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CAPITULO I

INTRODUCCION




INTRODUCCTION

La enfermedad humana, herditaria o adquirida, tiene una -
base bioquimica o se acompafia por alteraciones bioquimicas.
El laboratorio Clinico General y el laboratorio de Bioquimi-
ca Genética tiene una funcién central en la identificacién y
medicidén de dichas alteraciones.

Laboratorio Clinico General.-

La enzimologia tiene su primer antecedénte en 1308, cuando -
Wohlgemuth, demostrd que el ser humano exhibia una actividad
de amilasa en suero y concluyd que ésta era liberada del pén
creas o de la glandula pardtida. Posteriormente, diferentes-
grupos de trabajo, demostraron el incremento en el suero de-
diferentes enzimas en pacientes con diversas enfermedades; -
simultaneamente se fueron desarrollando métodos cada vez méas
sensibles y especificos para la cuantificacidén de actividades
enzimAticas y el diagndstico se fué convirtiendo en una prac
tica comin de la gquimica clinica. ( 1 ).

Actualmente, la cuantificacién de actividades enzimaticas
en diversas muestras biolégicas, se utiliza como un auxiliar
de diagnéstico, control de terapia y prondstico de dafio tisu
lar. La muestra bioldégica usada con mayor frecuencia es el -
suero sanguineo. Normalmente en el suero estdn presentes madl
tiples enzimas debido a un "escape" o "derrame" de sus teji-
dos de origen, dichas enzimas son removidas de la circulacif
por excrecidén y por degradacidn mefabélica. El "escape" o --
"derrame" de una enzima de su tejido de origen a la circula-
cién puede aumenbar por una enfermedad y, la especificidad -
diagnéstica de un cambio en el nivel de actividad de una =--
enzima en el suero, estd en relacidén inversa a la extensidén-
de su distribucidn tisular. Asi, las enzimas con una distri-
bucién tisular restringida a uno solo o a pocos érganos, tie
nen un significado diégnéstico elevado respecto a la locali-
zacién de la enfermedad en un érgano éspecifico y las enzimes
Que tienen una distribucién en miltiples tejidos, tienen un-

significado menos preciso, ( 2 ) .




La magnitud del incremento en la actividad de una enzima
en el suero, depende de dos factores:
a) La velocidad de su liberacién de su tejido de origen y

b) La velocidad de su remocidén de la circulacién, (2).

Un fenémeno que exhiben la mayorfia de las enzimas es la -
ocurrencia de isoenzimas. Las isoenzimas se defiﬁen como mdl
tiples formas moleculares, funcionalmente similares de una -
enzima, que ocurren en un solo individuo o en diferentes miem
bros de la misma especie, ( 3, 4 ).

Las causas de la generacidén de isoenzimas son:

a) La ocurrencia de multiples loci genéticos que codifican -
para cadenas polipetidicas estructuralmente diferentes de
.1a enzima. .

b) La ocurrencia de alelismo miltiple en un solo locus, deter
minando versiones estructuralmente distintas de una cadena
polipetidica particular y

¢} La ocurrencia de formacidén de isoenzimas " secundarias "-
debido a modificaciones postraduccionales de la estructura

de la enzima.

En el caso particular de cualquier enzima, puede estar --
operando mas de una de éstas causas para generar las milti--
ples formas observadas, (4). Las isoenzimas pueden ser iden-
tificadas y caracterizadas por diferencias en sus propieda--
des cualitativas, tales como: movilidad electroforética, ter
moestabilidad, respuesta a inhibidores y activadores, afini-
dad por sus-tratos, etc. Ciertas isoenzimas estdn presentes-
en la misma célula, pero tiemen una localizacién subcelular-
diferente: una forma molecular estd localizada en el citosol
y otra en al mitocondria. Las formas soluble y mitocondrial-
de la enzima son codificadas por loci genéticos diferentes,
(2, 4).

Las diferenpes proteinas que constituyen un set de isoen-
zimas pueden estar presentes en la misma célula, pero también
puede haber marcadas diferencias en los patrones de isoenzi-

mas entre células de diferentes tejidos. Para reconocer un -



extracto del tejido en estudio. Cuando en una enfermedad au-
menta el '"escape" o "derrame" de una enzima de un tejido (o-
tejidos ) en ocasiones es posible identificar su distribucién
tisular especifica en una muestra de suero por medio de los-
diferentes métodos sefialados anteriormente (movilidad electro
forética, termoestabilidad, respuesta a inhibidores y activa

dores, etc.), (1,4).

Las enzimas comunmente usadas como auxiliares en el diag-
‘"néstico de patologia tisular son: Amilasa, Lipasa, Transamina
sa glutdmica-pirdvica (TGP), Transaminasa glutdmica-oxalacéti
ca (TGO), Deshidrogenasa léptica (DHL), Fostatasas acida(Fac)
y alcalina (Fal), Aldolasa, Isocitrato deshidrogenas (ICD),-
Sorbitol deshidrogenasa (SORD), Creatin fosfoguinasa (CK), -
(2).

