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s u 11 E 11 

EKistan en la literatura médica mültiples estudio& qua 

ofrecen valores de referencia para diferentes poblaciones, a•l 

Mismo, todos los tratados de laboratorio suelen incluir un 

ane><o con los valores da referencia de las determinaciones que 

indica, y también los fabricantes de reactivos para las 

determinaciones analiticas suelen incluir en la dascripcibn de 

la técnica el rango de referencia en condiciones basale& para 

el método en cuestiOn. Con toda esa información un laboratorio 

puede disponer de unos valores de referencia que ofrecer al 

médico clinico cuando éste solicite aclaraciones, aunque h~y, 

discrepancias en cuanto 

poblaciones diferentes. 

a los valores por tratarse de 

Por ello es deseable que cada laboratorio elabore sus propios 

valores de referencia para sus condiciones de trabajo y su 

poblaciOn. <10~27,29,33) 

Por esta razOn se estudiO un grupo de 100 individuos del D.F. 

de edades entre 20 y 50 affos de ambos se-><os. Se les midib el 

CK ICK-MM, CK-MB, porcentdje de la actividad enzim~tica. 

CK-BB> y LDH (LDH1, LDH2, LDH3, LDH4, 

de 

LDH5l, utilizando el 

.. étodo electr·oforético que es un método de referencia, y un 

grupo de 44 individuos como control que cursaban con infarto 

al miocardio para dt:!terminar si en el corrimiento 

elec:troforético se observa la diferencia entre una población 

aparentemente sana y una poblaciOn con infarto. Los resultados 

nos indican que ambos grupos son electroforética y 



estedlsticamente diferentes, aplicando la t de 

Taflbitffl fue posible obs•rvar qu• no 

significativa, entre lillMos. 

Student. 

Al estudiar 

isoeozimas 

gaussiano 
-

la distribuciOn de los valor .. d• l•• diversa• 

encuentra qua pr~ctica.....,t• aon de tipo 

y sulo en el caso de la CK-"B es de u~a .ala cala. 

Se considvra de importancia clinicA los resultadat1• porque 

es preferible utilizar los valoras que obteneMOs, que lo• d• 

una poblaclOn ewtranJera. <12,22,37> 

Dichos valores son para las isoenzimas de CK' CK-BB O 1', 

CK-118 0-4. 3 X CK-111'1 '15. 7- 100 )¡, para las is""'1ziaaa LDH1 

LDH1 1'1-32 7., LDH2 36-47 7., LDH3 14-25 7., LDH4 3.B-'1.4.~, LDH5 

2.0-11.0 x. 
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l H T R o l} u e e JI o 111• 

Dentro del basto grupo de pruebas de laboratorio qu• son de 

apoyo al dlagnbetlco m6dlco •• d••t•c• la m•dlcl&:in d• la 

actividad enzim~tica, siendo mas especifica la determinaciOn 

de las isoenzimas ya que son organoespeclficas. 

· Unas de las enzimas mas utilizadas para ver funcionalidad 

orgc\nica son la CK y la LDH, cuyas isoenzimas son ampliamente 

empleadas para el dia9n0Stic:o diferencial y el seguimiento de 

principalmente el Infarto al diversos padecimientos 

11iocardio. 

Para llegar al diagnOstico diferencial de un padecimiento 

inicialmente debe Qbtenersa un intervalo denominado de 

referencia para delimitar el rango de 

bioquJmicos en un grupo de 

SegUn la teorta de los 

sujetos 11 sanos 11
• 

Valores de 

los par.t.metros 

Referencia de la 

FederaciOn Interndcional de Química Clínica CFIQCl, es 

necesario tener éstos para cada poblaciOn especifica, y el 

método químico con que se evalüan. Como carecemos de Valores 

de Referencia de las isoenzimas de CK y LOH para la poblaciOn 

mexicana, en este estudio se pretende obtener dichos valores 

para poblac:. iOn apaf'entemt:?nte sana del O. F., con todas sus 

limitaciones del laboratorio que los va a establecer. 

3 



"' ~ e o TEDRlCD 

VALORES DE REFEREllCIA. 

la DrganizaciOn Mundial de la Salud IOl16) se d•fin• 

como salud. "Un estado de completo bienestar fisico, m11ntal y 

social y no meramente la ausencia de enfermedad o dolancia". 

