METODOLOGIA

¥ SEMIOLOGIA
DE LAS ENZIMAS
FFrancisco Durazo Q. EN EL
LABORATORIO
CLINICO.*

i—as ENZIMAS SON catalizadores orga-
nicos, y como tales, aceleran las
diferentes reacciones quimicas que constituyen €l proceso de la vida,
reacciones que sin su estimulo requeririan de muchisimo tiempo para
su desarrollo; por lo que puede afirmarse que las enzimas son manifes-
taciones de la impaciencia de la naturaleza.

Tienen como caracteristica importante el ser altamente especificas
en su accién, y en la funcién del érgano que las produce.

La mayor parte de las enzimas llevan a cabo su trabajo dentro de
las células, es alli en donde las reacciones bioquimicas en que ellas in-
tervienen, se traducen en actividad fisiolégica de los tejidos y 6rganos.

Cada enzima casi siempre interviene solamente en un paso de una
larga cadena de reacciones que comprenden la sintesis o el catabolismo
de un compuesto, por lo que caracteristicamente operan en equipo,
constituyendo los diferentes sistemas enziméticos.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La medida de la concentracién de una enzima se determina por
medio de su actividad sobre un substrato especifico, a una concentra-
cién adecuada y bajo condiciones 6ptimas de pH y temperatura. Dicha
actividad es expresada en términos de “unidades”, las que frccuente-
mente llevan el nombre del autor del procedimiento, y en términos ge-
nerales una unidad representa la liberacién de 1 mg. de uno de los pro-
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ductos de la reaccién enzima-substrato, en un tiempo convencional, bajo
condiciones 6ptimas de pH y temperatura.

El procedimiento comtnmente empleado para la identificacion y
medicién de la actividad enzimatica en el Laboratorio Clinico consiste,
en mezclar una muestra del liquido que contiene la enzima investigada,
con un compuesto con el cual reacciona (substrato). La velocidad a la
cual el substrato es transformado por la reaccion, es determinada mi-
diendo el producto de la reaccidn; o bien la cantidad de substrato que
permanece sin reaccionar después de un tiempo determinado. Se obtie-
ne asi una estimacidon exacta de la concentracién de la enzima en Ila
muestra analizada.

Dicha medicién puede ser hecha por diferentes procedimientos:
El colorimétrico es el mas cominmente empleado, y utiliza un com-
puesto que tiene afinidad por uno de los productos, resultantes de la
reaccién de la enzima con su substrato, formando un complejo colorido
cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracién de la
enzima,

SEMIOLOGIA DE LAS ENZIMAS

Deciamos anteriormente que la mayoria de las enzimas se encuen-
tra en el interior de las células, los liquidos extracelulares (orina, bilis,
plasma sanguineo y L.C.R.), contienen cantidades muy pequefias de
diferentes enzimas. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que
el contenido enzimatico de los liquidos extracelulares, puede aumentar
bruscamente en €l curso de varias enfermedades, y como la elevacién
de una o varias enzimas es caracteristica del érgano afectado, su identi-
ficacién y la medida de su concentracién en el liquido extracelular,
puede proporcionar una informacién diagnéstica de gran utilidad. La
lesién del drgano o tejido afectado que determina la salida de la enzima
hacia el liquido extracelular, puede ser una modificacién en la permea-
bilidad celular; una necrosis; diversos procesos inflamatorios o bien el
efecto de algin tumor maligno sobre un tejido en particular. Es ast
como la constante investigacion bioquimica ha puesto al servicio de la
clinica una serie de determinaciones enzimaticas, la mayor parie de las
cuales se practican en la sangre, y le permiten al clinico conocer la
existencia de un infarto del miocardio, de una hepatitis por virus, dife-
rentes padecimientos seos y pancredticos y el carcinoma de la préstata;
en ocasiones anticipandosea la aparicién de las manifestaciones clinicas,
y constituyendo pricticamente una “biopsia” bioquimica.



Hrvista bpeE A Facvrvan peE Mrepicwa 37

La facil obtencién de suero sanguineo, y la especificidad de las
enzimas en su accién, hacen que dichas determinaciones sean practica-
das con facilidad y seguridad en forma rutinaria en el laboratorio cli-
meo.