Amilasa y Lipasa.- El diagnéstico de enfermedad pancbeéti
ca aguda puede facilitarse por medio de la demostracién de -
niveles séricos elevados de las enzimas digestivas amilasa y
iipasa pancredticas. Al cuantificar actividad de amilasa debe
distinguirse entre la isoénzima de origen salival y la isoen
zima de origen pancreéatico, la'separacién puede efectuarse -
poe medio de electroforesis, (2).

TGO y TGP.- En ciertas enfermedades que involucran teji--
dos ricos en éstas enzimas, particularmente el higado y el -
miocardio, ocurre un incremento en los niveles séricos de ac
tividad de transaminasas. Esto se debe presumiblemente a la-
liberacidn de cantidades anormales elevadas de los tejidos -
dafiados. En lesiones inflamatorias, degenerativas y neoplési
cas del higado, se producen niveles séricos elevados de TGO-
y TGP. La forma de enfermedad cardiaca en la cual la determi
nacién de los niveles séricos de TGO es de mayor valor, es -
el infarto del miocardio, el cual se acompafia caracteristica
mente de un aumento significativo en la actividad de TGO. El

nivel de TGP puede permanecer relativamente sin cambios (2),



DHL.- La DHL es una proteina tetramérica formada por cua-

tro subunidades polipeptidicas, las cuales pueden ser de dos
tipos: subunidades H (heart) y subunidades M (muscle); las -
sﬁbunidades H y M son codificadas por loci genéticos diferen
tes. La DHL es una enzima que exhibe mdiltiples formas molecu
lares {(isoenzimas), dqbido a la pcurrencia de miltiples loci
geneticas que codifican para las cadenas polipetidicas H y M,
4’ H3M, H2M2, HM3,M4.
Estos tetrémeros corresponden a las isoenzimas DHL-1, DHL-2,

Hay cinco tetrameros posibles de DHL: H

DHL-3, DHL-4, DHL-%5 respectivamente.En un corrimiento elec--
troforéticgi pH alcalino la DHL-1 tiene la mayor movilidad -
anédica, seguida por la DHL-2 y asi sucesivamente hasta la -
DHL-5 la cual es la isoenzima con menor movilidad. La DHL-1-
y DHL-2 predominan en el corazdén, mientras que la DHL-5 es =
mads abundante .en el higado. La DHL-1 es relativamente esta-
ble al calor, es activa en presencia de urea 2M y tiene ade-
mas, actividad dee(hidroxibutirato deshidrogenasa; la DHL-5

es ineéstable al calor, es inhibida por urea 2M y no tiene --
actividad de e¢thidroxibutirato deshidrogenasa. Por lo tanto -
en el infarto del miocardio se puede demostrar los niveles -
séricos elevados de DHL-1 midiendo DHL. sérica estable al ca-
lor o resistente a la urea. o bien estimando la actividad de
e{hidroxibutirato deshidrogenada sérica. En pacientes con --
hepatitis aguda ocurre un incremento en los niveles de DHL -
en suero, a expensas de la DHL-S5, (2,4).

ICD.~ niveles séricos elevados se observan consistentemen
te en presencia de.enfermedad hepdtica aguada, (2).

SORD.- A semejanza de la ICD, niveles séricos elevados de
SORD, son virtualemente especificos de enfermedad hepato-ce-
lular aguda, (2).

Aldolasa.~ En la hepatitis viral, en la necrosis hepéitica
y en las enfermedades malignas del higado, ocurren un incre-
mento en los niveles séricos de ésta enzima. La aldolasa sé-
rica puede estar significativamente elevada en la distrofia-

muscular progresiva, alin en estadfios iniciales cuando el - -



diagndéstico es dificil. Su determinacidén es de valor, ya que
la regla es que en enfermedades musculares de origen nervio-
so ( atrofia espinal progresiva, poliomielitis) los valores =
sean normales., Esisten miltiples formas involucradas de la -
aldolasa, (2).

FAl.- La medicidn de la Fal en suero tiene valor clinico-
principalmente en el estudio de pacientes con enfermedades -

del esqueleto, del higado y del tracto biliar, Su determina-

cidén es Gtil en el diagnédstico diferencial de los desdrdenes
esqueleticos, particularmente en aquellos acompafiados de una
deficiente mineralizacién, La actividad de FAl sérica estd -
consistente y considerablemente elevada en el raquitismo y -
en la osteitis deformans ( enfermedad de Paget), y estd con-

siderablemente disminuida o ausente en la hipofosfatasia, ~--

También se encuentran niveles séricos elevados de FAl en ic-
tericia obstructiva y menos freceuntemente en la ictericia -
hepatocelular. La FAl exhibe la ocurrencia de isoenzimas, (2).

FAc.- El significado en un incremento en los niveles séri
cos de FAc es el siguiente:~"Corrobora el diagnéstico de céan
cer prostdtico metastdsico sugerido por otros métodos de exa
men. -Puede proporcionar evidencia de metdstasis antes degue
és;a sea demostrable de otra manera. - Indica el origen pros
tdtico de las lesiones metastdsicas cuendo el tumor primario
no puede ser detectable clinicamente. - Detecta recurrencia
o progresidén después de un periodo de quiescencia, (2).

