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RESUMEN

EL objetivo prineipal de este trabafo fué encontran una-
téenica confouble para La determinacién de Amifasa séndca en

sayando 4 métodos, basados en Los principios amilocldsticos

y sacarogénicos, Estos aon: ef métodeo nefebométnico (11},

Phadebas (22}, Canaway (9! y el método de Maltosa & 3,5-dini
zthosalicilato (29).

EZ método nefelométrico resultd afectado en sus nesulta

dos pon La apaniencia def sueno {(tunbio, Lipémico)l asl como

La presencia en el sustrato de sustancias que producen en ai
fLuonescencla, EL métode de Phadebas es el método de nefe--
renedla para el método de Maltosa a moddifican y nos da rneswl-
tados estadifsticos confiables en cuanto a neprnoducibilidad -
que nos ayudan a correlacionanlo con Maltosa. EL método de
nutina en este ensayo es ef de Caraway adn con sus Linconve--
nientes de vense adectado por La presencia en &L sveno de --

protefnas y triglicénidos que Lo vuelven Tunbio; el susitraio

es inestable y nequdiene checarse condlantemente. EL método
de Maltosa es modificado en vandias de sus vandabfes {volumen
de suero, concentracidn de sustrato del Z.0% af 0.2%, consen

vadonea, volumen de sustratol Logrando con este cobtener va-

Lones repnrnoducibles y preciscs asdf como una estabifidad del
sustratlo que es Aupendion a 2os demds métodos con una duna---
cidn de mda de 4 meses AL 6ate se esfeniliza. Se eliminan -
. problemas en £a pnreparacifn diarnia de sustrato,

en ef costo
y dificultad de La técenica,



INTRODUCCION, (1,2)

Las enzimas son catalizadores naturnales de ondigen pro-
Zeico, univensalmente presente en £04 organddmos vivos don-

de realizan nreacciones bioqufmicas de grhan especifledidad.

Recordemos que Laa neacecdiones enzimdiicas fuenon usa--
das pern el hombre mucho antea que £a hiatonla fuena escii-=-
ta, y asf se utéilizaron &stas en La feamentaciébn aleohsli--
ca, La fabricacidn del queso, £a manufactura del vinagre y
La Levaduna en La elabornacidén del pan. Procesos enzimdti--

cos conocidos desde La antiguedad,

Esatas® activdidades prdceticas han ocupado un Lugan imponr
Lante en La hislonia de Lo que hoy 4e conoce como Enzimolo-
gla. Un gran avance del Siglo XIX fué el néconacimienza de
que Las cllulas vivas son Las rnespeonsables de La fearmenta--

cifn alcohdlica y de otre tipo.

Pasteun junto con sus colaboradores terxminb con Las --
creencias acerca de que £a. fermentacibr y puirefaccdidn eran
generadas espontdncamente y establecid que estos procesos -
eran debidos a £a presencia de organisdmos midaaacdpicoaL --
44n embargo concluyld que s68c se neallzaban sobre células -
intactas (en Lo que hoy se ha determinado es £a autodesitrue
cifnl. Posterdionmente en 1837 Berzelius neconociendo £a na
Lunaleza de La catdlisis propuso el *término "fenmaentos” pa-

ra denominan €oa catalizadones producidos por células vivas



y mds tarde en 1890 Loas hemnmanos Buchner dieron otrno avance
a este camp'o de £La Enzimologla mosLTrando que un extracte de
Levaduras Libre de células fuf capaz de feameniaxr azdcar -~
con La produceién de alfeohol gy COZ' Con esalo se deduce que
tas fLevaduras contienen una mezefa compleja de enzimas ne--
quenidas para efectuan estas transformaciones y ademds Las
enzimasd pueden funcionan tanito extnrna como intracelularmen--

te.

Las investigaciones a prdinciplo de sigfo concfuyenon -
en que una enzima es de naturaleza protéica cuando en 1926
J. B, Sumnen aislé La Ureasa comeo proiefna cristalina (ya -
que para enionces Fischen habfa nealizado estudios acerca -
de 2o0s enfaces pepifdicos entre aminodcildos pana £a forma--
cién de proitefnas) y aunque fué tomado con algo de escepli-
ciamo, unes cuantos aios después se obtuvieron en forma ---
cristalina, La pepsina, tripsina, y quimotripsina por Ku---

nitz y Noathrep.

Hasta este tiempo s6Le se ecstudiaban Las enzimas de --
acuendo a Las reacciones bioqufmicas que catalizaban. Fué
con £La obtencidn de ellas en forma purificada y cr.istaliza-
da que tamb.ién se investigan desde el punto de visia de su
composicién [(protéical y con ellfo hay un avance mds en cuan
2o a du papel en Las 5unc4:onve_4 §isio0l6gicas. Poar ejemplo -
s4e conocil que Los niveles de fosfatasa alcalina u;tdn rela

. cedonades con el diagndstico de enfjermedades deseas y hepaio



bilianes asl como de fosfatasa dedda en pancireopatfas y de
unopepsina en el examen de funcionamiento ghstrice, ¢ no -
estd de mds el mencionan que fa coniraccidn muscularn que -
nequiene de enengla estd efeciuada por neacciones ca;alizg

das pon enz.imas.

Con el tiempo se han obfenide en foarma aliamenie puadl
§icada algunos cientos de enzdmas y mds de 150 de eflas en
estado enistaling sumande cerca de 2000 Las que ase han ---
Lidentificado, siendo todas ellas de onigen protéico, con -
algin complemente de otro onigen (puede ser metal u oinas

dustancias orgdnicasl].

Las enzimaa son usualmente nombradas en téamincs de -
La neaceibn que catalizan. Una costumbre prdcitica es adi-
cionan el Aufijo -ASA af nombre def sustrato sobre ef cual
La enzima ejerce su accildn catalilitica; porn efjemplo: La en-
zima que ataca a La unea es La ureasa, arginina es atacada
"o degradada pon arginasa, tincsina por tinssdaasa, etc. No
obstante, persisie La nomenclatura antigua que no sigue ed
ta regla como eca el caso de pepsina, irdipsina, nrenina a --

Las cuales se fes sigue LLlamando pon sus nombies Lrnivial

Tambi€n se ha obaervado que existe otro tipo de clasi
f§icaciones agrupfndeolas segdn sea el obfetive que se persi
ga: puede aser de {nvestigacidn o de diagnbstico. En este
aLtimo 4e dq una clasificacidn porn grupos que catalizan --

 neacedlones qufmicas similares, tales como Lipasas (sobre -



LEpidos), proteinasas {saobre protefnasl, oxidasas, eic.

Otra clasificacién se basa en el proceso metabSlico --
que nealizan y asi tenemos Las fosfornilasas, oxidoreducta-- -
sas, descarboxitasas, hidrolasas, elc.- y dentno de cada --

una de eflas subdivisiones para cada reacclfn en panticu~--

2anr.

Con todo esto se¢ crned una Comisibn Intennacional de En
zimas en 1961 dependiente de £a TUB que adopia una clasifi-
cacibn sistemdtica muy parecida a Lo que Zas Convenciones
de La TUPAC en G.inebra descrniben Las estrucitunas de Los conm
puestos ongdnicos; quedando asil una nomenclatuna eapecffica

para identificarlas, dande una designacidn wuménica para ca

da una de eflas.

Peno con La prdetica se ha visto que &sio no funciona
en fonma generalizada ya que se manejain mds Los nombres Tal

viales de ellas y es mds fdeil Ldenfificanilas de esta mane-

ra.

Ahora, no s6Lo se clasifican sino que también se adop-
taron métodos para medin su actividad agudados naturalmente
paorn Los ndpidos méiodos de andlisis que esitaban desannoflidn
dose conjuntamente. Esta cuantificacifn aec basa en deteami
nar £a act&vidad de La enzima nelacionada con su probable -
concentracidén en Lodos Los tefjidos y en pLasma al que £Ee--
. dan como resultado de una destrucedidn cefular que puede sex

N .

noamal 6 anoamal (también existen enzimas producidas pon el



propio plasmal cuande es anormal podemos refenirnos a un da
o de un 6rgano 6 tejide zabecisicc y nelacionanfo con una

enfermedad, Eate cniterdo de detferminan 3L La aetividad en
contrada e alta 6 anormal ase basa en el estudio de una ---
ciernta cantidad de pearsonas apareniemente sanas buscando --

parfmetnos que nos indiquen que £a actividad de una enzima

detectada es noamal.

Igualmente también al obsenvan el comporniamdienio de --
Las enzimas Y nofanrn Que actdan especlficamente so0bre un s0-
Lo 5u$£naxa ayuda para conocer La composicién del susirato,
su peso molecular y sus unidades base, La aplicacién con -
relacidn a su alla especificidad ha ayudade para convertuir
suatancias cuya cuantificacidn es dificil a productos de --
neaceidn siendo esto de forma indirecta. También debemos -
mencionar que Las enzimas ademds de mostrnarn especificidad -

sobne el sustnato también Lo hacen en fcrma esteneoespeclfil

~eca de forma que un L-Sustratoe es atacado s5&0 por su L-Enzi

ma determinada.

Se ha detectado tamb.ién Za pnresencia de Isoenzimas en
Los 2ejddos al dgualque Las enzimas y esitas son formas dife
nenies de una enzima peno que presentan f{denticas funcio----
nes; esto se ha LLevado a cabo por electroforesis 6 chomato
gragla en columna. Tal es ef caso de £a vezhidnogenaAaA -
Ldctica con 4 cadenas de 2 diferentes subunidades que pue--
den combinanse en fetrnamencs de 5 manernas diferentes con ac

‘tividad en diferentes Grganos.



Cinética Enzimdtica. (3,4 y 5)

AL hacen hincapil al pnincipio de este trnabafo sobne
£2as enz.imas con catalizadonres, no estd de mds el recondan
que un catallzadon es una sustancia que acelead una reac--
eibfn quimica pero que no es consumdida a Lo Lango del pnoce
s40; también se concce el que La eficiencia de un cataliza-

don en undidad se exbneoa en mofes de Susdrato Lransfonmado

por moles de catalizador en unidad de tiempo.

La feonfa acenca de La catdlisdis enzimdiica esid dada
porn Michaelis, Menten y Haldene y se basa en La mediecdébn
de La velocidad de neaccibén (6 de actividad de Bz enzima)
a La cual transcunre £La fonmacibn del producto y con Ra --
formacién de un compleso internmedic Enzima-Sustrate. A --

continuacibn LLusitranemos Estos

Enzima + Sustrnato ------p Enzima-Susirato ---BProducto+ Enzima

E + s E-S P + E

de aquf que La convernsidn de Sustralo a Produclo sea determinadc pox

La formacién del complefo, a mayor concentracitn de Sustrats mayon fon
macifn del complefo y formacifn del Producto. Todo este ae ve afectado
84 La cantidad de Enzéma penmanece constanite 6 4i Las concentra
clones de sustnato son mayones que de eniima y oinos facto-

nes que menclfonaremos mds adelante,

Y asf tenemos que LZa velocdidad de neaccidén podemos cla

dificanla de varnios tipos de orden de nreaccifn: Reacedlbn -



de paimen orden cuando £a velocidad de neaccién depende de
£a concentracién de sustrnato a una concenthacién consfante
de enzima; de segundo onden cuande £La velocddad de neac---
cifn depende tantode fLa concentracibn de sustrato como de
enzima que aon varniables y de tercen onden Lnefuso ya con
alteraciones en La concentracibn de sustrato (nelfacifn no

cqulvalentel con nespecto o La concentracidn de enz.ima.

Pon acuerde £ntennaclonal ésta veloeldad de neaccidn
se reponta en Unidades de Enzima que es La cantidad de en-
zima que catafliza La thansformacidn de un micromole de sus

trhato por minuto bajfo condiciones especliicas.

Dicha velocidad de aeaccdlbfn se ve allerada pon: pH,
Zempenratuna, cambios cualitatives y cuantitativos de compo
siclbn i6nlca del medio, presencia de activadones {(lones -
meidiicos Na, Cu, Mg, exc.}l ¢ Lnhibidones (calon, drogas,
radiacién UV) asl cmo La concenthracidn de sustrnato y otras

duslancias que Lnfervengan en £a neaccdidn,

Como todoa sabemos, en fa actualidad podemes diagnos-
tican Ea mayorla de Las enfermedades que afectan al sen hu
mano mediante ef estudio de Las enz.imas, Los electrol.itos,
y otros compuestos presentes en ef plasma; clano estd ayu-
ddndonos tamb.ién pon estudiocs bdsicos como son La explonra-

eidn del paciente efectuada por el médico y el esfudio ra-

diolLfgico entrne otnoa.



Ahora, para ef caso de enfermedades de tipo pancredti-
co, A& diagnbsitico de Laboralorio Lo basamos en ef andlisils
de sangre, oxndna, contenide ducdenal y exudade peritoneal -
para La deteccién de enzimas. Las enz.imas mds -imporiantes
en este caso don La Amitasa y Lipasa aunque algunos autones
han considerado que fa determinacién delipasa en suenro es -
poco dtif y Le han dado mds imporiancia al estudic de fLa --.
Amifasa, pere en Ea prdctica para ef diagnfstico de un daiio

en pdncreas se dolicdita La determinacién de ambas enzimas.

Con nespecto a La AMILASA es una polfisacaridasa, cono-
ﬁiéndaée 2 tipos de ella: Alfa-amifasa & alfa, I1-4 glucan 4-
glucanhidrolasa presente en tejidos animales y La Bela-ami-
Lasa 6 alfa, 1,4-gtucarmalto  hidrolasa presente en vegefalfes;
y en el presente trabajo ae manejand La actividad de Alfa-

amiiadd solamenic.

En 1837 Leuchs descubrid en saliva La aclividad de Ami
Lasa, pestesicnmente ex 1245 Bouchaadat fa detecitd en fugo -
pancredtico ¢ poco después en ei miamo afic Magendie en san-
gne.\ En La actualidad existe un grnan volfumen de nepontes -
concenndientes a ensayos con difenente metodologLa basada en
Las caractenfsaiicas {£sicas y quifmicas de esta enzima de --
acuerdo tambifn en donde debend asen cuantigicada como es el

dueno, orina, y Liquidos biolLdgiecos haciéndola actuar sobxre

un sustrato de almidédn de concentracidfn conccida.