Es muy grande el ntmero de enzimas que se han estudiado con
fines diagnoésticos, y en la actualidad la investigacién en este campo e€s
extraordinariamente abundante, con la esperanza de que algin dia no
muy lejano una determinacién enzimatica permita diagnosticar la pre-
sencia de algunos canceres antes de la aparicion de los sintomas.

En esta breve comunicacién nos referimos exclusivamente a aque-
Ilas enzimas cuya determinacién ha quedado sancionada por la experi-
mentacién clinica, y ha demostrado ser de utilidad diagndstica practica.

Fosrarasas

Son enzimas que hidrolizan los ésteres del acido fosférico. De acuer-
do con el pH 6ptimo a que acttan, se le llama a una fosfatasa “alcali-
na”, que actta a un pH de 8.6; y a otra fosfatasa “4cida”, que actia
a un ph de 4.9.

P'OSFATASA ALCALINA

Se mide su actividad por €l método de Bodansky!, y se expresa
el resuitado en unidades Bodansky por 100 c.c. de suero. Una unidad
es la cantidad de enzima capaz de liberar 1 mg. de fésforo de un subs-
trato de beta glicerofosfato de sodio a ph de 8.6 durante una hora de
incubacién a 37° C. Las cifras normales son de 1 a 4 unidades en el
adulto de ambos sexos; y de 3 a 13 unidades en los nifios. Se encuentra
en diferentes tejidos, principalmente: plasma sanguineo, huesos, r1ifién,
mucosa intestinal, leucocitos, glandula mamaria y prdcticamente todas
las células del cuerpo la contienen. o

Esta enzima participa en diferentes procesos metabdlicos que com-
prenden: la formacién de fosfato tricdlcico. La corteza renal es rica en
esta enzima y participa en Ia reabsorcién de la glucosa en el tdbulo
proximal. La mucosa intestinal contiene mas fosfatasa alcalina que cual-
quier otro tejido, y se piensa que alli participa en la reabsorcién de
ghicosa y acidos grasos.

El aumento de la conceniracién sanguinea de esta enzima ocurre
principalmente en dos grupos de enfermedades: a) algunos padecimien-
tos dseos, b) ictericia obstructiva®? (Fig. No. 1).
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PRINCIPALES ALTERACIONES DE LA
FOSFATASA ALCALINA,

a)-ANOMALIAS EN ENFERMEDADES HEPATICAS.

CON ICTERICIA SIN ICTERICIA

OBSTRUCCION 4  LESION QUE OCUPA ESPACIO
CARCINOMA GRANULOMA
CALCULD CARCINOMA

CIRROSIS BILIAR ABSCESO

H. COLANGIOLITICA AMILOIDOSIS

HEPATITIS { VIRUS) A CIRROSIS

CIRROSIS — M. INFECCIOS A

b)-OTRAS ANOMALIAS —

P OSTEOBLASTICA I ~—— PAGET
RAQUITISMO
HIPERPARATIROIDISMO
S. OSTEOQOGENICO
C. METASTATICO
CONSOLIDACION FRACTURAS

Fig. 1

Las enfermedades ¢seas que aumentan dicha actividad lo hacen
aumentando la actividad osteoblastica; las mas importantes son: ostei-
tis deformante o enfermedad de Paget, que origina las elevaciones mas
importantes. Hiperparatiroidismo con balance negativo de calcio. Ra-
quitismo: en este padecimiento la magnitud de la elevacién constituye
un relejo de la severidad; y su determinacién una vez instituido el tra-
tamiento, censtituye un dato prondstico de gran valor.

También cursan con elevaciéon importante de la fosfatasa alcalina
¢l Sarcoide de Boeck; el Sarcoma Osteogénico, v el Carcinoma Metis-
tico de tipo osteoblastico.

En la ictericia obstructiva la causa de la clevacion de la fosfatasa
alcalina no ha quedado definitivamente establecida; un grupo piensa que
se forma le enzima en ¢l tejido 6sco y se excreta por la bilis v en casos
de obstruccién extrahepatica se eleva su concentracién sanguinea por
acumulacién. Otros creen que la enzima se origina en el higado y au-
menta su produccién durante el proceso obstructivo®.