CK.- Esta enzima se encuentra en grandes cantidades en mis
culo esquelético, pero también en cantidades muy apreciables
en misculo cardiaco y cerebro..La CK es una enzima diméreica,
formada por dos subunidades tipo B o tipo M. La subunidad M-
es predominante en el misculo y la subunidad B es predominan
te en el cerebro. Se han reconocido tres isoenzimas de CK en
el plasma de acuerdo a su composicién de subunidades, Las --
cuales son referidad como BB, MM y MB. En las enfermedades -
de misculo esquelético ocurre un marcado incremento en los -
niveles de CK en suero. Por ejemplo en la distrofia nuscular
tipo duchen, los niveles de Ck en suero son hasta 50 veces -

superiores a los normales. En &éste caso la actividad total -



de CK se eleva principalmente a expensas de la isocenzima MM,
los niveles séricos elevados de CK total, son un indicador -
muy sensible de dafio agudo del miocardio; con elevaciones --
significativas en 95-100% de los pacientes con infarto. La -
demostracién de niveles séricos elevados de laisoenzima MB -
le confiere especificidad al diagnéstico de infarto del hio—

cardio (2,3).

Son numerosos ios métodos (colorimétricos, espectrofotomé
tricos, fluorométricos, radioisotépicos) para la cuantifica-
cién en suero de las actividades enzimaticds sefialadas ante-
riormente, (5). Si bien hay métodos colorimétricos para va--
rias enzimas, para otras éste tipo de metodologia es poco --
sensible y se hace necesario cuantificar éstas actividades -
enzimdticas por métodos mads finos, como los espectrofotomé--
tricos, los fluorométricos o los radioisotdépicos, de éstos -
dltimos, los espectroforométricos son las mas comunmente u—-
sados para la cuentificacidn de varias enzimas en el rango -
Ultravioleta (340); Sin embargo, la infraestructura a nivel-
de equipo,para laejecucién de a metodolbgia-més sensible, --
s6lo se encuentra en los laboratorios de los grandes centros
hospitalarios, generalmente los llamados Hospitales de tercer

nivel.

Laboratorio de Bioquimica Genética.-

Se conocen mads de 150 enfermedades metabdlicas cuyas caracte
risticas clfnicas y bioquimicas son atribuidas a la deficien
cia congénita de una enzima especifica como consecuencia de-
una mutacié% génica, tales condiciones se denominan Errores-
Innatos del Metabolismo (EIM) y la mayoria de ellos se here-
dan como rasgos mendelianos recesivos, (4,6,7).

Las enzimas involucrados en las diferentes EIM son muy di
versas y estdn relacionadas con miltiples aspectos de metabgo
lismo. Las alteraciones clinicas y metabélicas resultantes,-
también varian ampliamente. Considerados individualmente los
diferentes EIM son poco frecuentes, sin embargo, como grupo,

constituyen un importante problema de salud. Frecuentemente-



sus signos y sintomas son inespecificos, lo que dificulta el
establecimiento del diagnéstico y consecuentemente el trata-
miento;por ésta razén, la blisqueda de anormalidades matabbli
cas en pacientes con enfermedades, probablemente genéticas,-
no diagnosticadas, 'debe ser una préctica médica sistemética,
{5,8)., En diversas partes del mundo existen centros para la-
deteccién de EIM en individuos de la poblacién en general --
(recién nacidos) y/o en pacientes de consulta hospitalaria -
con sospecha de enfermedad hereditaria.

Dos de la miltiples funciones del laboratorio de Bioquimi
ca Genética, orientadas hacia el paciente son:
~ Servir como agente diagnéstico y facilitar el tratamiento- .

Y manejo clinico del paciente y
~ Disefiar nuevos métodos para la identificacién de EIM.

Como las enzimas involucradas en las diferentes EIM son -
muy diversas y estén relacionada con miltiples aspectos del-
metabolismo y la mayoria de éstas enfermedades hereditarias-
son poco frecuentes y su deteccién implica el estudio de un;
nimero elevado de individuos; resulta practicamente imposible
montar un laboratorio con los recursos metodolSgicos y de e-
quipo n;cesario, para la deteccidén y caracterizacién de todos
los EIM conocidos.