La ALga-amilaaa {(endoamilasa, amilfosa, amilopaina, --



alfa-1,4-plucand-glucanohidrolasa, E.C. 3.2.7.1.) es una -
enzima que desadobla poliéacdmidoé (afm.idén, glucbgenc) nom-
piende al azan enlaces alfa-l,$glucosidicos af asegundo puen

2e de enface desde el extremo reduciton.

Tiene un peso moleculan de 45,000 con una actividad md
xima entre 37-40°C y un pH Optimo de 6.8 y 7.4 y obtenida -
en forma cnistalina de pdncreas y safliva. Es estable a tem
peratura amblente por una semana, en refrlgeracién pon Z me

des y pana pealodos mds Langos a -20°C en el sueno.

Sigue una cinfiica de onden ceno y se activa La reac--
cifn en presencia de clonrunos y bromurnos; en cambio ef EDTA,
citnazo y oxalato a Linhiben, aunque puede cambiar el oxden
de rneaccidén dependiendo de £as condiciones como Las que se
mencionaron anternionmente que aftenan ef componitamiento de

La enzima y pon tanto La velocidad de reaceiln.

En humanos, La alfa-Amilasa se encuentra en el pdne——é
creas y en saliva principalmente. EL pdncreas. es una gildne
dufa mixta: exfcrina y end&c&ina, que ﬁanticipa tanto en La
. digestisn como en La asimilacidn metabélica de Los alimen--
toa. Su panticdipacidén en La digestifn depende de La secre-
cidn exdecrina del fugo pancredtico, mienthas que au papel
en el mefabolismo esid nelacionado con fLa secrecibn enddcri
na de inauline y glucagén, La patologla exbenrnina del pdn--
creas dzpendé bdsicamente, de £a producedfn excesdva ¢ Lnsu

ficilente de enzimas en el fugo pancreditico y asl sen verilti-



do en intestino ¢ de ahf a sangxe donde su cuantificacibn -
es de gran ayuda en el diagnésatieco. Es porn esc gque Lambién

podemos encontranfa en orina, heces, y otros tefidos.

La amilasa aAdnica se ve efevada en casos de pancreati-
tis aguda 6 pon inflamacidn. del pdncreas; también en tras--
toancs gastrointestinales (peritonitis, dfceras duodenales,
obatruceibn Lntestinal), hepatitis viral, cirnnosis hepdiica
-6 adminisirnacién de opideeos, de aquf La impoatancia en su
deteaminacién en forma inmmediata posibfe ya que no s0fo es
el daiio del Grganc asino también su funcionamiento alilenando
La digestibn y ef nivel sanguifneo de gfucosa ademds de que
£os 6rganos a €€ cercancs Lambidn se ven afectados y esto -

puede complicarse y LLegan incluso a fatales consecuencias.

Sin embango, el grado de dajfio es diferente para cada -

patologfa siendo el mayon el casec de £a panchreatitis aguda.

En vista de que La detewminacién de amilasa s€nica es
muy importante pana descantar una pancreatitis de oihras en-
fermedades con sintomatologla p&nzcida. y ésta determina---
elbfn se consdidera como de ungencia, se han desanrnoflado nu-
menoscs métodos para medin 2a actividad de amilasa en sue--

no, Los cuales se pueden agrupan segdn aus principlod.

A continuacién presentamos Los diferentes métodos exds
tentes para La deteaminacidén de amilasa sérica en varios --

- grupos ya que senfa muy Ledioso mencionarn a cada uno de ---

elloa.

1o
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Los métodos manuales clésicoa basados en La hidrLisis

enzimdtica de un suszrato de almidén son:

7.~ AMILOCLASTICO O TODOMETRICO (8,9]

En 1959 Caraway Lo presenta basade en La disminuc.ién -
del colon azul conferniodo por Lodo y almidén, Aunque

simple y ndpido se ha viste que <internfienen Las proled
nas, turbidez, triglicénides presentes asf como £a via
de prepanacibén y estabilidad def sustrato. Pero con -
Lodo esto sigue siende de rutina en varios Laborato---

nios .

SACAROGENTICOS (6,7]

En 7938 SomogyL crea un método sencillo y padetico don -
de no hay internferencia por £a apariencia del suerc --
{tunbio, JLicténico, hemolizado), se emplean pocos reac-
Livos ¢ es de bajo cosio enconindndose una variada mea-

todologfa que se ha perfeccionado dfa con dia.

Este método mide el aumento de azdcares reduclores for
mados (maltosa y glucosa}l después de La Lncubacién del
suenco con sustrato de almidédn. Basado en La reducclén
de dcido pienico, deido dinitrosalictlico, & iones cd-
pricos y féanicos en s0fucién alealina por La Libera--
ceidn enzimditica de azdcanes; esias scluciones coloni--

das 4se miden fotoméinicamente 6 por titulacién y direc

‘zamenze obtenemos La actividad enzimdtica.



1z

Y en Los detimos anos buscando un mélodo para el ensa-
yo de éata activdidad que ademds de tener Las ventajas de --
Los anterdiores, elLimine problemas taleas como La preparacidn
diarhia de sduslrato, el que sea inestable, falta de reprodu-
cibifidad, ete. se han modificado £a§ téenicas anterdiores y
se han desarrcllado nuevos méilodos amilocldaticos y sacaro-

génicos.

De entrne Los AMTLOCLASTICOS Zenemos Los siguientes mé--

todoa:
1.- TURBTIDIMETRICOS (§,9)

Estaa técnicas se basan en meddir La disminucidn de £fa

turbidez de suspensiones de almidda después de La incu
bacidn con material que contiene amilasa. Esta dismdi-
nucidn de tuabidez se debe a 2a reduccidn en tamaio =--
del gadnulo de almidén asccdiadeo con au hidndlisdis, -~
ILaA métodos tunbidiméiricos son muy sencillos y ndpi--
dos, aln embango fienen varniosd Lnconvernientes, ef prin
ceipal es que €a velocldad de primen oxden ne 24 dinec~

tamente proponcionaf a La concentracidn de amifada.

2.- VISCOSIMETRICOS,

EL grado de visepsaddad de una solucifn de almidén es -
debido a Los grndnufos hinchades. Cuando &a alfa-amifa
sa hidnoliza Los enfaces aflga-1,4-glucosfdicos en Las

porcfones €ineales y ramificadas de Los gndnulos de al



midén hidnatadeos hay una dizminucién de La viscosidad.
Sin embange, estos métodes son dependientes de £a natu
raleza def sustrato ademds no son recomendables para .- .

duenos con baja actividad de amifasa.

NEFELOMETRICOS (10,11,12),

Mide La disminucién en La dispensidn de La Zuz del sus

Inato que es una suspensién de almidbén, a medida gque
es8 hidrnofizada a grnagmentos sofubfes. Se negistra con
Linuamente La diapensitn de La Luz pon una suspenaifén

estable de almidén y La activdidad de £La enzima ecs de--

tennminada cinéticamente.

IJPOMETRICOS (8, 9)

La neaccebn de Lodo-almidén se ha empleade pon mda de

un aiglo como un método muy sensibfe pana La detfeamina
cién de amilasa., En iaé gltimes 70 afos ha servido co
mo Base de muchos métodos para medin fLa actividad de -

La amilasa en mateniales biolégicoa., EL pnimero en --

apfican el painedipio Lfodoméfrnico pana Ra determinaciln

cuantitativa de £0 Amifasa, §ué Wohlgemuth en 1908 (9 ).

Muchas modificaciones de easta técnica sae han descaito

pero fLa mda aceptada es La propuesta por Somogyd en --
1938 (&1..

La preciadldn de este método ha sido puesito en duda por

muchos Lnvestigadores, quienes han cosniderado que el



14

dnico susztrats necomendable para ecste método es La --
AmiLosa (13}, otnos aulones han demositrado que £a ami
Lasa actda mds ndpideo sobre La amilopeciina que sobnre
2a amilosa. Ademds, Los almidones de difernentes onk-
genes coniienen difenentes proporciones de amilosa y

amilopectine. La concentraciébn de Lones hidnégenc, y
La temperatuna afectan considernablemente La reaccidn

fLodo-almidéfn; pon otrna panite se ha demosinado que £Las
protelnas enfazan Lodo, ademds intenfieren La Luabi--
dez de £a muesitna; Los trigliclnidos, La forma de pre
paracién del sustrato, y el que es poco estable. To-
dos estos factones hacen poco nrecomendable ef método

Zodométrnico, sin embango, es utifizade pon un buen nd
meno de Laboratonios clinicos en nuestrno pals debido

en pante a su sencilléz y napidez con que se efecida.

De Los métodos SACAROGENICOS sabemos son prefenidos -

4obre Los mé€todos amilocldsticos a pesarn de su mayor com--

plejidad ya que se miden Los productos de neaceddén enzimd-

tica mds qué &a desapanicién def sustrato, pudiendo thaba-

jan en mayones concentraciones del sustrnato presenvando --

asi La Lineanidad en un mayon nango de actividad de La en-

Ademds Los méitodoas-sacanogénicos son afectados me--

nos que Los amilocldsticos por La vanfacisn del sustraio -
del almidén.

Exisfen numencacs métodos sacarncgéndcos, Los cuales -
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para propdésitos pnrndcticos se clasifican scbre sus bases qui

micas y entre estos Lenemps Los sdigudlentesd:

1.-

REPUCCION DEL COBRE (14,15]

Eatoa métodos aon Los mds popularnes, basdndose en La -
neduceién del cobre porn Los azdcarnes £iberados como ae
sultado de La accidn de La amilasa y ef mds ampliamen-

te usado es el de Somogydi.

La prnimena de esatas téenicas fud desarnnclLliada por Bern-
trand 2o cual incluye La determinacibn gravimétrnica --
def cobre neducido y de Los dltimos tenemos el méiodo

de Henry y Chiamornd descrito en 1960 que anafliza el co
bre mzdu;:x:do de acuerdeo al procedimiento de Folin y Wu
(17), sin embanrgo, se ha visto que hay varniacidén segin

el mélodo 6 tfcnica de preparacitn del sustrato.
REDUCCTION DEL FERRICTIANURO (16)

Fingerhunt descrnibe ecate métoda 'béz.Aa.do en £a capacidad
reducfora de Los azdcares obtenidos pon hidnéfisis en-
zimdtica del almidbén de convertin el fenricianurno alca
Line en ferrccianunro haciendolo reaccdlonan con deldo

fosofomolibdice.
REDUCCION DEL ACIDO PICRICO (17)

De eatos ae basan en el método descrnito en 1915 pon --

Lewis y Benrnedict pana La deteaminacién de glucosa san-
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guinea. Loa azicares Liberados pon La hidrdlisis del
almidén neducen el dcido pleaico formandose picramato.
Las unidades de actividad enzimdiilca que se manefan

se obtienen de una cuava de calibracidn 6 por un méio

do dompanativo.
RE?UCCTON DE ANTRONA (18}

Exiaten doa métodos publicados, en ambos se cuantifi-
ca La glucoanr, obtenida por hida6lisis de afmidén 6 -
de glucbgeno, con anitrona. Los azdecanes neductores -
de un fittrnado Libre de protefnas se tratan junto con

el sueno y se hacen neacclonan con deldo triclonroacé-
tico.

CROMOGENTCOS (19,120,21 y 30}

Eatos métodos combinan La téendica del procedimiento -
sacahrogénico con La rapidez y simpiilcidad asocioda --
del procedimiente amilocldstico. Esios métodos han -
sido deacnnollLados en Las dlitimas décadas utif.izando

un sustrato que es un polisacdaride covalentemente uné
do a un colonrante, sobne ef cual actda La amifasa L4~
berando fragmentos sofubles. EL sustrato no -hidroliza
do es phrecipditado porn cenfnifugacidén y ef desarnocllo

del colonr en el sobrenadante contiene Los {ragmentos

Liberados que son proporcdionales a La actividad de --

amilasa,



Los sustrnatos mds empleados son:

al) Azmiddﬁ con azul de remazolf briflante,
bl Amilopectina con nofo aecactone 28.

e} Amilosa con Cdlbacnén azul F; GA.

Entne eastos métodos se encuenira el método usado en --
1977 de Phadebas que utifiza un almidén Lnsoluble porn-
tador de un colorante azul el cual se hidrofiza pon La
élﬂg-amé&aéa dandoe Lugar a fragmentos solubles en ~---~
agua. La absorbancia de Ba sclucdifn azul estd en fun-

cdidn de La .activdidad de enzima presente.
REDUCCTON DPEL ACTIDO DINITROSALICILICO {27-29,36-37)

Desde 1921, Sumnen (35] propuso ef usoc def deido 3,5-

~dinditnosalicflico para La detenminacidn coloriméini--
ca de azdcares reductores, s£Ln embargo, hasta muy ne—-
cientemente se han reconocido sus ventafas. Se han --
comprobado que el incremento en color es directamente

proporcional al ndmeno de grupos reductores generado -
por La accién de La amilaba; y ademds es independiente
def tamafio molecufar de 20s productos gonmados no afec
Zdndole 2a natu@aleza del sustraito y porn otra panite no
Antenfienen Las proteinas. éz tnico problema es que -
produce blancos muy efevados por um aumento en £La con-

centracddn coloddal. EL color de reaccidén es altamen-
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te sensitivo y ha sido adaptado pana medin actividad

sacanog énica en microcantidades de sueno.

METODOS AUTOMATIZADOS [31-34)

Re_cientzmcn-te s8¢ han publicado varios métodos automa-
tLzados Los cuales se basan en Loa métodos caomogéni-

cos y en La cuantificacisn de La maftosa siende prefe

ribles 2os dLtimos.

Requienegn de aparatos automatizados que cuantifican

con exactitud La actividad de enzimas, con poco volu-

men de mueslra, manejo especial y don de alto coso -
pues son de Lmporlacibn; esto dificulia su adquisd.i---

edfn y uso en esle trabajo.
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0BJETIVO.

La gran cantidad de métodos existentes para La determif
nacifn de Amilasa, se debe a que hasta hoy no se ha encon--
trado un métodeo Lo bastante exacto y preciso para confian -
envéi plenamenie, Preaenian veniajas y desventajas con --
téenicas que van desde Lo mds sernciflo hasta Lo mds so0fisLi
cado tanto en preparacién de acactivos como en aparaitos uifi
Lizados. Esto nos conduce a buscar una metodofogia que se
aplique pana determinan dicha actividad basada en La senci-
L2ez de Los métodos amilocldaticos y con La precisién de --

Los sacarogénicos.
Porn Lo tanto, el objetivo de este trabajo ess

a] Evaluan los diferentes metodos para determinacibn

de Amifasa que exisdten en nuesinrno pafs y

6} Modificar uno de ellos panra necomendarfeo como ef
mds adecuado por su sencillfez, nrapidez, precision,

establilidad y bafe costo.