·Aur;aque es una definiciOn dificil de limitar por ser 

conceptualmente diferente en distintos paises, y a~n en un 

~ismo pais a distintas épocas, y en el mismo individuo a 

diferentes edades. Por esa se dice que as un estado relativo 

y no absoluto <9>. Los componentes de los organismos humanos 

estAn sujetos a variaciones causadas por procesos fisio10glcos 

diferencias genéticas, enfermedades y factores ambientales. 

Una interpretación racional de los resultados del laboratorio 

eMige el conocimiento de la variacion de estos componentes en 

el individuo en estudio, o en uno o mas conjuntos de 

individuos de referencia adecuadamente d•finidos. Por lo 

tanto, una tarea importante pat""a Qutmicos Cltnicos es la de 

prepare ion ar conjuntos relevantes de Valorea da referencia 

confiables.<11,12,18,20) 

Para eso hay que tener claro la diferencia entre salud y 

enfermedad. Los datos para tratar de separar poblaciones, es 

decir, para diferenciar 

enfermedad y el resto 

planteamientos bAsicos: 

entre 

de 

las 

la 

personas que tienen la 

poblaciOn eKisten tres 

Que las personas que padecen la enfermedad tengan un rango de 

v•lores distinto al de aquellos que no lo padecen (fig. 1> 
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Que laa personas qua padecen la enfermedad tengan un ranga 

da valores qua coincida en un margan paqueno con los de 

aquella& que na la padecen Cfig. 2l.C3bl 

Qua los valares se superpongan par• gran parte de la 

población (fig. 3).(3bl 

El primer caso es excepcional, siendo habitual que 

las determinaciones analtticas brinden result~dos da los otros 

dos tipos descritos. C3bl 

sa.nos enfermos 

Flg. l. Donde las person~s sanas tienen un rango diferente de 

las personas enfermas. SQntiago Prieto, 1993. 

s 



sanos enfermos 

Fig. 2. Donde el rango de las personas sanas coincidan en un 

margen pequeno con el rango de las personas enfermas. Santiago 

Prieto, 1993. 

sanos enfermos 

Fig. 3. Donde t!l rango de las personas enfermas se superponen 

al rango de las personas sanas. Santiago Prieto, 1993. 
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Por tal r..t:tUn hay 4ue l;~net 

er~trez 

presente que relac.iOn existe 

# D R 11 A L Z D A D, VAL01' DE REFERENCIA, 

Y EllFElllfE11/IAlll. 

LaB determinaciones de laboratorio se usan, como hemos visto 

para ayudar al diagnbstico de las enfermedades. Pero la 

tdanti1icaci0n de valor de referencia como valor normal 

es incorrecta, porque al enfoque 11 No,..mal 11 se define de acu•rdo 

con un estado de salud ideal (actual o futuro> en el ser 

humil.no, y los valores de Referencia normalmente se definen de 

forma qua queden. incluidos en él los valores que presenta el 

95 por 100 de l• población aparentemente sana def initlndose 

para ello el tamafto de muestra, la población que va a 

estudiarse, las condiciones y el método. < 10, 14,36) 

Como primer paso tenemos que definir que es lo que queremos 

estudiar y c:ual serA la finalidad del mismo, una vez que 

tenemos planteado nuestro problema, 

muestra. < 10, 14, 36, 37> 

TAllAR@ TJiJE ILll HIUESTRAl• 

se define el tama~o de 

El cálculo del tamarfo de la muestra constituye una parte 

fundamental porque va a influir en la precisión del cálculo, 

es obvio que cuanto más amplia sea la muestra, m.lls 

representd.tivo set~a el resultado con respecto a la poblaciOn. 

EKisten ténicas para definir el tamafto de muestra en 1unci6n 

del error que podamos permitirnos. Para la mayoria de los 

casos, una muestra de 40 observaciones suele ser 
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suficient•....,t• representativa.115,28,361 

Si qu.remcs valorar diferencias por sexo, adad9 ate, hay qua 

traba.lar can nouestr•• mayores da 200 a 300 individuos. 

Una vez que se tien• el taMatfa da muestra para los valores de 

Referencia se selecciona los individuos. 

SE:LECCl O# 

lfE#CIAll. 