Si bien los valores mas altos de fosfatasa alcalina se han encontra-
do en la ictericia obtructiva por carcinoma, y la magnitud de la eleva-
cién es directamente proporcional al grado de obstruccién; también se
ha encontrado elevada en la ictericia hepatocelular, aunque en menor
grado. El diagndstico diferencial se basa en que: en la ictericia obs-
tructiva la actividad fosfatisica es paralela a la hiperbilirrubinemia;
mientras que en la ictericia hepatocelular la elevacién rara vez alcanza
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ENZIMAS SERICAS EN LA ICTERICIA OBSTRUCTIVA
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valores superiores a 12 U. B. y la bilirrubinemia sigue en aumento pro-
gresivo. Se han comunicado también elevaciones moderadas de la fos-
fatasa alcalina en cirrosis y carcinomas metastatico hepaticos (Fig. No.
2). .

Precisamente la falta de especificidad de la fosfatasa alcalina en
el diagnoéstico diferencial de las ictericias, ha estimulado nuevas inves-
tigaciones, habiéndose encontrado que la 5-Nucleotidasa es 1til en el
diagnéstico diferencial de las ictericias, y no es influenciada por pade-
cimientos 0seos.

5-NUCLEOTIDASA

Es una fosfatasa que hidroliza nucleétidos (adenosina 5. fosfato)
con actividad 6ptima a un ph de 7.5 a 8. La unidad de actividad de
la5-nucleotidasa es semejante a la unidad de Bodansky. Los valores nor-
males son de 0.3 a 3.2 unidades por 100 c.c. de suero. No esti in-
fluenciada por sexo, edad o raza. La observacién clinica ha demostrado
que solamente en enfermedades hepatobiliares se eleva considerable-
mente, y de éstas, en la ictericia por obstruccién extrahepatica, alcanza
niveles superiores a 18 unidades 9.

La fosfatasa alcalina inespecifica puede hidrolizar el substrato de
adenosina 5, fosfato, por lo que es necesario agregar al suero un inacti-
vador de la fosfatasa alcalina como el EDTA, previamente.
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El nivel sérico bajo, de esta enzima en presencia de hiperbilirru-
binemia progresiva, c¢s caracteristico de un severo dafio hepatico.

FFOSFATASA ACIDA

Su actividad se mide por el método de Fishman-Lerner* por hidré-
lisis de un substrato de fenil-fosfato disédico con liberacidn de fenol,
realizando esta hidrdlisis en presencia y en ausencia de L-Tartrato la
diferencia encentrada en la cantidad de fenol liberado, se cree repre-
senta la inhibicién dc la fosfatasa acida de origen prostatice, segun la
comunicaciéon de Abdul-Fadl y King en 19493,

Su actividad se mide en unidades King-Armstrong; una unidad cs
igual a 1 mg. de fenol por 100 c.c. de suero, por incubacién durante
60" a 38° C. y a un ph de 4.9.

Las cifras normales encontradas por nosotros en el Hospital Gene-
1al® son para la fraccién prostatica de: 0 a 0.30 U. K. A,; y para la fos-
fatasa 4cida total: de 0.90 a 2.62 U. K. A. por 100 c.c. de suero.

Las funciones de la fosfatasa acida estdn menos definidas que las
de la alcalina. La préstata humana v la del mono elabora esta enzima
la que estd presente a una alta concentracién en el semen. Se cree que
participa en la desfosforilacién de los ésteres de glucosa, a fructuosa,
la que constituye un elemento energético para los zoospermos.