Para esto fuenon seleccionados Hoé métodos amiloclds-
ticos (Negelomdtrico, Iodométricol y dos métodos Sacanogé-
nicos [(Cromogénico ¢y Reduccidén del Acido Dinithosalicflico)
que comparados entre 2L, nos Leeven a deteaminar cual asea

el mds recomendable para au usc en ef Labonratonio Clinico.



PARTE EXPERIMENTAL.

Se han mencionado Lo0s mé&todos a seguir en esite trnabafo
y de acuerdo a La £iteratuna encontaamcs algunasd difernen---
cias entre ellos como ason: T.lempo en que se egectia La. ---
prueba, volumenes usados de reactivos y suero, dos LLpos de
aparates para medin La actdividad de La enzima y ef modo de
obtenen Los nesufados ya sea en forma directa, a través de

una férmula 6 con ayuda de una grdfica.

En £0 que nespectia a reactivos encontramos que en Lo4s
métedos Todométrico y Cromogénico, estos ya vienen inclui--
dos en K&t o sea aon prepanaciones comenciales que faclli-
‘ta el no ocupan Ilempo en La preparacifn de eflos, no asif -
para el método Nefelométnico que requdiere de una prepara--~-

allfn diaria del susitrato de almidén.

Cabe mencionar ademds que ne s6fa. se trabajand-La --
Téenica original en ef método de Maltosa, ainc que ademds
4L ea necesards se Le neallzarndn aLgunaq modificaciones a -~
§<in de Lograr su esiandarizacibn y aatabé&izacidﬁ.ya que -
4e¢ ha visto que uno de Los paincipales problemas que enfren
ta esia determinacidn es el encontrnar un sustrato de almi--
dén (¢ dearivados] que sea estable y no se vea afectado pon
£a solucddn amortiguadona en La cual se mantenga asi como -
porn agenies exitenncs (tempenazuna; descomposieibn porn La ~-

Ruz, ete.l.

AsL pues, el trabajo expenimental que a continuacibn -

20
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se nedacta, se divide primeramente en el corrdimiento de es-
tos cuatro méEtodos pon separado con modifdcaciones 8L acon
necesanias y postericrmente ste Trabajanan ya una vezr estan-
darizados varics suenos con edtas téendicas a gin de con---~
clulin ef métode o métodos que pon sus ventajas tante de ma-
nefo y precidién como pon sus resulfzados estadisticos, se-
nd el gue aepontemos como ef mds adecuado para su uwse en -

el laboratondioc CELEnice y de diagndfstico.
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METOPO NEFELOMETRICO (11}

Zintenhofer, L. sefiafa gue se puede emplean cualgudien

nefelémetno 6 fLluondmetno, porn Lo tanto se uiifizé unm Flup .

rémetne Tuanen Modelo 110 con §iltro primario de transmi--

sL68n mdxima a 405 nm, [(:0}.

Reactivos .

1._-

SoLucibn amontiguadona de Tris

Se pesan 1 .812 g de Trdis y 0.175 g de cloruno de s0--
dio, se disuelven en agua destifada, se afusta a un -
pH de 7.2 con dJdcido clorhfdaico ~oncentzado, y se -
afona a 1000 mé,

Azida de asodie 0.02 g/mi

Se disuelven 2.0 g de azida de so0dio en agua desiilz-

da y se LLeva a un volumen de 100 ml.

Sustrato stock de afmidén al 0.8% en Sofucién amorti

guadona de Txis con conceniracién 0.1 M g ph 7.2

Se pesan 0.8 g de afmidén que se cofocan en un ma---
traz volumdtrico de 20 mi, agregan 50 mk de solucibn
amontiguadora de Tris agitando constaniemenie, calen--
tan hasta que esté completamente claro (1-2 min), en--
frian a Lempenatunra ambiente, agregan 5 mi de azida de

sodiec 0.07 g/ml y déiluir a 100 m& con sclucién amoniti-



guadona de Tals,
4.~ Sustraio de trabajo de almidén,

Se prepara dianidmente, se agnregan 0.5 m€ de deido --
clorhfdnico 0.5 M a 2.5 m€ de sustrato stock con el -

§£n de obtener un pH de 7.1 a 7.3
§.- Eatandand de tuabidez de fonmazina,
Procedimiento.

1.- Se estadariza ef f{Ruoadmetro de acuendo al Lnatructivo

de maneso.

2.~ Pdipetean 5.0 m& de soclucisn de trabajo en Las cubetas
det aparato, precalentar 5 min/37°C, agregar 0.05 mé
de sueno, agitar, colocar en ef pontacubeias, cenran

y anotan las Lecturas nregistnrnadas.

Sdiguiendo Los pasos aniernionres, obtuvimos que habla -
resultados variables con cornimientos dianios (véase Ta--
bla al §inal de pdgina |, ﬁéé que se procedid a modificanrn
el nango selectorn {mayor abertura yvpan tanto sensibili--~
dad), conecentracifn de sustnato y voldmenes de suero pana
determinan alguna f{alla en cuanto a manefo de maternial y -

reaciivos o0 sensaibilidad del apanato.

Se hacen varnios ensayos modificando ef nango selecton

(1X, 3X, 10X) se ensayan varics volumenes de sueroc (50, --

23
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100, 150 v 200 microlitnoal, ademds se vanfa La concentra--

cifn de susinato aifendo de 0.8%, 1.0% y 2,0% con dcide ben-

zodico ¥y en solucién amorntiguadora de §osfatos. Los Liempos
de reaceibn son de 0, 5,70 y 12 minutos y se anctan Las Lec

Tunas usdndose ef miamo suero por vanios dfds,

Con esto ae nealizd una cunva patnadn con concentracio-
nes de afmidén conocidas pana observan ef comportamienic de
La nreacelfn habiéndose determimado tanie La concentracitn

de sustrato como ef Liempo en ef cual fué completa.

Se mantiene censlante La Tempernatuna y el volumen de
sustraio.

Método Nefdelométnico.

Tiempe 0 min 5 min 18 min
8Lanco 8,0 6.0 0.0
150 p2 14.0 13.0 12.0
21,0. 15,0 14,0
100 L 8.0 8.0 6.0
18,0 §.0 19.0
50)LL 6,0 5.0 5.0
3.0 1.0 1.0

lectunas negistradas en connimientos dianios

con miAamas mueslnas,



METGDO DE PHADEBAS (7%}

Se empled un KLL de reacZivos al{guiindose Las Lnstrue-

ciones ¢ basdndese en ef método pnopuesito porn Ceska, et al.

l.-

A 200 michofitros de suerno contfenidos en tubos de emnsa
ye, adicionar 4.0 mf de agua destifada {debe hacerse -
un blfanco con 4.2 mf de agua destilada y efectuax con
¢¢ Zoda £La téendleal.

Predincubar en baiio manfa a 37°C/ 5 min, aifladin un com-

primido con pinzas, agifar con vibradon durante 10 ---

seg. y colocarn de nuevo en bafio manfa poer 15 minutos -

exactomende.

Panan La neacedibn cumplido esie tiempo agregando 1.0
me de Hidnéxido de sodio ¢.5 M mezelan con vibradon

Lnmediatamente .

Centrifugar a mds de 1,500 npm dunante 5 min 6 gLl---

tran. Pipeteanr el sobrenadante/diftrado a una cubeta.

Medin La absonbancia del sobrenadante/{.iltrado a 620
nm frente a agua destilada.

Restan el valor de La absorbarncia delf btlance def de fa
muesitno problema.

Leen £a actividad de amilasa ern U/L so0bre La curva es-
tandar que da directamente £a actividad de alfa-amilfa-

da en 2as muestras de suerno,
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METODO CARAWAY (91

Se empled ef método de Canaway en Zas sdlgudentes condf

c.lLones:

1.~

PipeZear 5.0 mi delf sustnato de almidén en 2 matnaces

volumétnicos de 50.0 mf marcados "probfema" y "bLanco”

Colocan ef matraz mancado "Problema” en baio de agua a

37°C pon 5 min. ER
Lo.

"beanco" no es necesarndlo Lncuban--

Pipetear exactamente 0.1 m& de suerc en el fondo del

matnraz mancado "probfema”, mezclan bien, y ponerlo de

neevo en ef bado por 7 1/27 min. exactamenZe.

Oespuls de este tiempo sacar el matraz "problema”" e

Lnmediatamente adicionar 5.0 mf& de £a s0Lucidn de ZLra-

bajo de yodo a cada matraz, y dlludir ambos a 50.0 mi

con agua desfilada mezclando bilen por invenasidn y

agi-
tando .
Medin La denslidad dptica (D.0.) .del "prodblema" y ~----
"hlanco" contra un blanco de agua destifada a 650 nm

en cualquien espectrofotbfmetro ¢ en un fotdmetro equi-
pado con {{€itro hrojo.

Clleulos:

26
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0.8. btanco - P.0. probfema . ¢4y . ypidades de Amilasaf100 me
P.0. blanco

Sustrate Caraway

ALmidén 0.8 a4
Na HPO, 26.4 an
Ac. benzodlco 4.2 a3

Afornarn a 1000 mif con agua destifada y_pHFT.O +0,2 -



METODO DE MALTOSA (SACAROGENICO) [29)

Se emples ef método de Pahlquist preparando Los s.4i--

sulfentes neactivoa:

I.-

Solucién amontiguadora (PBS] 0.05 M pH 6.9

Disolvern 3.03 g de fosgato monobdaico de potasio anhi-~

dro y 3.26 g de fosfato dibdsico de sodio dihidratado
en agua destilada, diluirn a 1000 mL.

Sustnato de almidén al 2.0%

Pesan 2.0 g de alfmidén scluble y 0.04 g de clonuro de
sodio disofLven en soluc. PBS a un volumen inal de 100
ml, EZ calentamiento no es necesanio, despuds de La

adicibn de 1 a 2 mi de Zolueno se guarda en nefrigena

cifn. Deberd sewv descantado despuds de una semana.
Reactive de 3,5-dinitrosalicilico (DNSA}.

PDisolver 10.0 g de DNSA, 16 g de hidandxido de so0dio y
300 g de tarntrato de sodio y potasio en agua Librne de
C0, y difuin a un volumen fLnal de un Litro. Afmace--
nan en frasco dAdmbar y preparanse al mencs € difas antes
de 4u uso ya que La canitidad de cofor producida por mg
de azdean fué afgunas veces mds baja {nmediatamente

después de La prepanacidén del neacitivo,

Es estable pon Lo menos 6 meses a Lemperaiura amblien--
Le.
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4.~ Solucidn estandand de Malitosa.

Disolver 0.4 g de maltosa monohidrnatada y 0.27 g de --

dedido benzolco en agua destifada y aforarn a 100 mi.

EL dcideo benzoico actda como un condervador y no Lnter

fiere con ef DNSA. La soclucidn ed esfable por algunas

sdemanas a tempenatuna ambiente.

Proced.imiento:

Pipatean 1.0 m& de sustrato de almidén al 2.0% en zubo

de ensaye pana £a muestra, prelncuban en bade marfa a

37°C/5 min. Tguafmente conner un "bLanco” econ 1.0 ml
de sustrato.
?2.- Adicionan 1.0 mf de suenc, mezclan y volvern a Lncuban

porn 60 min. AL "bLanco” se Le adiciona 1.0 mf de agua

destilada.

3.- Sacan Los tubos del bado y agnegai 2.0 mL def neactive
de DNSA, '

4.- Coloecan en bano de agua hinviendo durante 10 min, en--

frian al chonno de agua frfae y adicilonan 20.0 mf de --

agua destilada.
5.- Mezclan y Leer a 530 nm gfrente al "blanco".

EL colorn es estable porn Lo menos 24 hrs,
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Pana concecen Ra concentracidén de La enzima se Lniernpo-

La en unc curva estandand.

Método de Seanrcy (27}

Reactives:

1,.-

Solucidn amoatiguadora de fosfatos (PBS) 0.05 M pH 7.0

Se pesan 26.9 g de 4osfato monobdsdico de sodio monohi-
dratado, 8.18 g de fosgato dibdsico de sodio pentahi--
dnatado y 8.5 g de eclohruro de sodio que se disuelven -

en agua destilada y se afora a 1000 mi.

Sustrato de almidén af 1.0 %

Se pesa 1.0 g de almiddn soluble que se disuelve en el
PBS y 4e¢ afora a 100 mf.

Reactive de dinditrhosalicilato

A 10.0 g de DNSA se Le adicionan 200 m& de hidadx.ido

de sodio 2.0 N y 500 mi de agua deastifada y se mantie-
ne en agitacidn magnética pon 3 hns hasta disolucibén
del dcido. Posteaniormente agareganr 300 g de tarntrato -

de sodio y potasio, disoclven, mezclan ¢ aforan a 1000

mf con agua deszilada. Esta soLucibn es estable pon 6
medes.



31
Procedimiento.

Adéicionan 0.5 m& de sustraio al 1.0% previamente Lncu-
bado, & un tubo de ensaye conteniendo 10 microflitros

de Aueaa; e incubar a temperatura de 37°C durante 60

min.
2.- Addicionan 1,0 mf de DNSA.

Colocan en bafo de agua hirviendo durante 5 minuioas,

engrian al chonno de agua otre 5 mdn.

Leer a 540 nm contra bLanco de agua destifada.

EL "bLanco”
37°

contiene 0.5 mf de sustrato incubado a ---

C y 10 micnolitnos de sueno que se¢ adiciona inme--

diatamente antes de agnegar 1.0 mi de DNSA.

METOU0 DE DAHLQVIST MODTFICADO

Se modific6 este méiodo con el fin de obtener ef méto-
do deseado

Temp amé, .30 min
0.5 mg susirato +Xml de sueno ------- > 1.0 mf DNSA----"- > enfrian
' x min agua ‘hirv -
incubac

chonrno de agua + 10 m& de agua destifada, mezclan y Leen
a 530 mm.

af
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Se utiliza 0.5 m&., de sustnato de almidén-. con nesul -

tados satisfactondios

En Lo que se aefierne a tempeaatura de reaccdén, &¢ -

probs a temperatunra ambiente y a 37° C.