DE 1 # D 1 V 1 D U O S DE lf E FE 

La salacciOn da individuos para la producción da valoras de 

ref•rencia puede ser de dos tipos (fig. 4)1 

s.1.cciOn a posteriori (retrospectiva> de individuos da una 

gr•n muestra de poblacitn obtenida al azar o no al azar, 

seguida por el agrupamiento y exclusión da acuerdo a las 

car•ctaristicas de la muestra de referenci~. (12> 

-Seleccitll a priori (prospectiva) de una población general 

usando criterios de ewclusiOn y particiOn establecidos, 

determinados por estudios previos sobra la ntisma poblaciOn, u 

obtenidos de la litératura.(12) 

a 



S..lecclOn o1 G•n•r•l 

post•riorl 

Nuestr .. al Muestra no 

azar >2000 al azar >2000 

Factores 

Patologia 

Exclusi6n 

ParticiOn 

Tratamiento 

Estc:1.distico 

Valores de 

r-eferenc. i a. 

Ftg. 4. Los dos tipos de 

SelecciOn 

priori 

E><clusi6n 

Pu•tic!On 

Muestr& 

paqueff• 

&elecclon de individuos de 

referencial SalecciOn a posteriori y a priori. 

Internacional de Culmlca Clinlca <IFCCl, 1987. 

Federacilln 



Una vez que se hd. est&.blt:!c..ido que tipa de selt:tct:iOn <,;:.e 

usara se aplican los siguiente& criterio~: 

CRlTE!lilDS 111 E E X C L U S l 111 H 

Dependiendo del uso que se har~ de los valores de referencia 

se determinar• el criterio de e~clusiOn a ser aplicado. Por 

ejemplo, 

niedicina 

individuos 

los estudios epidemio~Ogicos y los programas de 

preventiva requieren valores de referencia de 

sanos, asi es que necesita la eMclusiOn de 

individuos que padezcan de enfermedad. Por eso dependiendo dal 

uso pretendido para los valores de referencia y del tipo de 

magnitud medida, deben ser aplicados dlgunos o todo~ 

siguientes criterios de exclusión. C12, 13,33) 

de lo~ 

l. Estados fisiopatolOgicos. Los individuos que padecen 

enfermedades sistématicas y desordenes fisiopatológicos como 

falla renal, enfet"medad cardiaca congestiva, enfermedades 

respiraturias etc. 

z. In9esti6n de agentes activos farmacolOgicamente. Deben 5er 

eKcluidos los individuos que reciban agentes para tratamiento 

de enfermadadYs, asi como terapia de suplementaci6n o 

sust i tucibn, o abuso de dro~as. ( 12, 13, 36) 

3. Estados fiwiolOgicos modificados. Los individuos deben 

ser excluidos si pertenecen a 

siguientes: (12, 13> 

cualquiera de las categorlas 

- Embarazos 

- Ejercicio o actividad flsica 

- Desordenes mentale& y psicolbgicos 
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lngastiOn de ali.....,tos previa a l• obtenciOn de la sangre. 

- Otros factor••· La obesidad, la hipartensiOn etc. 

CRlTEIRllllS DE PARTlClO# 

La necesidad de particionar los grupos da referencia puede 

diferir con las cantidades medidas y con los usos pretendidos 

para los valores de referencia, y los podemos clasificar para 

(13,37) 

- Edad y sexo 

- Criterios genéticos, socioeconbnico y ambiental. 

- Criterios biológicos. 

a B T E H e I l/l! H DE L A llflUEST!ll.A= 

Durante la obtenciOn de la muestra, las interferencias pueden 

ser introducidas por: 

- Las 

etc. 

técnicas de obtención de la sangre: torniquete, vacio, 

- Equipamiento1 aguja, recipientes, etc. 

- Orden en el llenado de tubos. 

- Manipuleo de la muestra. etc. 

La preparaciOn de los individuos, y la obtenciOn y posterior 

manipuleo de los espectmenes en la producciOn de los valores 

da referencia y en la de los valores observados clinicamente 

deberian ser los •As idénticos posibles. (13,36,37) 

W ET iJ D IJ1 AHllLJ!TlCO= 

Se deben definir los métodos analiticos y la instrumentación 

11 



y usar el misma método para el individuo de referencia y para 

el paciente. Es obvio qus cuando se cambia el método, la 

preparaciOn da reactivos, la casa fabricante del juego da 

reactivos, o la instrumentaciOn, es necesario confirmar o 

rest.ablecer los valores de referencia. Con frecuencia una 

misma instituci6n o laboratorio tiene m~s de un método o 

instrumento para medir el mismo analito Si no se pueden 

ajustar los diferentes métodos para obtener resultados 

comparables de una misma muestra, entonces es necesario 

es·tablet:er valores de re·ferencia separados. ( 12, 36, 37> 

AHALISIS llJE 

REF ElfEHICl./ll1 

LOS DATOS PE 

La validez de cualquier intervalo de referencia depende de 

recoleccitwl de las la adecuada salecciOn de individuo&, la 

•Uestras bajo condiciones definidas, y el control, a&i como 

tafllbién lA evaluaciOn de la v•riaci6n analittca en la. 