El nivel de la fosfatasa dcida en el suero sanguineo es poco afec-
tado por otros padecimientos incluyendo neoplasias, con una notable
excepcion: ¢l carcinoma diseminado de la préstata en el hombre. Cut-
man y Gutman comunicaron” el descubrimiento de que ocurre un im-
portante aumento e¢n la fosfatasa dcida del suero, en el cancer discmi-
nado de la prostata. Esta observacion ha constituido la base para una
de las pruebas diagnosticas y prondsticas mas importantes en la clinica
de Cancer. La practica ha demostrado que su informacién estd restrin-
ida a aquellos casos de carcinoma prostitico que ya han rebasado la
capsula y parece poco sensible en los casos de tumor incipiente. Sin
embargo, el diagnéstico del cancer prostitico en su estadio inicial, cons-
tituye un problema ain no resuelto del todo, debido fundamentalmen-
te a que puede pasar inadvertido al examen fisico habitual, por lo que
cualquier procedimiento que, asociado al examen clinico permita su
reconocimiento en una fase temprana, representa una ayuda valiosa.

Los niveles de fosfatasa acida sanguinea, pueden encontrarse anor-
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malmente elevados hasta 16 hrs., después de un traumatismo prostatico
bien sea por masaje, palpacién, operacién o cateterismo.

Sin embargo su informacién ha sido poco sensible en los casos de
tumor incipiente. Kendell y col. de Ann Arbor, demuestran aumentar
ia sensibilidad de la prueba midiendo el incremento que sufre la frac-
cién prostatica de la F. A. 60’ después de la exploraciéon manual; en
el carcinoma se obtiene un aumento de 0.78 U. K. A. o mais.

La terapia estrogénica determina una disminucién anormal de los
mismos niveles, y la administracion de androgenos determina un aumen-
to, por lo que es de reccomendarse tener en cuenta estas observaciones
antes de hacer una determinacién

TRANSAMINASA

Son enzimas quc catalizan la transferencia reversible de un grupo
amino de un aminoicido a un cetoicido, por un proceso llamado de
transaminacién. Aunque se han demostrado varias transaminasas espe-
cificas de substrato en diversos tejidos animales®, los estudios mas am-
plios de transaminasas séricas se han limitado a la transaminasa gluta-
mico-oxalacética (T.G.0.) y a la transaminasa glutimico-piravica (T.
G.P.).

TRANSAMINASA GLUTAMICO-PIRUVICA

Cataliza la transferencia del grupo amino de la alanina al 4cido
alfa-cetoglutarico, con formacién de acido pirtvico y 4cido glutimico.
El procedimiento mas comtinmente empleado para la medida de su ac-
tividad es el de Karmen y Wroblewski®. Las cifras normales en adul-
tos de ambos sexos son de 3.2 a 51 unidades’® por c.c. de suero san-
guineo.

Il contenido dc esta enzima relativamente bajo en el miocardio,
y alto en el higado, hizo pensar a Wroblewski v La Due'* que su de-
terminacién pedria ser de utilidad para distinguir la necrosis miocardica
de la hepdtica. Su elevacién en la sangre en casos de necrosis hepato-
cclular obedece al mecanismo de “escape”. En casos de hepatitis por
virus, el aumento suele ser de 20 a 40 veces la cifra normal; mientras
que en casos de cirrosis, ictericia obstructiva, carcinoma meastitico v
hepatomegalia asociada con insuficiencia cardiaca congestiva, suele pre-
sentarse una elevacién moderada (2 a 5 veces lo normal). Algunos far-
macos, como la cloropromacina, mercaptopurina y salicilatos principal-
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mente, producen también elevaciones moderadas. La elevacién de la
T.G.P. es de gran especificidad para el diagndstico de lesiéon hepatoce-
lular aguda, siendo sus niveles séricos proporcionales a la rapidez y ex-
tensién del proceso de lisis celular, constituye una prueba de gran utili-
lidad en el diagndstico de las ictericias. Tiene su mayor efectividad en
el diagnéstico diferencial entre hepatitis por virus e ictericias obstruc-
tiva; constituyendo una valiosa guia para el pronéstico y tratamiento
de las hepatopatias agudas, especialmente en las cuatro primeras sema-
nas. (Figs. Nos. 3, 4 y 5). Constituye una prueba de lesién hepatoce-
lular aguda, que no valora la cepacidad funcional del hepatocito; de
alli su posible discordancia con las pruebas usualmente empleadas para
valorar la funcién hepitica.