Sin embargo, los avances cientificos y tecnolégicos de --
las dltimas décadés han hacho posible el desarrollo de proce
dimientos de laboratorio cualitatives, para la identificacién
presuntiva de individuos con EIM. Estos procedimientos inclg
yen:

a) Pruebas cualitativas de color, de turbidez o de precipita
cién para la identificacién de concentraciones anormales en-
orina de aminoécidos y metabolitos derivados de éstos, de -
cidos orgdnicos, carbohidratos y mucopolisacéridos; b)pruebes
cromatrograficas para la identificacibén de concentraciones -
anormales de aminoicidos y de aziicares en sangre y orina; --
¢) Prueba microbiolégicas para aminolcidos y azﬁpares en san

gre; y d) pruebas enzimdticas cualitativas. La funcién prima




ria de todos los procedimientos sefialados anteriormente es-
de seleccidén, un resultado positivo en cualquiera de lag =--
pruebas constituye una indicacién para la ejecucién de estu
dios bioquimicos confirmatorios. Las grandes ventajas de --
éstos procedimientos son: su sencillez, su facilidad de im-
plementacidén y bajo costo, caracteristicas tales que hacen
posible la aplicacidén de éstos métodos a un nimero elevado-
de individuos, con el objeto de tamizar para EIM. La confir
macidén del diagnéstico de un desorden hereditario se puede-
hacer estudiando cuantitativamente las deficiencias enzimé-
ticas en cultivo de fibroblastos de piel, en eritrocitos --
asi como en leucocitos aislados. También se emplean estudios

enzimidticos en biopsias de tejidos sélidos, (6,8).

Antes de sustentar el planteamiento del problema, motivo
de ésta tesis, usaremos como ejemplo la estrategia para el-
diagnéstico de los errores innatos del metabolismo del eri-
trocito; también conocidos con el nombre de eritroenzimopa-

tias hereditarias.

Se han descrito mads de 20 diferentes deficiencias here-
ditarias de enzimas de eritrocito; el fenotipo clinico co;—
mdn en por lo menos 14 de las eritroenzimopatias heredita--
rias, esté caracterizado por la presencia de anemia hemoli-
tica aguda o crdénica. En aﬁsencia de informacién proporcio-
nada por los estudios enzimaticos, es dificil distinguir --
un defecto de otro. La realizacidén de éstos estudios enzimi
ticos en pacientes con sospecha de eritroenzimopatias aso--

ciadas a sindromes hemoliticos, es laboriosa,. puesto que =~

es necesario cuantificar por lo menos 14 actividades diferen

tes de una sola vez para determinar si estd presente una de
las multiples deficiencias conocidas. Ademds no compensa la
cantidad de tiempo invertido debido a la prevalencia relatji

vamente baja de una eritroenzimopatia particular, (9,10).




Reéientementé?gh 1980 y 1981, ‘en la Divisisn de Genética
de la Unidad de Investigacién Biomédica, del Centro M&dico -
de Occidente del IMSS, se disefiaron varios procedimientos --
,enzimdticos cualitativos'( 11-13), los cuales usados en com-
binacién con los métodos cualitativos similares descritos —-
previamente en la literatura (14-16) permiten la deteccidén -
de 9 diferentes eritroenzimopatias hereditarias asociadas --
con anemia hemolitica. Este tipo de metodologia facilita --
c&psidérablemente la deteccidn de errores innatos del metabo
lismo del eritrocito en un nimero elevado de individuos; -
la mayoria de las muestras daréan resultados negativos y por-
lo tanto 'son eliminados de estudios adicionales. En los ca--
sos positivos, se facilita la seleccidn de la metodologia --
cuantitativa‘especifica con fines confirmatorios. Las carac-
teristicas de ésta metodologia cualitativa son tales, que --
por su sencillez, versatilidad y economia pueden llevarse a-

la practica en laboratorios con recusos minimos, { 10 ).

~ Esta metodologia ha sido utilizada en el Centro Médico -
de Occidente, en un programa para la deteccidn de eritroeﬁzi
mopatia hereditarias en pacientes con anemia hemolitica y en
recién nacidos con hiperbilirrubinemia, cuyos objetivos son-
diagnéstico, prevencién’'y determinacién de la frecuencia re-

lativa para evaluar la magnitud como problema médico (17).

En los métodos_enziméticos cualitativos sefialados ante-
riormente se aprovecha la propiedad que tienen los nucleé--
tidos de piridina reducidos (NADH y NADPH) de fluorescer in-
tensamente cuando se activan con luz ultravioleta de onda -
larga {14). Los énsayos se basan en la reduccién de un nu--

cledtido de piridina oxidado (NAD* o NADP*) en unos pgto—-

todos y, la oxidacién de un nucledtido de piridina reducido

(NADH o NADPH) en otros.

10




(Fig. I). Reduccién de un nucleétido de piridiﬂé oxidado.

7 sustrato --ENZIMA - % PRODUCTO

(nap* o6 NaDPT ) (NADH o NADPH)

Oxidacidén de un nuclebétido de piridina reducido

SUSTRATO --ZNZIMA . » PRODUCTO

(NADH o NADPH) {NAD* N o NADPY)

El mismo procedimiento general se utiliza en todos los
métodos;un vollimen de sangre se agrega 2 10 volimenes de -
la mezcla de reaccién que contiene el sustrato de la enzi-
ma correspondiente, el nucleétido de piridina Y un agente-
hemolitico (10). Inmediatamente después de la edicidén de--
la muestra de sangre a la mezcla de reaccidén, se toma una-

alicuota (S5 a 10 Pl) de la mezcla de incubacién y se colo-

11

ca sobre un papel filtro (tiempo ); la mezcla de incubaciébn

se introduce en un bafio de 37° C y después de perfiodos de-
tiempo especificos para cada método se toman alicuotas adi
cionales que se colocan sobre el papel filtro. Después de-
gque se han secado las manchas se examina el papel filtro -
en la obscuridad bajo luz ultravioleta de onda larga para-
observar la aparicién o desaparicién de fluorescencia se--

gﬁn el método especifico (10).