€t tiempo de ebulflicuidn.. en baiio de agua fué- ef men-

cionado en 2as 2 téendcas antendiones de 5 a 10 minu—-

Zos,

EL tiempo de incubacibn. se varfa desde 3 hasta 120-
minutos 6 sea se tnabajé6- a 3, 6, 10, 15, 20, 30,

60, 90, y 120 minutos.
Volumened de reactivos empleados:

I] DNSA 0.5 y 1.0 m&; Xambién~ se varid . ef volumen -
de

11} agua destitada siendo de 5 y 10 mi.

Muestra de sueno utifizando 0.02, 0.05, 0.10, 0.25,
0.50.y4 1.0 mk,

Se hicLernon vandias concentnaciones del susirato y de-

L0s consenvadones que se indican a continuacidn:

AEmidén a£ 0.2%, 1.5%, 1.2%, 1.0%, 0.8% con Acido Ben-

zolco

AZmid6n al 2.0%, 0.5% sin Acido Benzoico



Abmidén al 0.8% con Acdido saficilico

Almid6n al 0.8%, 0.4% 0.2% con Acide Benzodico, Trds y

CLonuno de sodic
Almidén al 0.4% con Acido Benzodlco
Almidén al 0.4% con Tads y cloruno de sodio

Y se esterilizan a 15 £bs. de presidn, 121° € pon 15-

minutos:
Almidén al 0.4% con Acido Benzodico y

ALmidon al 0.4% con Acido Benzolco, Tris y Cloruro de

sod4io.
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H) AsL mismo tamb.ién hubo vaniacidn en Los volumenes -

de susatrate que fuercon de G.5% 4 1.0 ml.

I) EZ pH def sustrato no se Le hicieron modificaciones.
la Literatuna nepornta un pH dplimo entrne 6.9 y 7.2 pa
ha Este trnabajo se prepananon Lodos L£os sustratos a-

un pH de 7.0 * 0.05.

MATERTIAL BIOLOGICO

Sueros de pacientes tomados al azarn sin evidencias de

panchrealilis.,



TOMA DE MUESTRAS

Se necolectan 3.0 mf de sangre pon punceilbn venosa de
pacientes en ayunas, se defa congufan y el sueno se sepana

por cezntrliugacién a 2000 xpm/5 minutos.



RESULTADOS

Antes de comparar Los métodos, se anafizaron por sepa-

nade cada uno de eflfos, de %af manera que menciconaremos ca-

da una de fas vaniables trabajadas y Los nesultados que 3e-

obsenvanon,

Se trabajfan L£as 3 deLtimas téendicas con 50 suehos de -

pacientes y suenros controles nespectivos.

METODO NEFELOMETRICO

Con el {in de encontrar el nrango selecton adecuado se-

ensaya 3X que nos da vafonres bafos y menos reproducibles al

aumentan el tiempo de Lncubacibén,. con 10X hay una constan-

cia en Los resultados con Lectunas adecuadas {(no muy cenca-

nas a 100 6 0) ya que a mayon abentura mayor unidades de --
fluorescencia, asl que se¢ esccge dEale dltimo rango selec-
ton. (Tabta A).

A mayon volumen de suena, mayon concentracibn de enzi
ma y e tilene Lectunas aftas en unidades de fLuonescencia,-

pero 50 micrnolitos no mosind variacibn alguna en Lecturnas-

siendo e vofumen Sptima pana que £a neacedidn enzimdtica

proceda a fL&evarse a cabo. {Tabla B).

Cuando se efectud diluciones de sueno, habia disaminu--

cién de concentracién de enzima, disminucién de La . -hidrnli-
8Ls y pon tanto se obtienen valones bafos de fLuonescencia.

(TabZa B}.
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En £o que nespecta af Liempo de reacciln vemos gque a -~

mayor tiempo La enzima sdigue desdoblando al almidén y porn --

tanto La suspensdidn es menos turnbia, va diésminuyendo La --

concentracifn de enzdima LLbne y se da un aumento en £Las und

dades de fLucncscencia asilendo hasta un cierte Limite como -

Lot muestra €a Figuna 2 con Recturnas casLisdimilanes entnre-

10 y 12 minutos, con tiempos mayores Las Recturas bajan. AsL
tenemos que de La técnica original s6Lo se modifica el tiem-

po de incubacifn (10 min] gquedando La técnica como sLque:

5.0 m&, sustrato 37°C/5min + 50 microlitnos suerno 37°C/

10 min. después se Lee en escala ditecta del aparato.



TABLA A.- Efecto del rango selecton en e

Método Nedelométn.ico.

37

3X 10X

Tiempo O 5! 10! 0! 51 10°'

B1 0.0 0.0 0.0 L0.0 0.0 0.0
150 ut 14,21 13,13‘_12,14 70,73 73,73 83,75

100 u&£ 8,18 8,8 6,19 72,74 79,75 88,77
50 pt 6,3 5,1 5,1 80,84 91,86 97,588

Lectunas negdistradas en coarimienZos dianio y mismas muestras

"TABLA B.- Efecto de La difucifn del suero sobre £os

nesulftados en Unidades de Fluorescencia.

., Fluorescencia

10X
. BLanco 0.0
suero 1:1 §0.0 20.0
1:2 53,0 55.0
1:3 39.0  37.90
1:4 29.0 28.0
1:5 25.0 25.0

En corkimientos dobles se puede observar €a neprodutibifidad
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40

Unidades de Fluorescencia

20

CURVA PATRON PARA AMILASA

>,
—>

0 10 20 30 40

mg almidén/Sul
Filgura 1.- Método Nefelometrico estandarizado utilizando
sugtrato de alwidén al 0.3%
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Unidades de Fluorescenela
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‘ METODO NEFELOMETRICO
] ACTIVIDAD DE AMILASA SERICA

e

: A "

0 10 20 30 40 50 60

o

>

Minutos
Figura 2.- Efecto del tiempo de incubacién para la
determinacion de Amilasa a 37°C



METO0D0 PHADEBAS

Este método se utilizd como método de refernencda para -

estudiar el método de Maltosa. (Tabla I}

Este 4680 ae thabajg: al conner simulitdneamente Los 3

métodas y asl vernifican L Los resulados en suernos de pa---

cientes y contrnoles tienen activdidad similarn de Amilasa (es-

tos metodos enunciados son de Malitosa, Caraway y Phadebas.).

METODO CARAWAY

En gste método al igual que Phadebas, Los neactives ya
vienen inclufdos, procediendo a trabajarlo como La téendica -

Lo manca.

40

Los nesultados obtendidos con sueros de pacientes y usan

do contrnoles (nonmal y etevado] se neportan en Tablas 2-y -

3 nrespectivamente.

-METODO DE MALTOSA

Como obsenrvamos Lo xeportado en el procedimiente, se¢ - .
efrctdaron divensaas modificaciones a f.in de encontran Las -

condiciones de reacecldn Sptimas con rnesultados confiables-

en cuanto a La medicidn de La actividad de £a enzima.

Antes de mencionan Los experimentos cinéticos.. efectua
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dos en este método, se neponta unc tabla donde se coaren a -~

2La vez el sueno de 50 pacienies con Las 3 téondicas y esitan--

danizadas (el cuanto método nedelometrnico iz descarta por -

Loa inconvenientes sefialados en 2a discusifn] y notarn su s4i--
militud entre el método phadebas y cf de malfosa modificado.

{Tabta 2 }.

TABLA 1.- Valones estadl{sticos oblendidos en andlisdis de Ami

Losa sénica pon Método de Phadebas.

Vaton estadistico I 171
X 208.5 558.0
Hediana 201.5 558.5
Rango 167-310 430-585
146 - 4
v.s. o+ 40 « 104.9
civ. % 5.21 5.31

I.- sueno control Onthodiagnositics 225 U/1i
IT.- suero contnol Q-PAK Chemistny 541 u/1
n = Ndm. mueslras

D.S.= desviacibn estandand

C.V.= coedgiciente de variacidn

X = promedio
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TABLA 2,

METQDQ HMALTOSA U/Z =~ METOD0 PHADEBAS U/L METODC CARAWAY U/dE

155 . 247 2377
160 .160 Z67.1
140 .105 267 .4
155 .61 235.7
155 159 253.3
125 114 ————

230 .210 235.7
220 .193 182.9
160 222 .267:4
153 .182 -302.5
165 .201 -130.

140 97 165.3
180 .303 211.1
105 -106 15813
132 179 200.5
——- -—- -200.5
220 -29¢0 24217
165 L2158 .199.7
215 .218 19927
138 .76 227.2
125 114 L 256.3
130 .81 274.2
185 208 191.9
135 .282 238.8
140 LE12 .23828
150 .260 £75.¢0
-— -—— .206.2
200 .246 c———

215 128 .213:5
185 171 231.6
260 i63 213.5
215 240 ——————
215 184 e
115 93 7249.9
140 75 226,6
185 - 250 246.3
150 756. 173.3
175 291 249.9
147 63 193.3
Z16 140 264.2
180 235 183.5
- - 294.6
- -~ 324.4

[Contindal
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[Continuacidnl .

HETODO MALTOSA u/fi METODO PHADEBAS U/E METODO CARAWAY U/dZ

115 280 meeeae
236 157 132.4
752 263 .ol
1565 166 £5.0
248 172 85.0
227 I
199 91 172.0
- m— 150.¢0
179 275 ———
— ‘ — 245.0
121 166 245.0
121 96 a-eec
100 238 278.0

"5 L1 T
Rango 105-260 61-303 86-324

TABLA DE COMPARACTON DE RESULTADOS OBTENIDOS CON SUEROS
DE PACIENTES ANALTIZADOS POR 3 METODOS.
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TABLA 3.- Datos estadfsticos de andtisis de Amilasa sé&rica -

por el método de Caraway con suexos controles.

Estadfatica 1

11

X 193,0 327.0
Mediana 150.0 330.0
Rango "~ 92-329 ‘194-365
n : 37 27 '
D.s. 65.5 38.2
c.v. % » 3.41 §.54

I sueno contnolf 216 U/fdR
11 sueno contnol 346 U/de

Todos Loa nesultados a excepceldén del C.V.

son en UfdE
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METOUg MALTOSA

Primenamente consideramos La Longitud de ondas a £La --
cual se trnabaja, no hacdiendose modificacidn alguna puéds va-
riosanticules al nespecto La nreportan como £a Sptima; ense-
géida trabajamoas con temperatunrna y Liempo de incubacidn -
divensos pana enconinar donde £a actividad de La enzima ac-
tda Lotalmenile aobre el sustraio sin desnaturallzacidin de -
ella ni neaccién inéampletd; postenionmente seguimos con el
vofumen de sustrato y suerno en una refacibén que exista un -
enface Enzéma-SuAtmata de taf manera que haya una pronia ob
tencidn del producto; y finalmente La concentracidn de sus
trato y conservadores de £a solucdién que nos den La veloci-
dad mdxima y con esto adadimos £a Limpontancia del pH en es-
te proceso enzimditico que -debideo a usar divensos consenvado
res y sofuciones amortiguadonas se vi6 alterado penc sLem-~

pre se LLevd a pH de 7.0 + 0.2.

EXPERIMENTOS CINETICOS
Ltongitud de onda

Se encuentna neportada en La Literatura 540 y 530 am, -
por £0 que en ef presente Lrnabajo se usa Longitud de onda de

530 nm, como mdx.ima como Lo muestra La Figura 3.



Absorbancia
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METODO MALTOSA

ad 1

—pn

400 450 500 550 €00 >
Longitud de onda (nm)

Figura 3.~ Espectro de Abgorcién para la determinacién de Ami
lasa sérica con una soluc. estandard de Maltosa,
al 1.0%, piA 7.0 ¥y 37 ’c.
La méxima absorcién es a 530 nm pudiendo utilizarase
entre 505-550 nm (Fernéndesz y Sobel 1964).
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Temperaiura de neaccldn.

En £04 artfculos revisados al reapecio, La determina--
eién de La actividad de amilasa sénica La Blevan a cabo a -

tempenratura amblente, 37° C, e Lincluso 40* (.

En incubaciones a 37* C y tempzaatdna ambiente con -~~~
igual volumen de suenc, se obtuvdienon valones de Absorban--

cla mayores a 37°C (Figura 4]).
Tiempo de incubacifn.

Leevamos a cabo La pre-incubacdidn de 5 min a 37°C para que
La neaccibn se efectde al mdximo pued el susztnato a esta --

Lenperatura puede sen atacado fdeilfmente pon £a enzima.

A una concentracifn de susirato y tempenatura de hi--
dnflisis dadas se puede determinan La concentracitn de enzi
ma en un nango amplio cbsenvdndose en £a Figura 5 que a ma-
yor tiempo de Lncubacidn, mayon absonbancia y pon tantc ma-
yor concentracién de enzima hasta un ciexteo Limite que va -
genenalmente entre 2os 30 y 60 méinutos e incluso 90 minutos
de ahf que se escoge 30 minutos de Lncubacidn como Sptimes
ya que pana tiempos mayonres de fncubacidn La reacclbn ga --

4de LLevs a cabo.

A temperatura de 37°C no se observan estas vaniaciones
44ino un constante aumento en Absorbaneceia al aumentar el -~-

tiempo de incubacitfn perno La alfa-amilasa ya ne estd- traba-
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jando sino detectamos productos de degradacidn & existe sa-

tunacifn de sustnato (Figurna 4).
Volumen de Acido 3,5-dinditrosalicllico {DNSA)

Cuande ae efectué La neaccién con 0.5 me de DNSA a di-
§erentes tiempos de Lncubacidn y difcrentes volumenes de --
sueno, ef valon de % de transmitancia, oblendido 4ué mayarn -

de 100.0 de ahf que s2 utilizéd 1.0 m& de DNSA.

Volumen de sustrato.

La téenica oniginal repornta una nefacidén uno a uno de
sdusthato con nespeclo a La enzdma. En este trabajo sdégulen
do £a midma relacibn uitilizamos 0.5 mi de sustrato sin ver-

se altenados Los connimientos en ensayos repetitivos.
Volumen de aueno (concentracidn de enzimal.

La técnica marnca un volumen de 1.0 ml de sueroc y se en
sayanon 3000, 500, 2590, 100, 50, 20 y hasta 10 microlitnos
a fin de detemminan hasta que minimo volumen de Auaﬁo, La -
neacelén ena LPevada a cabo influyendo también el Liempo de

Lncubacibén y tempenatuna de neaccibn.