producción de valores da referencia. AdemAs tener definido que 

método estadtstico se va ha utilizar, para lograr obttlRl!r 

los valora& de referencia lo podemos hacer através de los 

siguiente& puntos1 

1. Recopilar los valores de referencia 

2. Distribuir los valeros de referencia en subclasns 

3. Preparar histograma da los valores de referencia 

4. Identificar posibles errores en los datos. Corregir, o 

eliminar datos errOneos 

5. Seleccionar el método de estimación y determinar los 

12 



irit•rvalo• d• r•f•rancia. 

Para •sti~ar les lt~it•• da referencia uno puada escoger el 

•étodo intuitivo, el para-6trico y el no paramétrico. El 

•étodo intuitivo, •• usa cuando la •uastra •• pequelle. No hay 

reglas genaral~s para su uso y se elftJ]lea cu•ndo el nOmero da 

individuos no es lo suficientemente grande para satisfacer les 

criterios de partictOn y exclusibf:a. Se recomiend• usar el 

&antido cC>Mi.ln, y seguir recogiendo valoras de referencia hasta 

que se puedan calcular en una mls cientifica. Otra posibilidad 

en el caso de muestras pequenas, es no definir limites sino 

usar todo el t"ango obtenido .. 

El método paramétrico es m~s complicado que el no 

pat"amétrica y puede requerir numeroso cAlculos. El 11étodo 

paramétrico ihcluye la prueba de distribuciOn de dato$, la 

posible transformación de los datos y volver a examinar que 

tipo de distribución y la estimación de fractiles usando 

estadistica paramétrica. Cuando los datos se ajustan a la 

distribuc.iOn Gaussiana, se calculan l~ media <X> y la 

desviación estAndar (s) para los fractiles 0.025 y 0.975 los 

respectivo..:. Intervalos 

X + l.96s. <15,361 

de referencia son 

El método no paramétrico se recomienda para uso 

-1.965 y 

general, 

debido que es muy simple. Consiste esencialmente en eliminar 

un determinado porcentaje de los valores en cada extremo de la 

distribuciOn de referencia. 

Es prActico, y permite estimar intervalos por fract i les 

para 0.025• 0.025 <N+ll y pat•a 0.975• 0.975 <N+ll. Con est" 

13 



método se recomienda usar una muestra de por lo .mano~ 120 

valores. 110, 13, 1B,37l 

Lo& Valores de Referencia pueden ser usados p•ra evaluar al 

estado de salud d11 individuo& y poblaclonas, para ldenti11cilr 

gente con riesgo de una enfermedad, para apoyar en las 

decisiones "" f!ledícina clinica o con otros propO&ito• 

clenttflcos. Debe comprenderse qua en la selección de lo& 

individuos de refet-·encia al cri ter Jo de salud estl dictado pe.

el objetivo de la investigaciOn d&l laboratorio. 

Adem~s, la utilidad que pueden tener los &kA~enes de 

laboratorio ~linico deµende de su confiabilidad y de que se 

cuente con Vdlores de Referencia •decuados a la población 

a estudiar. C25,~6,37) 

Como no es.. val ida comparar los resulta.dos obtenidos de un 

paciente mexicano con los valores reportados por pob l ac: i enes 

americanas. Se hace necesario tener nuestros propios valores 

de ,...·eferencia. C9, 151 27,33,34) 

Pero esto no es todo, ademtlis d~bemos conocer de quién 

estamos obteniendo los valores de t"eferencia, por la que es 

bAisico conocer los principios de las enzimas e isoenzimas as! 

como los elem&ntos que van a participar en las reacciones, 

tt'ansformaLiones de las mismas, y cutlil va a ser s:.u papel en el 

fll'3'tabul ismo del miocardio. 