Existen procedimientos enzimdticos cualitativos de ta-
mizaje por fluorescencia para la identificacidén de otros -

EIM tales como: a) metahemoglobinemia; b) galactosemia por

deficiencia de la transferasa o de la epimerasa de la galac

tosa; ¢) inmuodeficiencia combinada grave por la deficien-



cia de la enzimaadesnosina desaminasa y 4) hiperargininemia
por deficiencia de la enzima arginasa. Por la gravedad del
cuadro clinico y por la posibilidad de terapia, la detéc--
cidén temprana es particularmente importante en las Gltimas

tres enfermedades, (12-23).

JUSTIFICACION .
Los Laboratorios de los gospitales de primer nivel -
carecen del equipq necesario para la ejecucidén de estudios
enzimAticos cualitativos para el diagnéstico, pronéstico,-
‘control de terapia y evaluacién de la enfermedad. Es desea
ble disefiar metodologia enzimdtica cualitativa de fécil --

implementacién y que no requiera de equipo sofisticado.

12




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios enzimaticos cualitativos, no se llevan-
a cabo en los laboratorios clinicos generales de los hos-
pitales de primer nivel por carecer de la instrumentacién
necesaria (Espectrofotémetros UV); lo mismo ocurre con -
varios hospitales de segundo nivel. Por ésta razén los —-
pacientes tienen.que ser derivados a hospitales de nivel-

superior.

A semejanza de los procedimientos cualitativos para-
la detencdén de las eritroenzimopatias hereditarias y de-
otros errores innatos del metabolismo, es factible disefiar
metodologia enzimadtica cualitativa para el diagnéstico de
patologia tisuiar, de fécil implementacién y que no requie
re del uso de espectrofotdémetros UV. La funcidén primaria-
de ésta metodologia seria de seleccidén y UGnicamente en --
aquellos pacientes con resultados positivos se practica--
rian eéﬁudios cuantitativos confirmatorios y otras prue--

bas especializadas.

En la Divisién de Genética de la Unidad de Investiga-
cién Biomédica de Occidente se estd implementando un es--
. tudio piloto a escala de laboratorio cuyo objetivo central
es el disefio, estandarizacién y evaluacidén de metodologia
enzimdtica cualitativa para el diagnéstico de patologia -
tisular. Varias enzimas comunmente usadas en la practica-
médica como auxiliares de diagndéstico de patologfa tisu--
lar, son -potencialmente susceptibles de ser estimadas cua .
litativamente; éstas enzimas son: la CK, DHL, SORD. TGO,-
TGP, FAC, FAL y 1la ICD.
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Capitulo II

OBJETIVO



DISENO, ESTANDARIZACION Y EVALUACION DE UN -
METODO CUALITATIVO POR FLUORESCENCIA PARA LA DETECCION DE
INDIVIDUOS CON NIVELES SERICOS ELEVADOS DE ICD, ENZIMA --
UTILIZADA COMO MARCADOR DE DANO HEPATICO AGUDO.
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HIPOTESIS. "




EL METODO CUALITATIVO POR FLUORESCENCIA DE
LA ICD PUEDE SER UTILIZADO COMO AUXILIAR DE DIAGNOSTICO -
EN LA DETECCION DE DANO TISULAR HEPATICO.
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MATERIAL Y METODOS.

Prinbipio del método (Fig. 2).- Descarboxilacién oxi
dativa de Isocitrato a & cetoglutarato por la Isocitrato -
Deshidrogenasa (ICD). -

) ICD
ISOCITRATO ~e—-coecmmm e » & CETOGLUTARATO
+
NADP NADPH
(no fluorescente) (fluorescente)

La presencia de ésta actividad enzimdtica se estima -
visualmente por la reduccién de NADP® (no fluorescente) a-
NADPH (Fluorescente) que ocurre cuaﬁéo se forma & cetoglu-
tarato. Normalmente los niveles séricos de ICD son muy ba-
jos o nulos y en presencia de hepatitis viral o aguda és--
tos se incrementan notablemente. Por lo tanto,‘en una mues
tra de suero de un individuo normal no ocurriria aparicién-
‘de fluorescencia o ésta seri muy leve; mientras que en un-
paciente con dafio hepdtico la flourescencia serd muy integ
sa debido al "escape " o "derrame'" de la ICD del higado a-

la circulacién.