La Figurna 4 y 5 nos ayuda a deteaminan 50 microfitnos
como ef volumen de sueno donde se¢ presenta una constancia -

en £os nesultados a temperatuna ambiente.
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0.6

. ~ 50 px
0uS

: *30 p1
0.3 | v

0.3 t /

re 3 . i e
‘o 30 60 90 120 T
Tiempe de incubacidén (min)

Figura 4.~ Influencia de la tempersture scbre 1las valocidad de

reaccidén a igual concentracién de enzima y sustrato de
almidén al 2,0%.

-~ - 37*C
Temperatura ambients
rl microlitros
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Ar . e 250 p1

| |
/'—ﬁ -

' //——\ 30 p1

-
o 30 60 90 120

Ticwpo ds incubacién (min)
Fk.g.u,'t S.- Influencia del tiempo de incubacién y volumen de

suero sobre 1la velocidad de reacceién a temperatura
ambLiente utilizando sustrato de almidén al 2,0%.
pl = microlitros
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Concentracibén de sustrato y consenvadores,

EL propbésito|de vaniarn La concentracién de susinalo y
consenvadones es ;on el fin de analizan 8L existe 6 no, va
riacibn en fLos keéultadob en Absorbancia 6 %T (y con elle
actividad de anzi%al a medida que cambia fa concentrnacdibn
de ALmidén y det%&minaa hasta que minima conceniracién de

éste, se da Lo neproducibilidad def método.
|
Iniciamos c%n almidén al 2.0% con Acido Benzoico 100

mg en Lugaxr de t#tueno que manca Dahlquisl y 40 mg de cfo-

| .
runo de sodio pero duna sofamente una semana sin entunblan

se. i
|

Sequimos con almidén af 1.5% en i{guales cantidades de
conservadones dando nesultados similares al conrenfos ayu-
dados pon suencsd contrnoles y una sofucidn estandand de Mal

tosa Logrando ATLO mantenen 12 difas £a so0lucidn (Tabla 4 y
5).

Se prepanal abmidén al 0.8% sin Acido Benzoico y tan -
I

s6Lo clonruno d# sodio obteniéndose nesultados muy Lincon---
|

gruentes durnanie 4 dias desecartando con effo el preparnar -

un sustrato sin consenvadon.

Cambiando(et cornservador de Acido Benzolco pon deido
salicllico se ﬁepana almidén al 0.8% con 40 mg de deddo

salicfRico y 40 mg de cloruno de aodio pero notamos que ak



connenlo pon vanios dfas el % de Transmitancia iba aumentan
do 6 sea disminuyendo La concentracidn de producto deteamdi-

nado y también se entunbiaba con jacilidad.

Se procede despuls a adicionar al sustraio, This en al
midén al 0.83% en cantidad de 600 mg, 460 mg de cflorune de =
s0dio Yy 40 mg de dcido benzoico, dando buenos resultados --

ademas de que se conserva 15 dfas sin contaminarse ni eniun

bianse.

Seguimos disminuyendo La concentracién de susdlrateo al
0.4% pnepandndofo igualmente y disolfviéndolo en agua y no -
en sotucibén amontiguadora de fosgatos, da un pH elevado que
"se bafa con HCL dilufdo a 7.0 + 0.2 dando mejones resufta--
dos en connsimientos dobles pon varnios dfas compardndelo con
Almid6n al 0.4% con Acido Benzoico y clorunro de sodic pero

aln Trnis (Figura 7).

EL almidén al 0.4% aéle. con Acido Benzoico dwura poeo

dando walonres confiables, despufs varfan; se prepara en ----
Lgual concentracidn de almidén peno eZianando el delide ben-
zoico e Lgualmente nos da nesultados vaniables con suenos --
controfes en pocos dlas por Bo que ase procede a trabajan ---
siemprne con eslos Ltrnes consenvadores: Aedido Benzodco, Tais y

cLoruno de so0dioc como activadon de La reacecidbnrn. {Figura 6}.

intentande disminuin mds audn La concentracifn de sustra

Lo af 0.2% con 600 mg de This, 460 mg de clonruno de sodio y
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40 mg. de acido benzoico aumentando el volumen de este en La
reaccidn de 0,5 m€. a 2,0 m€. para compensar £a bajfa concen-
tracibn de almidén pero se obtienen valores muy variables -
en ecorndimientod dobles durante 3 dlas pon L0 que La concen--
tracibén deseada de Sustrnaito de Almid6n se detenmina sen de -

0.4% con Tais, cloruro de sodio y acido benzoico ayudando--

nos pana concludir esto La Figuna 6 y un s4in nidmenco de ensa -
yos con suernos controles y un estandand de Maliteosa para cada
una de £Las concentraciones de sustrato ensayadas, asf como-

de datos estadfdticos (Tabla 6).

Al ir disminuyendo La concentracibn de sustrato se
‘toma en cuenta que ho haya alteracidn en £os nresultados bus
cando 4¢ mantenga £a misma formacidn de producto o sea que -
La actividad enzimditica no se altene con Ea disminucisn de - .
almidén, como también Los conservadonres l[composicidn y canti
dad) pues nc deben alterar La neaccibn sinoc s0fo evitar con-
taminacidn e incfuso activar. Cuande pon efecito del consenva
don La solucién se Torna tunbia, esta se desecha y se budca-

que cantidad y condiciones evitam esto.
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TABLA 4.~ Relacdfn de % Thansmitancdia deZenminada en coanimien

Lo thriples porn el MéEtodo de Maltosa usando una es -
tandard de Malitosza af 1.0 %.

Concentracibn de susitnato

$Transmitancia Promedio

2.0 % $1.5 §0.0 8Z.0 g1.1
1.5 % 81.5 §1.5 E§Z7.0 81.6
1.2 % 786.5 82.5 §3.0 31.3
1.0 % 7.0 77.0 80.0 78.3
0.5 % 76.0 77.5 78,0 77.8
0.8 % * 77.0 8.0 6&.0 71.0
0.4 ¢ $2.0 84.0 ---- ———-
0.4 % * 65.0 e - ————
0.2 %

Resultados Variables.

* EL sustrato contiene ademds -de dcido benzoico y

clorune de sodio, Tris.
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TABLA 5.- Relacién de $Transmitancia deteaminada en coanimien
tos dobles porn el Método de Maltosa usando suero -

contrnel,

Concentracibén de susityato $ Transmitancia

2.0 % 23.0 22.5
1.5 % 21.5 20.0
1.0 % ' 19.0 20.0
0.4 % 26.0 26.0

Se obsaenrva semejanza en resultados dobles con estos sus-
Lthaios que contiecncenm Trnis, cloruro de sodioc y dcido ben-

zoico come conseavadon.

EZ sueno control uitilizado presenta una concentracidn -
456 u/1
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TABLA 6.~ Datos estadlaticos de La actividad de Amilasa s€-

rica ensayada con sueros controles de concenthra--

cién conocida

a diferenies concentraciones de sus

thadfo .
Concentracitn de Sueno control Ensayo

Sustrato Ur/1 (frasco} " X D.s. C.v.%
2.0 % 216.0 5 230.0 -:30.7 13.3
1.5 % 216.0 5 243.0 38.7 15.9
0.5 % 541 .0 24 567.0 19.2 5.1
0.8 32 541,0 8 639.2 36.5 5.7
0.48b 225.0 49 227.4 26.5 11.6

Los sutnatos contienen como conserwadon Acdide Benzodeo y come activa —-

don clorunre de sodic.

a) no contiene conservadon

bl ef sustnato coniiene ademds T/eis como conservadon.
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5‘ con Tris NaCl ¥
Acido bonzoico
JO% cor Acido
bem'.oico
0.% con Acido
benzoic?
0.8% con Ac- pen__
goico
400 500 €00 700 800
. u/
acidn 6% astratd gabre elo
de Amilns sébr cn tliz.ando
o de B ubaci.bn.
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s . -

-

o 100 200 300 400 300 600 700 800 900 U/1

Figura 7.- Efecto de la soln. amortiguadora de TRis sobre 1a
actividad de la Amilaga con almidép al 0.4%, a 37°C
0.05 ml de svero por duplicado.

¢ con soln smortiguadora ds Tris)(i ain soln de TRis)
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Sustrato de afmidén

Observands que uno de £0s mayones problemas en La

determinacibn de La activdidad de Amifasa es tenen un sustrato

que perxmanezca estable sin afiternacdiones tanto en ecomposiciln-

como en aspecio, ae busca que £Za concentracién de susitnato,

activadones y conservadores sea La adecuada para obtenern ne--
sultados condiables.

En La bibtiografifa se reponta que el afmidén no du
na muchos diasd en forma clora aino que se entunbia a £os po--

cos dias y necomiendan La neparacdién diariac de &L; esto oca--

sLona que se cheque dianiamente ef sustrato con suenos coning

Les, haciendo La téenica poco pandcetica.

Esto 2o obsenvamos también en esie esiudic y vemos

que el afmidén se enturbiaba a Los § dfas e incluso antes, con

La consigulente vaniacibn en Los resulitados. S¢ procede a hexn-
vin durante 1 min. el sustnato al prepananfo y esio rnos ayuda-

a evitan en entunbiamiento, dunando mds de 8 dfas claro y des

pués ae entunbia muy poco en foama ya permanenie hasia pon
1

mes. Persamos que ef enturnbiamiento podnfa debernse en pan-
tes a contaminacibén bactendana, Lo cual compnobamos haciendo -

cultivoas del sustrnato en Gefosa sangnre.

Por Lo tantoc s¢ estendiliza ef sustnato de afmidén

Lanto al 0.4 % con Acido Benzodce cemo af 0.4% con Tris, cloru
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no de sodio y deido benzodlco a 110 ¢ C, 15 min, 15 Lbs. de -
presién {(esta concentracidn es La mdnima de almidén que nos
da £a neproduciblidad del métodol y se procede a correrlos -

de Lguaf marera, junto con sustrnatos de La miama concenrira--

cldn peno no esténifes a gfim de notan af existe didernencia

en £0s nesuliados encontrados y no 46Lo esto sino que tam---

bién se conren dlas ¢ Lncluso meses mds tarde,

Siempre s¢ desechan cuande presentan turnbidez y

se edectdan pruebas parna detectar 4L hay contaminacibn bac~

Lernlana.

Primenamente preparamos susztratos de almidén de -
‘concentracibn al .4 $ con deido Benzoico, Tris y Clonunc
de scdio.

Se divide en volumenes Lguales esitcs doz sustnatos
y una parte se eslercliza. EL sustrnato no esténil &e¢ prepara
en forma reciente al corrximiento de £a prueba ya que se en--

turbia.y mds cuando cuando el sustrato sofo contiene Acido -

Benzodlco.

Se trabajan ambos sustrnatos utibizando un suero -

control y Las Lecturas nos indican 8L hay 0 no variacibn,

Esze procedimiento se efectda a Los 15 dfas, 1 mes
Z meses, 4 meses y a £Los 7 meses se descanta pon tunbios pe-

ro adn Lndice de contaminacibn al cultivarlo en Gelosa san--

gre.
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Observamns que nro hay vandacién en cuandoe a Lecitu-
nas de Absonbencia que se itraducen en actividad enzimdtica -
pues estas ason similarnes a Las del sustrato esténil que sigue

permaneciendo clare (Tabla 71,

También dinemos que ef sustrhato af 0.4% que con -
tiene dnicamente Acildo Benzolco como conservador se descanita-

pues en condiciones no esifailes ae eniunbia con gran gacilli-

dad a Los 15 dfas,

pf

Dahlquist en 1962 aeponid el pH 6ptimo de 6.9 at -
{gual gque Babson en 1970 observande que ademds .influye £a Lem
peratura para La velocidad de reaccddn, naturaleza del amonti
guadon, concentrnacidn del sustrato, presencia de activadores-
6 inhibidones etec. Basados en Lo reporntado. se trabajé el -
sustrnato de almidén a varios pH y Temperatuna constante a fin

de encontran cual es ef indicade pana £a actividad de Amilasa“

4ea mdxima (Fig. 8).
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TABLA 7.- Refacién de actividad de Amilasa sénica at estend-

Lizan el susiraic.

TLempo u/1 ESTERIL U/1 NO ESTERIL Contnol
Inicial 295 280 225 Uj/1
15 dias 200 200 225 U/1
1 mes 220 218 225 u/1
2 meses 230 230 225 U/1
4 meses 370 365 346 U/1

7 mesea de descanta por turbio pero &in contaminacibn
EL sustrato que s¢ ensaya es afmidén af 0.4% con Tris, cloru--

o

de sodio y deido benzoico.
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Los resultados encontrados pon vandios autornes aon £o03
siguLentes:

- Babson A,L. en 19270 6,9
0 2intenhofen, L, 1973 7.0

AsL que al nelacdionarfos con Los encontrades en el pre

sente trabafo se ve Lo sigulente:
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pH

a 37°C utilizendo Almidén 0.4% con Tris,
cloruro de sodio y Acido benzoico.

El rango de pH 6.8-7.2 no presentd cambios signifi-
cativos en la lectura de Absorsancia del sustrato
- preparado considgrandolo como sl 6ptimo.
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Calibhacibn,

Se usan estandares de concentracién que nos ayudan -
a thaza una cuirva de calibracién que Luego nos penmite convesn-

tin Absorbancia 6 3 Transmitancia a Actividad enzimdtica.

Para obtenen dicha cunrva de calibracibn se utiliza -
un sueno controld {(pon ejemplo P-PAQ Chemistry que contiene 541
u/1), donde diluciones de €L ros da valones detenminados de Den
sidad Optica y graflcados esfos datos noa ayudan a contrnolan -

con exactitudde interpretan Los resultados de Los andlisdis.

Tubo No. Volumen de sueno pb D.0. ugt
1 20,0 0.194 216.4
7 40.0 © 0.367 432.8
3 50.0 6,456 541.0
4 0.0 0.569 549.2

Cdlculos de La actividad enzimdiica.
Esatos se pueden efectuar mediante 3 fonmas:

al Intenpolando dinectamenteen La grdfica estandand el-
valon enconirado de Absonbencia, Lo cual nos da La -
concentracidn & actividad enzimdtica en £a enzima a

dezenminan.

bt Se tnabajfa un estandard de concentraclbn conocida, -~
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dindonos un valon determinado de Absorbancia; esta -
relacién nosx Lleva a encontrar un facton especlfico-
que multiplicado por cada una de Las Absenbancias de

Las muesras a enraayarn nocs da £a concentracién exis-

tente en cada muestra:

‘[%ﬁ%l_ = Facton x Absonbeoncia de muestrna = concen-

inac, mueataa,

c) Y porn GRtimo, mediante una f6rmula donde intervienen
Zanto Las Absonbancias de estandand y muestra como -
volumenes empleados y dilfuciones.

