e) 2,4-dinitrofenilhidrazina: dissolver
200 mg em 4cido cloridrico N e completar
a um litro com este 4cido.

f) Hidréxido de sédio 0,4N.

Técnica:

Em dois tubos (“blank” e “test”)., pi-
petam-se 0,5 ml de substrato e deixam-se
tomar a temperatura de um banho-maria,
a 37°C., durante alguns minutos. Adicio-
nam-se ao tubo “test” 0,1 ml de homoge-
neizado ou soro, agita-se, e incubam-se os
dois a diferentes temperaturas; uma hora
apds se adicionar o homogeneizado ou sero,
colocam-se, nos dois tubos 0,5 ml de 2 4-
dinitrofenilhidrazina. Imediatamente, apds
termos adicionado 2,4-dinitrofenilhidrazina
aos tubos, juntamos ao “blank” 0,1 ml de
homogeneizado ou soro. A incuba¢io com
este reagente corado é de 20 minutos, a
37°C. Findo este prazo, adicionam-se aos
tubos 5 ml de soda 0.4N e lé-se entre 30
segundos e 2 horas, em filtro verde, con-
tra o “blank”. Para valores acima de 200
unidades, convém diluir-se o homogeneiza-
do a 1/3 ou 1/5 em tampido e repetir-se 2
dosagem. A adi¢do do reagente corado for-
temente acido (pH=1,05) cessa toda a ati
vidade enzimatica.

RESULTADOS

Acham-se expostos nas figs. 1 e 2
e Tab. 1.
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Fig. 1 — Curva de atividade da TGO em
relagio a temperatura de incubacio.
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Analisando-se a figura 1, observa-
mos que a transaminase glutamico
cxaloacética (TGO) apresenta um oti-
mo de absorcaoc em 60°C. A cor obtida
a esta temperatura é cerca de trés ve-
zes maior que em 37°C. Esta curva ¢
a2 meédia de determinacdes enzimati-
cas em diferentes temperaturas: 37,
4C, 45, 50, 55, 60, 65, 80°C. Utilizamos
como material seis amostras de soro
kumano normal.

Como haveria a possibilidade de
existéncia de algum isozima termoati-

vavel, dosamos a transaminase gluta-
niico oxaloacética (TGO) em diferen-
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les tecidos de rato, incubando-se a
37°C e 60°C respectivamente. Os re-
sultados acham-se expostos na figura
2 e tabela 1.

Analisando-se estas duas, obser-
vamos que foram encontrados, como
era de se esperar, valores mais eleva-
dos no figado e musculos cardiaco ¢
esquelético. A termoativacao tambeém
se apresentou flagrante em todos os
tecidos estudados. Os fatores de ati-
vacao oscilaram entre 2,47-2,88, apre-
sentando valores equivalentes aos en-

contrados no soro humano (2,87).

Isto vem provar que esta ativagcao pa-
rece ser da enzima.

TABELA 1

TGO EM TECIDOS DE RATO

~ Tecidos

TGO (unidades/g ()
Figado 111.605,0 = 71.201,1
Muisculo estriado 64.880,0 = 26.511,0
Pulmao 46.601,0 £ 19.791,0
Rim 57.360,0 £ 17.360,2
Musculo cardiaco  58.880,0 = 24.941,0
Baco 6.360,0 = 2.521,0
Soro sanguineo 231,3 %= 19,4
(a) — Meédia Aritmética = Desvio padrio.

DISCUSSAO

No presente trabalho expusemos
resultados de dosagens colorimétricas
da transaminase glutimico oxaloacé-
tica (TGO) em soros humanos e ho-
mogenatos de tecidos de rato (figado,
musculo estriado e cardiaco, pulmao,
rim, baco e sorc). Observamos que a
jransaminase glutamico oxalcacetica

Fator ativacdo

(Leitura 60°C/37°C

N.2 animais

10 2,88
12 2,53
10 | 2,58
11 2,87
14 2,81
12 2,64
12 2,47

(TGO) apresenta um otimo de ativi-
cdade catalitica a 60°C.

Este fato se nos afigura de real
interesse, ja que se trata de um com-
portamento sui generis de uma enzi-
ma de importancia clinica reconheci-
da. Tanto mais é interessante, porque
¢ sabida a pequena sensibilidade dos
métodos colorimétricos utilizados pa-
ra a dosagem desta enzima.
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Fig. 2 — Atividade da TGO em tecidos de
rato (10%un/g).

A incubacao a 60°C, ao inves de
a 37°C, viria aumentar extraordina-
riamente a possibilidade do meétodo
colorimétrico de dosagem da transa-
minase glutamico oxaloacetica (TGO).
O mecanismo desta ativacao térmica
sera estudado num trabalho posterior.

Conclusoes: Realizamos dosagens
de transaminase glutamico oxaloace-
tica (TGO), utilizando diferentes tem-
peraturas de incubacao.

Usamos, como material, amostras
de soro sanguineo humano, assim co-
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mo homogeneizados de tecidos de ra-
to. As seguintes conclusoes podem ser
extraidas:

1. A transaminase glutamico oxa-
loacética (TGO) apresenta um
otimo de atividade catalitica em
60°C (soro humano).

A atividade neste 6timo é cerca
de trés vezes maior que a 37°C,
temperatura usualmente utiliza-
da para a dosagem da enzima.

Em diferentes tecidos, a termo-
ativacao foi aproximadamente a
mesma, 0 que parece afastar a
possibilidade da existéncia de al-
guma isozima termoativavel, pro-
veniente de um o6rgao especifico.

DD

Co

SUMMARY

Glutamic Oxalacetic transamina-
se is thermoativated. Its optimum of
catalytical activity is at 60°C. At this
temperature, colour is approximadtely
three times more intense than at
37°C, temperature usually utilized for
determination of enzyme activity.

This phenomenon is observed in
human bleod serum and several rat
tissues (liver, heart, striated muscle,
spleen, lung, kidney and blood se-
rum).
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