- Material.- Lampara de luz ultravioleta manuel. de on-
da larga (366 nm), papel filtro Whatman No. 40.
Muestras: se analizaron tres tipos de muestras de suero:
a).- Suero de pacientes con diagnéstico clinico de hepati-
tis, (n= 5).
b).- Suero de pacientes con niveles séricos’ elevados de --
Tgo y TGP. En la mayoria de éstos pacientes la impre-

sién diagnéstica fué "en estudio", (n= 28)
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¢).- Suero de individuos normales; (n= 14)

Los tres diferentes tipos de muestras se oBtuvieron -
de los laboratorios clinicos de los Hospitales de Pediatria
de Especialidades del Centro Médico de Occidente y del Hos-
pital Ayala. El.diagnéstico o la impresidén diagnéstica de--
cada pacieﬁte sé obtuvo de la orden de estudios de laborato

rio solicitados.por el médico tratante.

En los pacientes con diagnéstico de hepatitis aguda -
se investigd su expediente para certificar dicho diagnosti

co.

Varias muestras fueron mantenidas-a 20° C durante 7 -
dias, y la actividad de ICD fué estimada al 1° y 7° dia --

por el método cualitativo y cuantitativo.

- Reactivos.- Buffer Tris-HCl1 0.4 M, pH 7.5; DL-Isocitrato
30 mM; NADPY 7.5 mM; MnCl, 20 mM.

- Composicidén de la mezcla de reaccidén y procedimiento del
método cuilitativo flourescente.

Adicionar los siguientes reactivos a dos tubos de ensaye -

de 13 x 100;

Reactivos: Voldmen (Microlitros):
' Problema. Blanco
Tris-HCl 0.4 M, pH 7.5 ccceveccea- 10 —-————-- - 10
MCl, 20 mM  —----moo o memmmeeee 10 cmmmeeee 10
DL- Isocitrato 30 mM —m—mmsomeeoe- 10 —wmeme—— -
NADPY 7.5 mM emmmoemmommmcoomeeeo 5 1+ S 10
SUERO ~---ececmre e crc e e + ———————— +
H O ¢€bp —e-comcrcmcemm e c e e e e 100 eee—mee- 100

20
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Inmediatamente después de la adicién de la muestra de
suero a la mezcla de reactivos, se toma una alicuota (Srl)
de la mezcla de incubacidn y se coloca sobre un papel —---
filtro (tiempo 0); se incuban ambos tubos a 37° C durante
una hora y cada 10 minutos se toman alicuotas adicionales
que se colocan sobre el mismo papel filtro. una vez que se
han secado las manchas, se examinan en la oscuridad bajo -
luz ultravioleta de onda larga (366 nm) para observar la -

aparicién de fluorescencia.

La flourescencia se gradda por cruces, de acuerdo a la

SIGUIENTE ESCALA:

-- = Ausencia de Flourescencia.
- + = Fluorescencla Leve.
++ = Fluorescencia de intensidad Media.

+++ = Fluorescencia muy Intensa

La actividad de ICD fué cuantificada por el procedi-
miento de Wolfson-Williams (5) modificado, para correlacio
‘nar los resultados obtenidos, con la fluorescencia resul-

{ tante en el método cualitativo.
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...+ . RESULTADOS Y DISCUSION

Se pretendfan encontrar las condiciones Sptimas en las
cuales, las muestras de suero de individuos noramles mos-
traran fluorescencia leve o ausencia de flourescencia a -
tiempos de incubacién prolongados y las muestras de pacien
tes con daflo hepatico a tiempos muy cortos y que fuese muy
intensa a tiempos prolongados, de tal forma que la distin-
cidn entre los individuos con niveles séricos normales de-
ICD y los individuos con niveles elevados, fuese muy evi-=-

dente.
Con éste propésito se estudiaron dos variables:

1.- Efecto de la concentracidén de la enzima (volimen de --
suero), contra la velocidad de la reaccién (grado de -
fluorescencia) en tiempos de incubaéién determinados.

2.- Velocidad de la reaccién (grado de fluorescencia) con-

tra tiempo de incubaci-on.

- Tiempo de incubacién de 60 minutos con toma de alie
cuotas cada 10 minutos.
1.- Efecto de la concentracién de la enzima contra veloci
dad de la reaccién.

En varios experimientos se determiné la velocidad de-
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la reaccidén contra volimen de suero (10, 20, 30, 40 y 50 Pl)

de un individuo normal; el tiempo de incubacién fué de 60-
minutos con téma de alicuotas a los 10, 20, 30 y 60 min., -
En todos los tuﬂos sin sustrato (Isocitrato) no aparecié -
fluorescencia en ninguno de los tiempos de incubacidén, ---
Asimismo, si se omite la adicién de suero a la mezcla de -

incubacién no aparece fluoresgencia. Estos resultados indi




can que la aparicién de fluorescencié depende de la reic-
cién catalizada por la ICD, ya que requiere del sustrato-
y ée la fuente de enzima (suero). Los resultados represen
tativos del efecto de la concentracifn de enzima sobre --
‘la veld8cidad de lai reaccién se muestran en la Tabla 1. Se
observaron trazas de fluorescencia a los 60 min. de incu-
bacién Gnicamente con la alicuota de 10 Pl'

Basados en éstgs resultados se adopté como alicuota-

de suero la cantidad de 10 rl.