Actividad enzimdtica (U/71) = RE3.Uml ., 506  s5zd «
std
1 x vT
Us.

donde:

Abs = Absonbancia de muestra VT = volumen total

Abbatd = Absonbancia de estandard - VS = volumen muestia

t = tiempo.

En el presente estudio se efectuo el cdlculo de di--

cha aciividad intenpolando en La grdfica donde obtenemos valo-

nes de U/T, asclo que estos nesuliados no nos ayudan para coane

Lacionarlos con el método de Caraway

pox ser repontados estos

Gktimos en U/d1 y necesdltamos de un factor de convernsidn ya re-

portade en La Litenatura:
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También como Trabajamos con una so0lucddn estandard -

de Maftosa necesitamos apficar La §6rmula mencionada ante --

rionmente ya que au conceniracddn es en mg/100 m€, & mofes /&L
trno, Esto ea mda prdctico puesto que al connen La Téendica se-
hace junte con un estandard de Maftosa y Las Absonbencias ade
m&as de vofumenes ¢ tiempo nos Lthansdforma en moles/L.itro a -
Us1. Se evita £a prepanacdién constante de curvas de calibra--
cifn al prepanan nuevo susitrato y soclo se nequiene de un es--

tandard de Malitosa que permanece estable por mucho mds tiempo.
Andlisis 6 procedimientcs estadfsticos (38-40)

La media (X}, desviacidn estandaxd (D.S.) v coegi-=--

ciente de variacién (C.V.] fueron Las medidas usadas pana. ne

presentan Los datos.

Sabemos que La amplitud de Las series y £a desvia-~--

cibn estandand penmite conocen el grado de didpensién

Ayudados por suencs controles podemos vendfilcarn Tan-
2o preciaibn como exactitud, asdl como detectar posibles enno-
hes en Za determinaclon causados por manejo de té&cenica 6 reae

tives caducados. Esto nepencute en La ELinearidad y en La pnre-

cLsibn de cada senie 6 "dfa a dLa”.

También utitizamos La grdfica de Levey-Jenndings panra
detenminan fa vardiacfon del vafor neal del suero control al ha

cerlo por varios dlfas.
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- A continuacidn sc anotan £o0s nesultados de neproducibi

eidad y prnecisddn def método de Malitosa modificado:

TABLA 8 .- Reproducibilidad def método de Mafitoasa.

use enzima No. muestrnas X c.v.% Rango
547 20 567.0 + 31.0 5.4 535-4620

450 20 435.2 L 59,2 13.6  380-455

180 20 173.0 + 26.6 15.4 152-220

Se utilizan 20 muesiras de sueno conitnol, se anafiza

su alta precisdidn.
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st Noamazb ELevado®
Mismo dfa
X 173.0 435.2 567.0
D.S. +26_6 +59.2 t3r. 0
c.v.% 15.4 13.6 5.4
Rango 152-220 380-485 535-620
n 20 20 20
DLd a Dia Normagd
X 227.0
D.Ss. +9.6
C.V.% 4.25
Rango 21 5-255
n 20
al 180 uje
b} 450 U/&
cl 541 U/e
d) 225 u/e
Nota: todoa Los datos a excepcidn del C.V. son en ujt

Valores obXendidos con suencs coniroles de actividad de Amila

4a en rango noamal y elevado asf como un estdndard de Mallo-

sda.
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Lineanidad def método.

EL aueno contnol adends de ayudarnos a vendfican precd--
s4i6n y exactitud del método a analizan, es Udtil para detemminan -
3L el ensayo conne en foama Lincaf, esto es, sL sigue La ley de -~
Lambent y Beer donde ;L aumentar La concentracién {aciividad] de -
La enzima que anallizamos aumenta £a Absonbancia. Con esfo podemos-
deguin trabajando Los sueros problemas y obtenen su concentracidn-

intenpolando en La grdfica. Ademds zTambién nos Iindica s{ af modi-
ficar La concentnacién de sustrnato, este mejorna 6 ne La técenica. -
Cuando hay ennores en fa preparac.ibfn de reactivos, uso de un sue-
#o0 caducado ete, Lo detectamos en La grdfica. La Figura 9 muestra-

que ef ensayo se compornia en forma Lineal.

La grnéfica de Levey-Jennings (Figura 10) muestra en un -
connimiento por 20 dias La prnecisidn def método y el que Los sue--
r0s trhabajados por esta téenica casd no se desvlan def vefon medio
(;) manteniendose dentrho del nango X + 2 D.S. que abarca un 95% -
de Ros aeAuzfadoa y es un timite de control aceptable de variacibn

por L0 que el método no estd fuero de control.

Con todo Lo anterion ya expuestfo podemos decirn que el mé
todo de Maltosa modificado nos ha dado muy buenos resultados que -
arepencute en Los andlisis estadisticos antes nepoatados. Cada mo--
dificacibfn se ha hecho con un ndmeno elevado de ensayos a {in de -
evitan errores, asdf como cada aftenaeibn se ha anafizado para ha--

cen La técnica no s0fo sencilfa sino también exacta y reproducible.
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Los estudios de connelacidn y regresdidn Los menc.ionamas
mds delante a fin de nelaclonan este método modificado con -

Los ya exdistenies utifizande un ndmeno adecuado de muestnras.

Intenferenc e,

Lo que puede aftenar Los nesultados y exactitud del mélo
do puede sen porque Las Lectunras se hagan en diferentes es--
pectrofotometnros, 4e usen suenos controfes caducados, el pH
sustnato sea alilo, uso de un susdrate sin conservadon, ﬁaz

como La phesencia en ef sueno de drogas.

Vatones normatles .

Este puede estar dado en Los neactivos comenciales con

una aproximacidn af valorn nrormaf pane cada poblacidn.

Debe tenerse en cuenta que cada método da nresultados di-

ferentes dependiendo de La sensibilidad g precisidn de este.

Se considerna La raza, sSexo, edad, estado nutriclonaf, --

ete, para darn un vafon normal de La enzima analizada.

A magor ndmeno de muestras que se ensayen, mayon exacti
tud habrd en Los nesultadoas.

Pana el método de Maltosa medificade usando una s0Lu----
cidn estandard de Mafitosa y bastantes ensayos consideramos -

que Los valones normafes abarcando un 95% de Las muestras --
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are

+

2 D.S. 6§ sca de 120-22%

72



B
S

<§30 In|

Abagrh.,. aaci’n a

]
[ ]

o

wn

o

CURVA PATRON DE AMILASA

(METODO MALTOSA

MODIFICADO)

73

—

100

Figura 9.~
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PRECISION DEL METODO DE MALTOSA MODIFICALDO

X+ 3D.s, Ifwmite de alarma 243.95
ZONA DE PRECAUCION
X + 20.S4_. I1imite de presancifin 237.30
[ ¥
//-W\V/r—_-\\Lj /\ 224.00
X Valor real
X + 2 D.§ : 210.70
X - abgs. " N . A 204.00
1 1 10 13 20dias del mes

Figura 10.- Gréfica de Levey-Jennings
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METOD0 DE MALTOSA MODIFICADO.

Procedimiento:

Pipetear 0.5 m2 de asustrale de afmidén al 0.4% en Tais,
clonuno de sodio y deido benzoico (0.4 g de almidén soluble,
600 mg de Tria, 460 mg de cloruro de sodio y 40 mg de dcido
benzoico, aforar a 100 me con agua destilada y pH 7.0 To.2
hirviendo durante 1 min para evitan eniunbiamiento) en tubo
de ensaye, preincubar en bafio manfa a 37° C/5 min. Tgual--

mente corner unr "bRanco® con 0.5 mf de sustrato.

Adicionan 0.05 mf de asuenc, mezefan y volver a incuban

por 36 min., AL "bLance” no se Le addiecdiona nada.

Sacar Los tubos del bafioc y agregan 1.0 mf de DNSA a am--
boa zubos, “"probiema" y "Blancoe” (Se disuelvan 10.0 g de ---
3,5 ¢+ dindthosalictlico, 16 g de hidréxido de sodioc gy 300 g‘
de tartraito de sodieo y potasio en agua diluyendo a un volu--
men finafl de un Li%ro. Almacenarn en frasco dmbar y preparahi
s8¢ al ﬁenoa 2 dfas antes de su uso. Es cstable pon Lo menos

6 meses a temperatunra dmbiental.

Colocan en bafio de agua hirviendo durante 10 min, en-—--

friarn al ahorno de agua frfa y adicionan 10.0 m& de agua-des
titada .

Mezelar y Leer a 530 mm grente al "blanco”.
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CORRELACION ENTRE LOS METODOS DE MALTOSA, PHADEBAS Y CARAWAY
PARA LA DETERMINACTION DE AMILASA SERICA.

Valecracifn estadlstica de Los métodos.

La prectsdén y exactitud de Los mé€lodos pana determinan
Amilasa sérica, fuenon obitenidos estadisticamente de acuendo

a Las siguientes f6nmulas matemdticas:

: 2
Exactitud X = 2_’;% v.s. = |&X - X)
n -1
Precisibn X, D.S. y €.V, donde C.V. = DI-(S- x 100
, =%
Lineanidad me NExy - Ey)lEx) _Exy - n
NE xS - [Ex)¢ =x? - Exl?

Coeficiente de conrelacidn

T xy - [ExTy/n)
% =

-j(zxz . (zxfl)@’z_ (2112) *
n n

Ecuacdidn de regresidn

y =y +m (x-2] = mx + ¢

= prnomeddio, media

o v X

.S5. = desviaci on estdndand
V. = coeficiente de vanilacibn
n = ndmerne de muestrnasd

'm = pendiente de La recia ’
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Factores de convernsddifn

1 Unddad = Q.36 mg maltosa monghidaato = 1 }mola maltosa gonr-
mada/min/mi
Unidades Somogyl (US) = mg gluccsa x 30 min x 100 mi

. 70006 v 2 _x 10 pmol/min/L = 1.848 UI/L

Phadebas x 0.54 = US/dl
Phadebas x 0.164 = U Street CLose/dE

Medidas nedelométnicas x 10 = US/dL
Abs

u/2 = m/me = mﬂtd x 10% x sed x—}f X —%{{
- -3

Estudios de companacifdn,

Comparamos el mézodo de Maliosa propuesto con el mé&iodo
manual amplihmgntg aceptado de Caraway (9} y el cromogéndico
de Phadebas (22) pon ensayos con 50 suenos de pacientes toma

dos al azan ¢ s4in evidencia de pancrneatitis.

Se cornen a £a vez con iguafes condiciones de Temperaiu

ra e i{guales estdndares de calibracidn.

Las Zablas y grdficas sigudientes muediran La existencia
¢ no de cornelacibn entne estos 3 métodos de acuerdo a Los -

resultados de Za Tabfa 11 (pag42).
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Tabla 10.- Concentracién de actividad de alfa-amifasa sérica,

MALTOSA PHADEBAS CARAWAY
use u/e u/de
120-225 70-300 60-160

Rangos de actividad de esta enzdima detenminada pon 3 métddos.
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Tabla 17.- Estimacisn de activdidad de alfa-amilasa &érica

porn 3 diferentes métodos usando suenos contrno-

Les en ensayos hrepellitlivos.

MARCA ut/L{feo.} MALTOSA PHADEBAS CARAWAY
Precinorm E 216 230.0 251 193
Onthodiagnostics 225 227.0 208 -

Q-PAK Chemistry 541 567.0 558 -—
Kontnollogen 131 UsS/de  ====-= -——— 134 Us/de
Precipath E 450 435.2Z -—- ———-
Hyland 346 u/d = ----- ——— 327 u/de

Se puede cbservan La similitud enine ef sueno control

pon el método de malitosa y La concentracidén que LLeva,
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TABLA 12.- Anafisia esiadfstico de amilasa sérica de pacien

tes aconde con Tabla Z.

Estadfatica MALTOSA PHADEBAS CARAWAY
X 175.0 181.0 222.3
Mediana 165.0 180.5 35,7
n 50 50 47
Rango 105-2690 61-303 86-324
v.s. + 40,0 + 69.3 + 51,3
c.V.% 22.8 38.2 23.0

Todo s2 agponta en UL 6 U/dL parna el Método de Caraway

Patos estadlaticos en suenos de 50 pacientes.
X = promedio
D.S. = desviacifn estdndard

C.V. = Coeficiente de varndlaciln.
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de ensaun de Amitasa

Tabla 13.+- Cornelacitn de Los 3 métodos
sénica.
Entidad de Phadebas {x) Canaway [(x} Phadebes {u!
Connelaciln: Vs . vs. Vs.
Caraway {y) MaZtosa (y} Maltosa (x}

- Ee. regresdidin y=0.10x + 202.7 y=-0.75x + 338 y=0.44x + 95.74
n . 0.76 -0.77 8.26

n 41 41 47
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METODO MALTOSA

METCDO MALTOSA U/1

AN
AL N

©
Hﬂahmmdm ~ Dk A NG ©

METCDO PHADEBAS U/l
PN
; P /\\/ .
/ R
y . \{L_\_L
METODO CARAWAY =
/di
4 /
G0 I 160 200 & 240 280 320

Figura 11.- Distribucién de Frecuenciag en la determinacién
de Amilasa sérica.
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TABLA No, 14

COMPARACTION DE METODOS EN LA DETERMINACION DE ALFA-AMILASA
UTTLIZANDO ANALISIS DE VARIANZA

METODO n  MEPIA 0.S. - (3)
(HMZTOSI'VSE. T PHADEBAS US: ANDEVA
MALTGSA L/ 50 174.7  40.4 (4}
PHADEBAS U/L 50 153.0 66.5 N.s. 2 05 .15)
CARAWAY U/dE 45 7222.3 57.84 .005 .005

(11 Prueba de hipotesis para digenencins apaneadas
(2) Mo significativa

{3} ANALISIS DE VARIANZA de un diserio aleatonizado en blogues
{4) 7Didernencia significativa de suenos

(5] Oiferencia significativa en métodos
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UISCUSION .

En el Labonatorio Clfnico cada dfa se hace mds E&nfasis en
meforar Las téenicas de andlisls, en neducin el costo de Es--
tas, en pnoveea nesultados Lo mds exacilos posdlbles. Estos —-
son esfuenzos muy Lmportantes y de gran benef{ilcio para el pa~
ciente y pana Losa médicos que dependen y conflan en La efica-

cia del Laboratondo.