TRANSAMINASA GLUTAMICO-OXALACETICA

Cataliza la transfcrencia del grupo amino del acido d-l-aspirtico
hacia el acido alfa-ceto-glutarico, con formacién de acidos oxaacético
y glutdmico. Para su determinacién se emplea el mismo procedimicnto
sefialado para la T.G.P. con diferencia en el substrato.

Las cifras normales son: de 4 a 40 unidades por c.c.

Esta enzima se ha encontrado en el suero y tejidos de una gran va-
riedad de animales estudiados. En el hombre se ha encontrado en orden

ENZIMAS SERICAS EN HEPATITIZ
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ENZIMAS SERICA® EN LA CIRROSIS
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de concentracién decreciente: en el miocardio; higado, tejido misculo
esquelético, nfidn y pancreas.

La observacién de La Due y col. sobre la elevacién de 1a T.G.O.
en el suero de enfermos con infarto del miocardio abrié un amplio
campo de invetsigacién clinica en esta entidad, con otras enzimas prin-
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cipalmente deshidrogenasa lactica (D. L.), aldolasa; tributirasa y colines-
terasa.

Las mds ampliamente estudiadas han sido la T.G.O. y la D.L.
Ambas han probado su utilidad en el diagnéstico del infarto del mio-
cardio en ocasiones cuando ¢ste no alcanza a producir alteracidon clec-
trocardiografica.

La T.G.O. se eleva de 2 a 20 veces la cifra normal dentro de
ias primeras 12 a 48 horas después del infarto; descendiendo hacia el
tercer dia. Elevaciones secundarias han sido observadas debido a la ex-
tension del proceso inicial o a un nuevo infarto en el mismo paciente.

fa elevacién de la D.L. ocurre de 2 a 10 veces la cifra normal la
que es de 200 a 680 unidades por c. ¢. de suero, y permanece elevada
2 a 3 dias mas que lIa T.G.O. (Fig. No. 6).

ENZIMAS SERICAS €N INFARYQ OFL MIOCARDIO
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Fig. 6

En vista de la incspecificidad de ambas determinaciones, es impos-
tante que se practiquen determinaciones seriadas, pues una sola deter-
minacién, aunque valiosa, no es especifica. La elevacién y el retorno a
lo normal de ambas determinaciones, dentro de un periodo aproxima-
do de 4 a 12 dias, es generalmente considerado como de ayuda signi-
ficativa en el diagnéstico del infarto dcl miocardio.

Deciamos que la elevacién de la T.G.O. y la D. L. no es especi-
fica y puede elevarse en otros procesos diferentes del infarto, entre los
que han sido estudiados con mds amplitud, cabe mencionar: necrosis
hepdtica, cirrosis; tuberculosis hematdgena; congestién hepatica, carci-
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noma metastitico, ictericia obstructiva, necrosis de misculos esqueléti-
cos, pancreatitis, necrosis renal y cerebral.

ENZIMAS PANCREATICAS

De las diversas pruebas utilizadas para establecer algiin padecimien-
to o disfuncién pancredticas, la determinacién de las enzimas pancres-
ticas en la sangre es la mads utilizada por el momento.

AMTLASA

Es una hidrolasa que acta sobre un substrato de almidén cuya
degradacién produce liberacion de malto-dextrinas y otros azdcares con
propiedades reductoras, a una temperatura de 37° Cy un ph de 6.8 a 7.

Existen diferentes procedimientos para medir su actividad, el més
conocido es el de Somocyr'2.

Los valores normales varian entre 60 y 180 unidades por 100 c.c.
de suero o plasma, una unidad representa la actividad reductora equi-
valente a 1 mg. de glucosa.

Esta enzima, que constituye un producto de seccrecion exdcrina, en
condiciones normales pasa en pequefias cantidades de las células acino-
sas a través de los espacios intersticiales, hacia la circulacién, lo que re-
presenta cierto grado de secrecién enddcrina.

Las glandulas salivales y el higado, constituyen una fuente adicio-
nal de amilasa.