2.- Velocidad de la reaccidn contra tiempo de incubacién:
Se estudiaron una muestra de suero pbovenienté de un pa--
ciente con hepatitis y una nuestra de suero de un indivi-
duo normal. Los resultados aparecen en la Tabla 2. Se con
firmé lo observado anteriormente; la muestra del individuo
normal no fluoresce a los 60 min, de incubacién; por su -
parte la muestra del paciente mostrd trazas de flOUrescen
cia desde los 10 min. a los 20 la flourescencia era leve,
a lbs 30 min. media y a partir de los 50 min. la fluores-

cencia era muy intensa.

Si bien desde los 30 min. de incubacidn son claramente
evidentes las diferencias entre el individuo normal y el =~
paciente con hepatjtis; si la observacién final se realiza
hasta los 60 min. la separacién entre individuos normales-
y enfermos es categérica.Como se estédn tomando alicuotas -
de la mezcla de incubacién cada 10 min., después de una --
hora se dispone de un registro de 7 puntos por cada mues--
tra.

De acuerdo a los resultados presentados, se establecie
ron las siguientes condiciones para ser usadas rutinaria--

mente en la estimacidén cualitativa de la actividad de 1CD,
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Volimen de suero de 10 Pl; tiempo de incubacién ==

60 min.; toma de la alicuota cada 10 min.

Una vez establecidas las condiciones bésicas del mé
todo cualitativo, se procedidé a estimar la actividad de -~
ICD cualitativa y cuantitativamente en las 47 mu;stras de

BuUero.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el método-
cualitativo, se formaron cuatro grupos representativos --

respecto a la aparicidén de fluorescencia, Tabla 3.

Todas las muestras de los individuos controles ---

(n=2 14) quedaron incluidos en el grupo A {(ausencia de ---
fluorescencia); de las muestras con niveles anormales de-
transaminasas ( n= 28), 14 quedaron incluidas en el Grupo
B (ausencia de fluorescencia a fluorescencia leve), 10 --
en el ‘Grupo C (fluorescencia leve a-fluorescencia media).
Yy 4 en el Grupo D (fluorescencia'media a fluofescencia -
muy intensa); de las muestras de.pacientes con hepatitis-
{n= 5), 3 fueron incluidas en el Grupo C y 2 en el Grupo-
D.

Es claro que la mayoria de las muestras de los indi-
vidups con niveles séricos elevados de transaminasas que=-
dan en los grupos B y C; y las muestras de los individuos

con hepatitis en los Grupos C y D.

La fluorescencia a los 60 min. en el método cualitatl

vo para ICD en los cuatro grupos, asf{ como los promedios-
de las actividades de ICD, TGO y TGP se muestran en la --

Grafica 1.

Como puede observarse hay una adecuada corresponden-
cia entre el grupo de fluorescencia y la actividad de ICD;

a mayor fluorescencia corresponde mayor actividad enzimé-
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tica y a la ausenzia de fluorescencia corresponden las --
menores actividades de ICD. Esto indica que 1la aparicfén-
de fluorescencia en el método cualitativo es directamente
prpporcional a la actividad dé ICD. También se puede obser
var que existe correspondencia entre los niveles de fransg

minasas Vs. niveles de ICD y grado de fluorescencia.

De acuerdo a los datos mostrados en la Tabla 3, el-
método cualitativo dard ausencia de fluorescencia ( -- )-
o fluorescencia leve ( +) a niveles séricos de ICD infe--
riores a 1 nmol/hora/ml de suero; y para niveles séricos-
de ICD hayores de 2 nmol/hom/nl de suero la fluorescencia
seri media (++ ) omuy intensa (+++). En éste Ultimo caso-
se encuentran las_muestras de los pacientes con hepatitis,
en los cuales se encontraron las actividades de ICD mayo-

res.

Recuérdese que la estimacién del grado de fluorescen
cia en el método cualitativo no depende de una sola lec--
tura a los 60 min. de incubacién, sino se dispone de una-
serie de 7 buntos como registro (0, 10, 20, 30, 40, 50 y-
60 min.) lo que facilita adn mas la distincidn eﬁtre indi
viduos con niveles séricos normales de ICD e individuos -

con niveles elevados.

Es muy probable que los pacientes con niveles eleva-
dos de transaminasas y de ICD y con ++ y +++ de fluores-
cencia a los 60 min, en el método cualitativo (Gréfica 1,
grupos C y D), tuviesen dafio hepatico. Sin embargo, como-
se menciond en material y métodos, el diagnéstico anotado
en la orden de solicitud de estudios de laboratorio fué-
de "en estudio". No ée investigé en el expediente de los-
pacientes para confirmar la prgsencia.de enfermedad hepé-

tica.




Si bien el método cualitativo para ICD distinguid --
inequivocamente a los pacientes con dafio hepdtico y nive-
les séricos elevados de ICD (X=>»2.608 nmoles/hora/ml de-
suero; ++ y +++ de fluorescencia a los 60 min.) de los -
individuos norma;es con niveles bajos de ICD (x=< 0.902 -
nmoles/hora/ml de suero; ausencia de fluorescencia a +) -
el nimero de muestras estudiadas fué reducido. Para vali-
dar mas ampliamente la utilidad diagndstica del método --
cualitativo se deberd realizar un estudio piloto a escala
de un Hospital, estudio que deberd incluir un apartado --

sobre andlisis de costos.