La 2iternaturna nefacionada con el andlisdis de acitividad de
Amilasa es voluminosa y Las fechas comienzan el bi.gl;? pasado.
La mayornfa de Los parnametros enzimdit.icos nelacionados con La
deteaminacibn cuaniitativa de Amifasa ha s.ido investigade y
numenosas modificaciones probadas. E£ tiempo de Lincubacién
ha sido gumentado y disminuldo, La concentracddn de sustrato
vauiado, Las fuentes bilofdbgicas y Lz prepanacidn def susina-
Zo de aimidén investigado, se han hecho intentos para estabi
Lizan el sustrato de almidén y se han alterado Los méitodes -
pana Lo detecclén del nompimiento hidrnofitico compardndose.
EsfLa Lnvestigacidn extensiva de métodos rnegfleja La insalis--

faccidn de Los andlistas con Las técnicas pana el andlisis -

de £a Amilasa.

Nos dimos a £a tarea de probar mefonar estos méitodos pa-
ra efiminan Los problemas y desventafas que presentan asf co
mo modificarn condiciones de neaccidn y Zenen un métedo de en

sayo accesible.
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Realizamos este trabafo comparando 4 métodos con La fina
Zidad de sefeccionan el mejorn y ven La posibilidad de supe--
nanfo, trabafande y conocdiendo Las desventajas de elfos ade-
mds de sus ventafas y evaluar su preclsdifn y requendimientos,
analizande ef porgue adn algunos de elflos permanecen en tan-

2o que othos han cafdo en desuso en 2a actualidad.

EL problLema principal en todos Ros andlisis de Amilasa,
parece nesidin pninclpafmente en ef sustrato de almidén. EL
almidén es hetercagéneo tanto en el peso molecular como en el
grado de namificacién dos factores Los cuales pueden afectan

profundamente La suscepitibifidad del almidén a La accdlén de

2a Amllasa.

Por otra pante Zenemos Los METODOS NEFELOMETRICOS que =---
son muy rdpidos y sencillos con el inconvendente que se debe
contar con un Nefeldmetno para podern efeciuanfos. Sin embaz
go, no ofnecen ventafas sobre Los métodos sacarogénicos pon-
que también nequienen conneccién con blLancos de suernc, Los -
cuales frecuentemente dan bLancos elevados como consecuencia
de flucnescencia no especlfica, ademdb-de que estos métodos
no son adecuados para La deteaminacibn de amilasa en onina., -
AL sen hidnrolizado el almidén pon La amilasa, formdndose Mal
tosa va disminuyendo £a dispensién de fLa suspensién de sus--

trate 6 La tunbidez que se traduce en un aumento en La unida

des de fLuonescencia.

Este método no presenia un conirol ¢ estandaad de ayuda,

ademds entre sus desventajas estd el que La dispensidn de La
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Luz {y por tanto ba intensidad de fa fPuorescencial se ve --
afectada af trabajan con sucros Lciénicos, hemolizados o Li-
pémicos (tunbiocsl y no siempre se puede Lhabajan con suehod

apareniemente nonamales; esto Ainfluyd para que se negilsdinaran
datos variables en suenos de pacienies que s¢ conrienon do--
bles durante 2 6 3 dfas adn conservando £La misma concentnrna--

elLon de sustnato.

Conocdlendo La sensibilidad def nefelémetrno a cambics de
tunbdidez pues una muestra 6 esitandand que varle en aparien--
cifa (ocasdionado pon divernsas causas), en pH, tempernatura, en
condiclones de neaccidn consiantes tales son: Zemperazuna de
37°C, concentracidn de sustrato af 0.5%, pH de 7.7 y tiempo

de aeaccldn mds prolfongado que el repontado.

Vemos en La Figura 2 que La nreaccdlfn se LLeva a cabo aun
hasta Los 12 minutos y posteriormente disminuge La intensi--
dad de {Lucrescencdia Aiendo esto muy JLnconslante en ensayos
repetitivo pon Lo que se¢ procede a vanian La concenthacibn -
de sustnaio def 2.0% af 1-.0% y 0.8% en Buffer Tris-NaCl& 0.1M
pH 7.2. Diluciones de una sclucidn estdndand utilizando es-
te sustraito nos da vanias concentrccliones que nos permite --
Lrazar unc curva (Figura 1) y con esto checan &L Los Filitnos
primario y secundario permdiien medin La fLuorescencia pon de
far pasarn Ra Luz emitdida a través de La suspensién de almi--
din asf coga el nango sefecion pana medin mds exactamente --

esta LAndensdidad.
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Los rnesubtados permanecfan constantes so0le 2 6 3 dias y
deapués presentaban fnconsfancia Lo que no hace el método ne
producible, af prepanar después el sustrato af 2.0% usando -
deido benzolco como consdervadoa gque evdita el entunbiamdiento
obfenemoa Lgual falta de reproducibilfidad y aungue se pudo -
estandarizan otras variables que son sumamente Lmpoatanites -
en La deteaminacidn fLuoroméinica, f£a inestabilidad del sus-
trato nos desanima para poden emplLeanfo como método de huti-
na. EL costo de Los neactivos y La facilidad parna adquiris-
Los es fEcLL asil como el tiempo en que se efectda es conto -
(20 minutos aproximadamente} peao el equipo que se utiliza os
caro y safe del presupuesto comdn de un Laboratorio panra sen

usado como dnica prueba.

Los Métodos Cromogénicos son una combinacicn de Los pnoce
dimientos sacanogénicos con La napidez y sencillfez del proce-
dimiento amifocldstico. Estoas mélodos uiilizan un polisacd-
adido convalentemente unido a un coloranie sobne el cual acia
£a amifasa LZibenando {ragmenitos 4o£ub£a§ que son proporclona-

£es a La actividad de amilasa.

Entre estos métodos se encuentra ef METODO DE PHADEBAS, -
considerando como el método de neferencia en £04 palses ewhro-
peos, aunque algunos autores considenen que esto no debe sen,
pere comparando con othos métodos es bueno. AlLgunos de Los
inconvendientes es que produce un blanco elevado, La cantidad

de colorante Liberado varfa de Lote a Lote, ademds s34 exisie



correlacion entre Undidades Somogysi, Sitneext CLose y Unidades -
Intennacionales (24}, EL método es sencillo y sigue La ciné-
tica de onden cero Lo cual da una cunva de calibracién Linean,
por oira pante con {necuencia 3¢ obtienen valones elevados de

. amilasa, cuando se compara con oinoa métodos.

Presenta estabilidad con sus reactivos, fd4cil manejo de
ellos rapidez, sencillez y neproducibitfidad como se obsenva -
en La Tabla No, 1 donde un bajo vatlon de desviacién estdndand
y caaﬁiciénte de variaedlén indica un métedo neproducible en
el caso de sueno control 1, no asf pana ef control 11 debido
af poco nimeno de muestras que se ensayanon (cuatro) perno el
coeficiente de vardiacidn de 5.3V nos sigue <indicando su precdi

- 846n-y reproducibilidad,

Est0 nos ayudd bastante panra cornelaciornarnfo con Malxosa
y decir que al presentar valores de La actividad de enzima --
muy simifares tanto en suenocs contrnoles como muestras, £a pre
cisidon del método modificado es bastante cunfiable, y nos da
La pauta para cada una de Las conclusianes def método de Maf-

Zosa.

Desafortunadamente y dadas £as condiciones de Lmportaciln
es difgledd su adquisicidn y nos vemos obligados a estudian --
téenicas y procesos senciflos y padcildicos y con bajo coslo pa
na seguir inabafando eatas téconicas, aunque es fdell y su ~--
tiempo de neaklizacidn de aproximadamente 30 minutos, es cosdo

40.
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Las tdenicas basadas scbre el principio amifocldstico ex
plotan el hecho de que hay una pérdida progresdiva en 2a neac
cibn de colon fodo-almidén durante La hidrélisdis del almidén;
en contraste, Loas andliais sacarogénicos de amilasa miden el
incnemento en ef poder neductor del susinato segdn seam ro--

tos 2os enfaces glucosfdicos por fa amilasa.

EL aifmidén en s0flucidn sufre relrogradacién (211 6 un {e
némeno de envejecimiento {20} que es una asociacidn de cade-
nas. pana gorman miscelas mds grandes, Las cuales hacen af al
midén menos susceptible a La hidndtisis con Amilasa. De es-
ta manera se presenta una variable addicional, dependiendo de
Lo edad de £a solucién del sustrato de afmidén, Este fendme
ne de envejecimiento se ocbserva claramente en ef sustrnato de
afmidén preparade por el método de Caraway. Algunos autores,
han pensado en utifizan un sustrato de estrucitura quimica ho
mogénea, como un ofigosacdride 6§ maliosdido suscepiible a £a

hidrotiasais de alfa-amilasa pernoc Los resultados obtenidos han

descartadeo esta idea,

Vel METOVDO DE CARAWAY usamos Los reactivos comerciales y
duenos estdndares dando una varnifacidn en Los resulitados de -
cornnimientos dunante vandics dfas con un rango bastante amplio
y alejade def vafon gque tiene ef estandand control 11 (TabLa
3) ¥y que no e eapena obtenen usddndose sueros contholes, de-
bido quizds a que se pasa un poco de tiempo en Leen afectan~

do £Los nesullados (La disminucidén de colon conferdida por -~
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iodo-afmidén se ve afectado con ef paso de tiempo y La tempe
raturnal. La estabif.idad del sustrato ne fué eficiente pues

tnaba fande ef miamo dunante todos Los exdmenes ¢f valon en -
Tranamitancia del "blanco” vanrié mantendiendo constante {Loa -

neactives, ausirato y suenos controles,

Adicionado a eato ase encuentaa que el volumen final es
aproximadamente 5 veced mda que en £a téendien de Maltosa; ¢
como ae ha menclonado antenionmente, presenta poca precisidén
porn vexse afectado Lambién por La prnesencia de protefras, --

turbidez del sueno, el pH y La Zemperatura. Pero con todo -

esio sigue usdndose.

No se desea nechazanfo pues siende sencillo y ndpido esa
prdcotico y porn tal metive fambién se prepananon £os neaciti--
vos en el lLaboratonio: un dustrao de almidfn con un buffen
y consenvadon, una solucién de yodo dilufda come se estd .ne~
porntado ¢ condiciones exterdlores adecuadas, para hacearlo adn

mds fdcil de adquinririo,

Lla conecentnacibn 6 actividad de Amilasa fué mayocr usando
el estandand 1 a Los anterfones con neacitivos comenclales, -
en Lanto que con el estandar 1T son similarnes penc adn asfl -

noe hay nesuliados similares de un dfa a otno.

También el vanian La concentracdién de rneactivos del sus-
trato para uidllizanlo como susiraio pana ef méitodo de Malito-

4a hubo varndiacidn pues no son £0s mismos valones de Absonban
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cia cuando ase usa el sustrato af 0,8% y ni entrne ellos mismos
dLendo md&as cobseavable en el casco del suero control II, Este
sustrato no contiene clLoro que aciive La reacciLén y presenia
mayor canitidad de conservador que de afmiddén haciendo que se

entunbie con mayor nrapidez y sea poco ealable.

Otra vardiacibén que encontramos jué el que ae reporia La -
actividad de £La enzima en U/dL al contraric de Los otrnos mé€io
dos, que £o hacen en U[L; pero mediante un facior de convern---
84i6n se Logra Lntencambian Las unidades [(10), esie facton es
1.845. Pon todas Las alteraciones anteniores debe checanse -
constantemente La estabilidad del sustrateo con suerhcs contro-
Les. Aunque facilnente se¢ adquieren L£0s reactivos, el equipo
es ¢l usado en un Laboratoric, el costo es basfo comparado con

el de Phadebas, su inestabilidad Lo hace un tanto impreopio.

Pana Los métodos SACAROGENICOS of reactivo de 3,5-dinitro
salicilato para La determinacidn de azdeanes reductores gfué
Lntroducdido pon Summner (35). La reaccidn quimica y La estruc
. tuna de £a substancia de color fonmada han side cuidadabdménte
Lnvestigados por Hosilettler, Bonel § Peued (1957). Lla aplica
cidn de este método pana defeaminar azdceanes durante el andli
448 de enzimas fué primenc hecho por Sumner y Howel (1953) g
para €a deteaminacién de La actividad de Amilasa, fué aplica-

do por primera vez por Mayer, Fischer y Berngel (1947].

Nosotrnos empleamoa el método de Dahlquist (29), af cual

se Le hieienon afgunas modificacdiones debido « que el mismo
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auton obseavéd que cunvas estandard preparnades con el reacti-
vo DNSA, frecuentemente no obedecen £a Ley de Lambernt y Been
ya que no pasa pon el onigen, Poxr Fal moidlve varics aulcnes
han cniticade este métode, ademds de que se oblienen bfancos
que tienen densidad 6ptica elevada debido al almidén y Las
dexirinas digeridas en La hidndlisis alcalina al pH de 11.4

Lo cual es altamente dependiente def tiempo de calentamiento.

En el ensayo de este método cada una de Las modificacdo-
nes af método oniginal (29) se basaron en coanregin €as des--
ventajas que &ste presenta y hacenlo de aplicacifn autina---

ria,

EL principal enfoque fué £a de un sustrato estable penc
netunalmente esito se ve indluido pon Los voldmenes de sueno,
y neactivos, el Liempo dz Lncubacibn de La enzima para que
hidrolice el susinato y ef producio sea evaluado eficazmen--

te, pH, eie,

La 2ongitud de onda ne La variamos poﬁ ﬁonbideﬂan un va-
tor ya estandarnizado debido af producito a deteaminan. La tem
peratura de 37°C es dpitima para el ensayo de ‘casi todas Las
enzimas ddndode una buena activdidad de ellas y asf Lo segudi-
mos por obtenen mejon vafon de Absonbancia que a Lempenatuna
ambiente (Figuna 4}. EL Ltiempo de incubacién se basa en que
a tempenatura amb.iente La reaceibfn fué comp&zta.a Los 30 mi-
nutos permaneciendo La misma Leciuna de Absoabencia hasta --

Los 90 mdinutcs; a temperaiuna de 37°C se da una reacelln mds
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ndpida pero consideramos que en esite ftiempo fLa enzima ya ac--
tul totafmente sobre ef susdtrato (Fiqura 5). EL£ volumen de -
DNSA y de Sustnaito es condoame a La técendeca sLm modificarnlos.
EL vofumen de suero se determina basdndose hasia que minima -
caﬁtidad de enzima La reaccidn si{gue La cinética de onden ce~-

no .y Rineardidad siendo a 37° C de 50 micrnolitros (Figuna 4).