La principal significacién diagnostica del aumento importante de
la concentracién sanguinea (10 veces o mas la cifra normal), lo da la
pancreatitis aguda, en la que es frecuente observar valores superiores a
1000 unidades en las primeras 12 a 24 horas, para regresar la norma-
lidad en 3 6 4 dias. De aqui que el valor miximo de esta determina-
cién, estd precisamente en el estadio inicial, después, aunque el proceso
inflamatorio continda activo, se encuentran cifras normales o muy cer-
canas a lo normal, lo que entonces puede indicar upa extensa destruc-
cién del pancreas (Fig. No. 7).

Se ha sefialado también el aumento de amilasa sérica, aunque no
tan elevado como en la pancreatitis aguda, en diversos procesos pato-
logicos, intra y extra abdominales, que en ocasiones hacen dificil la in-
terpretacion; entre ellos cabe mencionar: tlceras duodenales penetran-
tes a pancreas.
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Lipasa

Su determinacién se lleva a cabo por el procedimiento de Cherry
y Crandall'® el que se basa en la estimacién del 4cido graso producido
por la hidrélisis que efectta la enzima contenida en el suero sanguineo,
sobre un substrato de accite de oliva, durantc un periodo de 24 horas
a37Cyaunphde6.8al7.

El resultado se expresa en c.c. de hidréxide de sodio N/Z0 gas-
tados en la titulacion.

Las cifras normales se consideran entre 0.5y 1.5 c.c. de hidréxido
de sodio N/20.

Los aumentos de lipasa sérica tienden a ser paralelos a los de la
amilasa, pero ocurren en fase mas tardia durante la pancreatitis, para
persistir por mayor tiempo.

La medicién de la lipasa sérica es complemento de la amilasa, sobre
todo en la fase tardia de la pancreatitis, alcanzando valores entre 2.5
y 5 c.c. de NaOH N/20. No hay comprobacién de que los valores dc
iipasa sean afectados por algtin padecimiento hepatico. Sin embargo,
es necesario tener prescute que la hiperlipasemia puede presentarse du-
rante la obstruccion intestinal, y durante las parotiditis.

La determinacién de la actividad de tripsina en el suero en relacién
con las enfermedades agudas del pincreas ha sido considerada por al-
gunos autores como de mayor sensibilidad; sin embargo, en la prictica

clinica no se emplea ccn la frecuencia de las determinaciones anterior-
mente mencionadas.
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PEPSINOGENO PLASMATICO

Es un precursor de la pepsina, la cual es excretada en la orina y
determinada como uropepsina, Se les considera al pepsinégeno plasma-
tico y a la uropepsina, como muy buenos indicadores de la actividad
péptica del estémago, ya que se ha demostrado la correlacion que exis-
te entre la cantidad de pepsina del jugo gistrico y los niveles de uro-
pepsina y de pepsindgeno plasmatico. Estos aumentan en los casos en
que hay hipersecrecién, como en la tlcera duodenal. En cambio, en
la anaclorhidria se encuentran niveles inferiores a los normales.

La determinacién del pepsinégeno plasmatico se realiza por la téc-
nica de Mirsky v col.'4. Las cifras normales encontradas por Martinez
v col.’® son en aduitos de ambos sexos, de 96 a 238 unidades por 100 c.c.
de plasma. (promedio 167). Los niveles aumentan significativamente
en la Glcera péptica y disminuyen en la anemia perniciosa, y en el cin-
cer gastrico.

RESUMEN

Se mencionan en forma breve las principales caracteristicas de las
enzimas, haciendo hincapié en su especificidad y en sus caracteristicas
fisico-quimicas. Se describen los principales procedimientos empleados
en el Laboratorio Clinico para medir la actividad enzimatica y final-
mente se hace una revisién de la semiologia de las determinaciones en-
zimiticas, mencionando exclusivamente aqueilas que ya han sido san-
cionadas por la experimentacién clinica, como son: las fosfatasas 4cida
y alcalina; la 5-nucleotidasa; las transaminasas glutdmico-pirtvica y glu-
tdmico-oxalacética; la amilasa y lipasa pancreiticas; y el pepsinégeno plas-
matico.
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