Las muestras de suero mantenidas a -20°C durante --
7 dias, mostraron solamente un 9% de disminucidén en la ac
tividad de ICD. Estos resungdos indican que la enzima es
estable por lo menos durante 7 dias, cuando el suero se -

almacena en congelacidn.

Los resultados de éste estudio piloto a escala de -
laboratorio, sugieren fuertemente que el método cualitati
vo para ICD puede ser Gltil como auxiliar de diagnéstico-

de enfermedad hepdtica.

A pesar de que la ICD es una de las pocas enzimas -
érgano-especificas, su utilizacidén como auxiliar en el -~
diagnéstico de enfermedad hepatica aguda es limitada, és-
to probablemente debido a que se requiere de.una gran can
tidad de suero ( 1 ml) para éuantificar la actividad de -
la enzima. Obviamente é€sta enzima no se cuantifica en los
laboratorios de primer nivel, dado el requerimiento de --
esbectrofotémetros de luz UV. En el método cualitativo --
para ICD solamente se requiere de 20 microlitros de suero
(10 para el probiema y 10 para el blanco) y en lugar de -

un espectrofotémetro se requiere de una l&mpara manual de
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luz ultravioleta de onda larga (366 nm).

Finalmente, debe gefilalarse que los tejidos de mamife
ros contiene dos ICD distintas; la ICD-NAD+ dependiente -
(E.C.1L1.1.41) la cual es una enzima alostérica y la ICD-
NaDP* dependieﬁte (E.C.1.1.1.42) la cual es una enzima -+
no regulatoria. La localizacién subcelular de la enzima -

NAD+ dependiente es mitocondrial, en tanto que hay dos -

enzimas NADP+ dependiente: una se encuentra en la mitocon
dria y la otra en el citosol. El gen que codifica para la
iso2nzima mitocondrial ha sido asignado al cromosoma 15 y

aquel que codifica para la ICD soluble al cromosoma 2 (24).
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TABLA 1.- Efecto de la concentracién de enzima contra la -

velocidad de la reaccién.

TIEMPO CONCENTRACION DE ENZIMA.

(minutos) * (volimen de suero, microlitros )
o] 10 20 30 40 50

0 - - . - - - -

10 . -- -- - - - tr
20 -— - - tr + ++
30 -— - tr + ++ ++
60 - tr + ++ ++ +++

tr= a trazas de fluorescencia

TABLA 2.- Velocidad de la reaccidn contra tiempo de incuba

cién ( en un individuo normal y en un paciente con hepatitig

TIEMPO. ~ NORMAL PACIENTE.

(minutos )

0 -— . -

10 - tr
20 . -— , +

30 ) -— ++
40 L - ++
50 - i +++
60 -— . ++4

- Voliimen de suero = 10-P1
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TABLA 3 .- Grupos represéntativos de acuerdo a la aparicién

de fluorescencia en el método cualitativo para ICD.

GRUPO ) FLUORESCENCIA

o] 10 20 30
A - -—— J—— Ju—
B - - - tr
Cc - - tr tr
D - + +4 +4

40

tr

++

50

tr

++

4+

60min.

++

+ht
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CONCLUSTIONTES

l.- Se diseﬁo un método cualitativo por fluorescencia para
evaluar la actividad de ICD. La intensidad de fluorescencia
fué directamente proporcional a la actividad de la enzima,
¥y para que ocurra aparicién de fluorescencia se requiere -
la presencia del sustrato (isocitrato) y la fuente de enzi

ma (suero).

2.- Se determinaron las condiciones Sptimas para la ejecu-
cidn del método cualitativo, el cual UGnicamente requiere -
de 20 microlitros de suero y de un periodo de incubacidén -~

cde 60 min.

3.~ E1l método cualitativo distinguié inequivocamenfe a los

pacientes con dafio hepdtico de los individuos normales.

4.- Los pacientes con niveles séricos elevados de transami
nasas y de ICD mostraron las fluorescencias mis intensas -

en el método cualitativo.

5.- Los individuos con niveles séricos normales de ICD no-

mostraron aparicidén de fluorescencia.

6.- Los resultados presentados sugieren fuertemente que el
método cualitativo por fluorescencia para ICD puede ser --
utilizado como auxiliar de diagnéstico de dafio hepédtico a-

gudo. -

7.- Los beneficios potenciales del uso de &ste método sens
a) Elevar la calidad de los servicios auxiliares de diag--
nostico en los.hospitales de primer nivel.

b) Reducir el traslado de pacientes a los hospitales de ni

vel superior.

c) Optimizar la seleccién de los estudios cuantifativos con

firmatorios.
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da) Obtimizar el uso de recursos (reactivos y equipo) para-
diagnéstico enzimético. '
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