Por tal razOn lo mencionaremos brevemente. 
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E#Z1WA$: 

L•• enzi•a• 

producid•• por 

son protetnas 

la célula viva. 

o ••• sustancias orglnic•• 

La vida va unida • compleja& 

tr•n•formacionea material99 qu• 

unas con otras y que transcurren a temperatura constante por 

la acciOn de las enzimas, que pueden designarge COfnD 

catalizadores biológicos. La 

espectficamenta una raacci6n 

mayor la 

qui mica 

da ellas c•talizan 

det•r•inada en danda 

tran5forman una molécula denominada substrato. 

las enzimas pueden definirse adem•s como 

qutmicos 11 que aceleran la reacciOn en 

La mayoria de 

"catalizadores 

ambos sentidos, 

transforman un substrato en otro compuesto dertominado producto 

<fig. 5 ). (22,23,28,30) 

Se conocen hasta hoy unas 2000 enzimas. de las que mas de 

100 se han podido cristalizar y purificar. Los pesos 

moleculares oscilan 

<22,23,28) 

entre 12,700 y 1.000.000 daltons. 

5 + E +--------+ ES +--------+ E + P 

Fig. S. ReacciOn General. Merck. 1909. 

EST/llu.¡;7;;JRilrl: 

En los Ultimes anos ha sido posible aclarar en muchos casos 

la composiciOn y la estructura de las enzimas. Muchas de 

estas contienen un grupo prostétir:o, que no es de naturaleza 

protéica. La parte protéica de las enzimas constituye, como 
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otras proteinam, un compuesto pol imero con estructura 

polipeptldica. La cadena polipitptldica, a su vez se compone dR 

amino~cidos unidos entre si a través da enlaces peptidicos en 

los restos de a~ino~cidos est~n alineados a los lado• 

(fig. 6). 

Cuando una enzima contienll un porciento no protéico se 

disocian segón la ecuaciOn siguiunte1 

COENZIMA + APOENZIMA -------+ HOLOENZIMA 

La coenzima son sustancias no protélcas asociadas con una 

anzl1nd requerida para la actividad catalitica. La c.oenzima se 

denumina también 

utilidad en 

(22,2:.J',30) 

grupo 

quimica 

prostético de la enzima. las 

clinica son al NADH 

CLllSIFIClllCIIIJI 111: 

de mayor 

y NADPH, 

Al ver las enzimas protéican pueden clasif icarsa por su 

astructura ca.01 

Es"truc"tura 11' r •a,. .. , 
Este término indica que se conoce el n~mero y la secuencia 

precisa da los a~ino4cidos en la protaina, conforma una cadan• 

lineal d• •ola enlaces peptidica mencion•da anteriormant• 

<Fig. 6. l <Bl 

Estruc"tura secu1tdarit11• 

Se refiere a la extensi6n en qua un polipéptido o cadena 

prat•tc• .. una •structura helicoidal. Una aspiral dl•stra, se 

estabiliza mediante la presencia de enlaces peptidicos .• 

Ello determina una secuencia regular a través de la cadena. 

16 



<Fig. 7l. <Bl 

Fig. b. Formula general da una cadena polipaptidica en la que 

se ntuestra la uniOn entre residuos de amino•cidas adyacentes 

eadianta enlaces peptidicos. Conn y Stumpf, 1977. 

Fig. 7. RepresentaciOn de una cadena polipeptldica con una 

configuraciOn helicoidal. John Wiley y Sons, 1959. 
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• • t r u e t u r a t • r e l a r i • 1 

Alude a la t .... dencia de una cadena polip•ptida a sufrir 

dobleces o enrolla11ientos ewtensos y producir una estructura 

COllPl•Ja y algo rigida. La estabilizac!On de tal estructura •• 

atribuye a las diferentes re~ctlvidad .. asociad•• a los grupos 

R d• lo• residuos da •~inoAcidos. AdRIO~& •l t11r111ino 

"canformaciOn• defin• la participaciOn d• l•& ••~ructuras 

secundaria y terciaria de las cadenas polipéptidaa en l• 

"'°dalaclOn da l• astructura final <Fig. BI. <BI 

E s t r u e t u r a e u a t • r n • r i a 1 

•- Esta defin• el gr.ado de asociacitn de una unidad prot•ica. 

son subunldades que se unen para formar un dtmero, y forflMl 

•structura cuaternaria homogénea si son subunidades idénticas 

y estructur.a cuaternaria heterogéneas si son subunidades 

diferentes lflg. 91. 

La mayoria da las enzimas tienen estructuras secundaria• y 

terciarias qua ocasionan cierto plegado y enrollado d• ella. 