Ya una vez estandarizado Lo andenlfon procedimos a encon--
thar' La concentracibin minima de sustrato que ncs de una meto-
dotogfa conflable y neproducible. AL in disminuyendo £La con-
centracidn de almidén para La preparacién del sdstrnato delf --
2.0% hasta 0.4% (0.2% di6 valonres mucho muy Lncongruentes) en
coniramos tanto reproducibliliidad en Los nesultados (Tabla 4 y
5) como finearnidad y cumplimiento de £a Ley de lambert y Been
(Figuna &4|. Los consernvadones de Tals, clonuwre de soddic v -~
dedido benzoico findafmente nos dieron una estabilidad al sus--

trato sin entunbianlo y con Za misma accién porn mds fiempo

(Figura 7).

Babson S,R., CLTN CHIM ACTA 44[2):193 7973, xreponta un --
sustrnato estable cuando se esteniliza asf que al sustrato ya
estandanizado al 0.4% con Tads, cloruro de sodio y Leddo bén‘
zoico y con un tlempo de uso de aproximadamente 15 dfas Lo -~
estendlizamos a 110°C/15 min/l15 ELbs y se ensaya al pasec de --
Loa dias, e Lncfluso meses junte con un sustrato no aAtéﬁLl.

La Tabla 7 nos nreporta que puede durnar mds de 4 meses s$Ln mo-

difican Loa resultados (producto fonmado) y permaneciendo éﬁ&
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ro Lognando con esto La batalla conira fa inestabifidad def

susiralo,

Y por ditimo ef pH repoxtado para una mefor activdidad de
La enz.ima es de 7.0 + (0,2, sofamenie ensayamos para vernLfd-
car 8L con ef cambio en La concentraeldn de suslrato este --
rango no Lo altera, La mejon acitivdidad fué entnrne 6.8 y 7.2

(Figuna 8].

v

Este método es de bajfo costo, fdcil adquisicibén de reac-
tiveoa y su pneparacLién, ef materdal y equipo es ef comdn y -

no presenia una Léoendica sofLsiicada.

Considerando todas Las neferencias anterdiores, de cada -
uno de Los métodos mencicnades y analizando cada unoe de ~--~
ellos encontramos que ef METODO NEFELOMETRICO, ademds de sus.
inconvenientes ya indicados, noscthos observamosd. que inter--
fienen fLas proitefnas obteniéndose valores elevados, también
Los sueros Lipémicos dan nesullados muy elevados. Poa otra
parte, niveles de bLlinnubina magores de Z mg/100 mf también
dan vatonres éfevados, porn Lo tanto consdlderamod gque estfe mé-
todo debe desacartarse para £a delerminacidfn de Amilasa en --
dueno, a pedar de que afgunos autores Lo cons.ideran come ---
bueno, ya que ademds, se necesdita una sclucdbfn de sustfato -
de almiddn fresco, Lo cual quiere tiempo para su prepa-uacién
y esto Le redila ventajas en-cuanto a La napidez def proceddL-

miento.’
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EL METODO TVE CARAWAY, ae puede conrnsdiderar como método al-

Lernativo cuando no se disponga de malerial 6 reactivos pana

un método mejon, ain embarngo, para resulfados preciacs es ne-

cesanio necuantn a oirno méitodo, EL sustnato de amiddn debe -

prepananse poa £o0 mencs una vez por semana, Llenen ef incon--
vendente dtrque no ae puede hacen cuava de calibracddn para -

eate método ¢y es necesario siempre conrrer dos sueros contro--

Les, uno noamal y uno efevado.

Eate método también se ve afectado poa niveles efevados -
de b.ilinnubfna, Lo miamo Que de protefnas. Ademds de Las d.i-
fLcultades menclonadas, esie método no puede ser emplfeado pa-
ra La dederminacién paecisa de nivefes subnoamales de amilasa

y parna Los niveles elevados se necesdia diludr Las muesinraas.

Estos problemas se¢ deben a que se¢e utiliza una concentrg--
cifn subdptima de auainato {600 mg de almidén ern 100 mf de s0

Lucibfn) y siempre se debe empleari un blanco de suero, aunque

Los autornes del método Lndiquen que no es necesario. Pon ---

otra parnte, su coeflfciente de vardiacddn obtenido en muifliples
deteaminaciones de amifasa en suerosd conirol es bastante ele~

vado (Tabla 31, £o cual indica su inexacii{fud. Las ventajas

con relpecteo a otrnos mé&iodos analizados,

adquisicidn,

es Au bajio costo de

2a napdidez con que 8e efecida y £a sencillfez del
miamo .

EL METODO DE PHADEBAS a pesar de consideraxse como un mg

todo de nefexencla, tiene algunocs inconvendientes similanes -
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al métode de Caraway, Los resulitados se ven dﬁzctadoA por La
concentracién de protefnas ¢ también pon Los niveles de bifi-
arubina ., Ademds La cantidad de colorante Libenado, varfa de
Zote en Lote. Presenta un coeficienie de varifacién de 5.21 -
que indica que ea un buenr m&todo, ain .embarge, es de imporia

cifn y por Lo tanto no alempre se consdigue fdeilfmente.

Lbé métodos Lodométnicos generafmente no slguen La cin€ti
ca de orden cero debdlde a La coneentraciln subdptima del sus-
trato, y no puede efectuarse La eatandardizacidn primaria. EL
método de Phadebas sigue fta cinética de oaden cero dando una

curva de calibracién Lineal peno tampoco penmite su estandari

zacibn primaria,

Losa inétodos sacarogénicos estdn exentos de Los varios de-
fectos que resultan de £a internaccién de pgotaﬁnaa en Los pnro
cedimientos amilocldsticoa. Ademds pueden sern apficados a LE
quidos tunbios o coloreados, tales como contenide duodenat, -

bilis, suenos hemolizados, Lipdmicos o Leténicos.

Por otra pante, £Loa métodos Aacauogénicaa emplean concen-
traciones saturadas de svstrato y son téenicamente superniones
aungue son consumidoras de Liempo y presentan blancos eleva--
dos. Sdin embango, el pproblema del balnco elevado es8 un pro--
blema comdn a caal todos Los métodos exiAtentéA para £a. deten
minaclén de Amifasa aérnica. Sedrcy Y cotaboradores?? picie-
ron una revisldn de 50 métodos y concluyenon que Los métodos

aacanogénicos. saon Los mejorea.
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Se han hecho intentos de hacer cunvas de calilbracién con
controles s&ricos enz.imdiicos comenclales pernc ha side muy -
probZemdtico, Se conslderna que E€slo se debe a que fLa mayo--
nfax de fas preparaciones centienen amilasas dendivadas de ---
5denzea no humanas Las cuales reacelonan de una forma dife--
nente a £a amilasa sérilca humana. Por efemplo, La alfa-ami-
tasa pancnedtica de puenco, uwsada frecueniementa en ceontrno--
Les sénicoa enzimdticoa, dan 50 a 60% de actividad con res--

pecto a La enzima pancrediica humana,

EL otno méiodo empleado fué el METODO SACARUGENICO ¢ de
Dahiguist (22) el cual -ae modified. En esafe mélodo, fLa con-
centracidn de La enzima estd directamente relacionada a La -
producclfm del poden neducion, expresade como maltosa. UDe -
tal manena que €a actividad de amilasa sec puede expresar 2n
Unidades Intzinaciconales, definidas como La cantidad de enzi

ma que produce un michromole de maltosa por minuto.

Seancy y cclaboradores (27}, hicieron una modificacién -
método de TDahlguiaz y basdndonos en esatos dos métodos, cbsen
vamos que el sustrate de almidén al 2.0%, es muy concentrado,
Lo que hace prnoducirn blancos elevados, ademds de que tiende
a precipitan desapués de 2 a 3 dias de preparado, pon elfo --
Lo nreducimos hasia un 0.4% el cual fué mds estable y da ne--
sultados neproducibles. Este método tal y como Lo propone--
mos, fiene fa ventafa de que ef sustrato de afmiddn es esta-

ble por Lo menoa 4 meses a temperatura ambiente, el neacitivo
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de DNSA, e¢s estabfe dunante 6 meses a temperalura ambiente y
el compuesto caloaéado obtenido es estabfe porn mds de 2 ho--
ras, Ademds Las proteinaa no Lntenfieren la reacedldén y ponr
2o tanto ne ¢4 necesarndio efectuan desproteinizacibn del sue-
ma. Por otra pante, con edla concentracibn de almidén, La
cunva estandand 4L pasa porn el ondlgen, nazdn pon £a cual va-
nios auitornes cafiicaban este método de esta manera, ha sido

superado el problema.

Por oira parnte, La heternogenedidad del afmidén en peso mg
Leculan, el grado de ramificacifn panecen no agectar Los re-
sultados., También Los nesultados no se ven afectados pon ef
envejecimiento o netrogradacién del almidén ya Que obituvimos
resuliados neproducibles a £os 6 meszs de preparade el sus--
trato. Poar Lo tanto, ef sustrailc no necesdlta preparanse jus:
Lamente previo a su uso, Lo cual nepresenia menor trabajo y
pérdida de tiempo duando el sustrato se esterniliza yﬁéz tra-

baja en condiciones adecuadas.

O0tna 4impoatante ventaja del métfodo del 3,5-dinitrosalici
£ico es gque ni La bilinrubina ni La glucocsa causan interfe—-
nencda, haciéndolo de {dLeif procedimiento, bajo costo y ela-

bonraecidn de aus reactives y equipe.

Finalmente a continuacifn presentamos un cuadro con Las

ventajas y desventajas de estos cuatro métodos.

Los estudios de connelacibn y regnresién de 3 métodos

(Halzaba, Caraway y Phadebas) mosinaron que no hubo correla-
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cidn en tos métodos de Phadebas y Caraway ya que su coefi---
clente de comnelacldn eatd cencane al cero; Loa métodos de -
Canaway ¢ MHalfosa muestrna una helacidn donde Las vaniables -
cambian en direceidn opuesta {n iene valones negatives -0.771;
y La con&eiaccdn entre Mafiosa y Phadebas no fué una xela-~--
eldn ftan perfecta penoc af observamoa ef que £0s punios en £a
grdfica ae maniienen en un nango eatnecho y £La recta pante -
de un vafon bajfo de "y", Los datos estadifsticos nos ayudan -

a seguin defindendc ef Héfodo de Malilosa modificado como con

§<able y conrelacionado con Los otnos I métodos. (Tabla 13).
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HEFELOMETRICO

CROMOGENTCO

CARAWAY

MALTOSA

VENTAJAS

un simpte neactdvo
oco votumen de aueno
Poco tiempo (2-4 minutosl

beabilidad de sustnato
simple Y sencdllo

preclso &N connimientoA -
dobtes 6 dta’ a d’ia
Rrdpido

sigue cinético onden ceno
Fdedil manef0

ﬁcpnoducéble

rapLdo

Sim

nide concentnactdn aubfp-
Lim watrato

simpke

Rdpido

SamLautomatéca

Mide bajosd ndlveted de ac-
tividad de amifasa

DESVENTAJAS

PESVERID———

No prdetieo
Téendco de puapanac£6n

Requdiene neactdivod de meontaciﬁn
Mayon ndmenoc de pasos Y equipo de Maltodd

s6Lo mide una poncidn eapacislca de sustng

o

Loa enzimas no trhabajait bajo condiciones

de satunacidn e susthato.

Intenﬁenencia de pnotetna

No sdgue cinétdlca de onden ceno
Tnxehﬁenencia con auenod hipent&pemicaé
ﬁﬁtctado pon via de pnepanac&Gn def sustra-

X0
Poca eAtabLlidad det sustnato

091



NEFELOMETRICO

CROMOGENTICO

CARAWAY

MALTOSA

VENTAJAS

Un simple neactivo
poco volumen de suero
Poco tiempo {2-4 minutosl

tsatabitidad de sustrato
Simple y sencdillo

Precdso en corrimdientos -
dobles 6 dfa a d-ia
Rdpido

Sdgue cinético orden cernc
Fdeil manz{a

Reproducible

Rdpido

Simple

Mide concertracdidn subdp-
Lima de susitrato

Sdmple
Rdp.ido
Semiautomdtico

Hide bafos nivelLes de ac~
tividad de amdilasa

DESVENTAIAS

No padctico
Téenico de prepanracddn

Requiere reactivos de dmporntacidn
Mayon ndmeno de pasos y equipo de Maltosa

Lo

Los enzimas no thabajan bajeo condiciones
de saturacdLdn de sustrato.

ITnterfenencia de protefna

No sigue cinétdea de orden cenro
Intenfenencda con sueros hipenfipémicos
Afectado por via de preparaeibn del sustra-
2o

Poca estabilidad def susitrato

S62o mide una porcidn especlfica de susing

031
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CONCLUSTIONES.,

Los kesuftados indican que el Hétodo def 3,5-dinitrosaldl
cilato, ¢s prefenible a Losa demds métodes, EZ método es sen
cillo,preciso, cinéticamente vdlido y no presenta Las fallas

de Los otnos métodos.

Les ennonrnes polenciales intrnoducddos son eliminados con

el empleo de un estandard de Maltesa,

De acuendo con dévensaos autones, el método Ldeal para La
determinacién de amilasa debend neunin Ros siguientes nequi-

sLtos:
1.- Debe usan un sustrato altamente estable en solucién,

2.- Obiener vafonres neproducibles de actividad enzimfiica de

Lote a fLote de sustrato,
3.~ Tenen precisibn y seguridad como cualquier otrno método,

4.- La muestra no debe requendn tratamiento especial {(despro

:  tednizacibn, incluso con suenos Leténdicos o Lipémicos].
5.- No necesitarn neactivos diflciles de conseguin,

6.~ Sen sencillo,

Consdiderando que ef MEtodo del 3,5~dinitnosalicilato pre

dentado aquf, nreune Lodos L08 nequisilod anteriones,



Se puede apficar en andfdisdis de rutina y de Lnvestiga---

eidn dando buena estimacién de La activdidad de La enzima.

Es adecuado para usanlo en el Laboratorio y creemos re-
duelve algunos de £os problemas Lnhenentes en otras téconlicas

existentes pana el ensayo de Amilasa.
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