112,22,241 
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Fig. 7. RepratwntaciOn d• un• c•dmn• polipeptldic• con'una 

con1iguraci0n helicoidal. John Wiley y Son&, 19~9. 

Fig. B. DiNJra d• 

••tructur• cuaternaria. 

unidades prot•tcas 

Conn y Stu111Pf, 1977. 
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Tallbi•n .... clasifican por au acciOn catalitica divid•ndola 

•n b claaesc 

1. Oxido~reductasas 

2. Transfera••• 

3. Hidrola&ali 

4. Liasas 

5. lscmerasas 

6. l.igasas. 

(24) 

DETERlfIHACIOll 

CATALZTIC/11 

DE L A A C T 1 V 1 D A • 

La d•ter•inaciÓn d• la actividad tlf'lzidtica puede r•alizar•H 

por medio de la medicibn d• la v•locidad de transfo.....,ciOn del 

corr••pondiente substrato. Esta pueda hacars•1 

a). Midiendo la dis11fnuciOn d• la concentraciOn de substrat;o 

b>. Hidi...,do al incremento d• la concentrac!On d•l producto 

de reacción. 

Puede obMtrv•r&e por tAedio de raa.cciones da punto final, o ••• 

•idi11ndo el substrato o el producto hasta que t•r•ina la fase 

lineal o cin•ttca, enzi,..tica, o por medio de r•acciones 

acopladas, en las cualua, s• "acoplan" de 2 a 3 r•acciones 

seguidas da la original para Medir aspactrofototnatricamente 

un producto que no interviene directamente, coma puade ser una 

COltflzi••· Esto sa hac• para reaccion .. cuyas sub•trata• y 

productos no puedRn IMldir&• espectrofota•etrica..nta. Existe 

un no .. ra de siste•as enzi•~ticos qua involucran la conversitn 
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d• NAO+ (caenzi,.. 1> en farma axidada a la reducida <NADHl, ya 

que .. ta ulti,.. praduc• una absarcilln mayar a 340 n• que la 

far~• oxidada por ••t• razOn sa usa frecu•nt•m•nte. La 

actividad enzim•tica ha sido hiatOricament• descrita en las 

u~idadaa de •edición empleadas por los autores que 

das•rrollarcn el método. 

En 1901 la camisiOn de Enzimas (CE) recamend6 la adapciOn de 

una Unidad Internacional de Actividad Enzim•tica. Esta 

unidad <U> se definiO como la "la cantidad de enzima qua 

convierte un umol de substrato par minuto en condiciones 

estAndar 11
• l u 1 umol/min. Actualmente el Sistema 

Internacional de unidades <SI> a adoptado 

OrganizaciOn Mundial de la Salud <OMS> 

originalmente por lA 

establecio el Katal 

Ck> c;:omo 

11 11101/seg 

unidad de actividad enzim~tica se define ca.ar 

de substrato transformado". (22.,23> 

E Q u I L 1 a m 1 D 111 E L A 

La reacciOn esta sometida a la 

la ecuaci6n general: 

K 

A + B +==a=~==+ C + O 

il.'EACCIOll 

ley de acción de masas con 

<C> <D> 

donde K = --------

<A> (8) 

La constante d• equilibrio K caracteriza toda raaccifJn 

química. Las reacciones en las que el equilibrio est~ 

predominantemente desplazado al lado izquierdo tienen una 

constante K muy pequerra y viceversa. Si el equilibrio esta 

por completo del lado derecho, es decir, da lado de los 
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productos de reaccion C y D 

for•• cuantitativa. (11,19,20) 

CillETJCA 11 E REACCIDll 

El principio de reacciOn •nzi,..tica 

partir del substrato y la enzima 

interl08dio <o cuerpo intermedio 

EllZillATICA 

ha sido ya descrita a 

sa forma un producto 

llamado co111p le Ja · 

•nzima -substrato, d• asta co•binaciOn se libara el producto 

de la enzi~•· La formar.iOn y destrucciOn dal co111plaJv anzi ... 

substrato sa caracteriza por la ecuación mencionada. 

anteriormanta IFlg. l.>. 119,22,27> 

Las pruebas 

condiciones 

cofactores, 

da 

y 

experimentales de 

las investigaciones 

reacci6n por ejem .. 

la con e en trae i On de 

esta teorta son 

cinéticas. Si las 

pH, temperatura, 

enzimas pa~manecen 

constantes la velocidad de reacción aumenta hasta cierto grado 

con concantraciones crecientes de substrato. <19,22) 

FACTORES QUE AFECTAN L Al s 
IPE TERrtJHACIOHES E H Z 1 H A T l C A S : 

o 111. 

El cambie de pH afecta en gran medida la velocidad de la 

reacción enzim~tica. Para la mayorta de las enzimas existe un 

intervalo definido da pH en el cual la enzima es mAs activa. 

El pH cercano al centro de dicho intervalo es el 

habitualmente especificado para la determinación de enzima en 
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particular. A valoras ds pH inferiores o superiores al 

Opti~o se observa una di&mtnuciOn de la actividad enzt••tica. 

(22,25). 

TElfPE!RATURAs 

L•• tQmperaturas elevadas como en toda• las reaccionas 

qulmic•• cCNlducen a altas velocidades da r.accit.1. En la• 

r•accir>n•• enzimAttcas la actividad da la enzi.-a se pi•rde con 

nMJCha rapidez a 

reacci6n 

partir ... de una temperatura determinada, as 

detiene, la protetna enzim~tica se 

d••naturaliza por lo tanto se inactiva .. 

critica es caracteristica para cada enzima y a&cila 

generalnMtnte entre 50 y 60 •c.. Por lo tanto, la velt>Cidad 

••Mima de reacci6n es por debajo de la te11iperatura critica de 

la enzi11a. (22, 27> 

AlfORTIGUIAIIJlO/R1 

Al realizarse la reacción enzim~tica, los productos tienden 

a alterar el pH. La mayoria de los ansayo5 incluya un 

amortiguador para mantener el pH dentro del intervalo Optima. 

El amortiguador elegido debe tener un pKa de +- 1 unidad d• pH 

respecto del pH Optimo de la enzima a fin de ejercer un 

control afectivo del pH de la reaccitin.<22,27> 

C O E N Z E K Al s 

La coenzima representa en estos casos el centro activo de la 

enzima o parte del mismo, por lo que participa directamente en 
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Pueda estar ligada a la enzima con 

aayor o ••nor fijez•. En ca&o de que eKista un enlac• fijo con 

la protetna anzim~tica, la coanzima se deno•ina tambi*n gf..upo 

prostético. Las 11 coen:zin1as 11 no son auténticos cataliza.cJores 

se ~odific•n en la reacciDn y transforman en ella Junto con el 

substrato de forma estequiométrica. Las coenzinias mas 

frecuentemente utilizadas en quimir.a clinica son NAO y NADP. 

(21,24,25) 

~CTIV8'D!l)RES E lHHlllll) O~ES• 

Muchas enzimas requieren 'iones especificas para su mAxima 

actividad. Todas las enzimas que transfieren fosfato, conto 

la hexoquinasa, requieren iones magnesio <Mg>. Otros iones 

metAlicos que actUan comünmente como ac ti vadores son el 

manganeso, calcio, zinc., hierro, potasio .. 

Loa inhibidores son sustancias que reducen la actividad 

catalitica de una enzima. <22,27> 

COlllSEIRV8'C.lGH L ,¡ S lfJ U C S T ~ A S: 

Las muestras de suero para anAlisis enzimático pueden 

conservarse tiempo a temperatura ambiente o 

en refrigeración pudiéndose aceptar una a~casa pérdida 

de actividad. b también reactivarlas como es el caso de la 

CK.. por lo tanta, hay enzimas que se mantienen con 

poca alteración a sin ella y otras que se deterioran 

rápidamente .. Como por ejemplo en el cuadro se expone la 

velocidad de envejecimiento de las en2ima~ c....: y LDH para 
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evitar alterac.iones se recomienda realizar la determinación el 

dla da la ~oma de muestra <16,22,27,33,.). 

ENZIMAS 

24hrs. 

LDH -4'C o% 

25"C o % 

o % 

25'C 2 % 

T I E M P O 

48hrs. 

4 % 

o % 

3dias 

a -r. 

2 % 

7 •• 
'• 

Sdias 7dias 

9 % 12 % 

10 % 15 % 

o% 

19 % 

*Sólo con reactivación por N-acetil-cistetna <NAC). 

Cuadro l. Estabilidad de las enzimas CK y LDH con respecto al 

tiempo. E. F. W. Schmidt, 1980. 

VARIANTES lf O L E C lJI L A R E S: 

Las variantes moleculares enzimAticas sa subdividen en 3 

grupos: 

l s o e • z a a s 1 

Las isoenzimas son formas mültiples <is6maroa) da una 

fAmilia da enzimas que catalizan la misma reacciiln bioqui•ica. 

Het'erae•zi•as• 

Enzimas de funciOn semejante, especificas 1.:le las diveruas 

especies btolOgtcas. p. eJ. la LDH d•l hotllbra y la LDH dal 



coneJo. Asl la tripslna d• cardo y la de ternero act~an co11111 

antigeno y de manera difar•nt• cu•ndo •e in..uniza un cobAyo. 

<1'il,24,2'il) 

A 1 o e n z i ~ a s 1 

variantes de enzima& a isoenzimas condicionadas 

genéticamente que sola aparecen en parta de los componentes 

de una especie. La ma~oria de las aloanzimas no conducEtO a 

manifestaciones patalOgicas, si~ven para caracterizar el tipo 

bioqulmico de un individuo <17,18,20,21,24> 

Por el interés que reviste para esta trabajo, procadaramo9 • 

hablar de las isoenzimas. 

26 



l S O E 11 Z l 11 A 5 1 

Diferentes fcrm•s 

la mi••• reacción. 

mol•culare• de una enzima que catalizan 

Cada isoenzima de una fa~ilia posee una 

afinidad diferente por los substrato• y cofactores. D• modo 

que la constante de Hichaelis-Mente !Km) y la especificidad 

par diferentes substratos puede variar. Las distintas 

isoanzi~as da una familia pueden también diferir en la 

capacidad de sar inhibidas por agentes especificas, en sus 

propiedades fisicas, tales como ter~oestabilidad y carga, y en 

su compo&iciOn de aminoAcidos (22>. 

ConK> caractertsticas principales tenemos las si9uiente9: 

- Su distribución de carga en la molécula. 

velocidad de emigracibn diferente, como consecuencia de 

lo anterior y comportamiento en el intercambio 

cromatografia y electroforesis (fig 9>. i6nico, 

Por ej. en la molécula de Lactato Deshidrogenasa <LDH> 

puede descomponerse en dos subunidades llamada H. M. astas 

subunidades se combinan entre si de cuatro en cuatro para,~ 

formar la isoenzima activa, resultando cinco posibilidades. 

que se encuentra en los órganos (fig. 9). <22, 27,35) 

BASES ESTRUCTURALES: 

Las isoenzimas m~s comúnmente halladas en el laboratorio 

clinico son proteinas compuestas por 2 o más cadenas 

polipettdicas o subunidades. Si las unidades son idénticas, 

en su estructura primaria, secundaria y terciaria, la enzima 

resultante es un homopolimero, si las subunidades son 

27 



CORAZDN 

l!HI 
3 4 3 2 1 

LDH JSOENZ Jl1AS 

HIBADO 

lllU 
3 4 3 2 l 

LDH JSOENZJl1AS 

Fig. 9 Raprasentaci6n da la &•paraci6n alactrafor•tic• d• LDH. 

•11 carazOn y hlgado. Sch01idt 1966. 
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di far·enttis, lea 

final de una 

enzima es un heteropol tmSro.. Lcl composic..:.i6n 

isoenz.ima depende del ni.'.llft&ro d• subnidades 

polipept:ldic~:s qua c.onstituyen ld moléc.:ula completa. (22) 

111STRIBUCIOll DE LAS ISOE#ZillAS 

EH E# LOS ORGA#OS. 

La actividad da algunas enzimas as tan diferente sagWl los 

brganas •n donda sa ancu.ntra pre••ntando una actividad 

elevada, cuando el 6rgano en cuestión es danado y en los d .. ~. 

solo hay indicios da actividad. Se denominan 11 enziraas 

Organo-especificas", como ejeiaplo se tiene l• CK y LDH. L• 

LOH &a encuentra en diferentes concentraciones en diferentes 

en diferentes brganos, siendo las mAs importantes corazón • 

Hlgado. 

Debido a que las isoenzimas son organoespecif icas. son de 

gran apoyo dignOstico en alguno? padecimientos como el infarto 

al •iocardio, por eso a continuaci6n hablaremos sobre el 

~iocardio y sus enzimas diagnósticas. (3,5,9,19,21,22,27) 
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ltETABOLlSllO DEL lllOCARDIO: 

El cor•zOn •stl far•ado por 3 capas ntUscular•• d• los cuales 

•1 miocardio es la mAs importante cliniCamente. La energta 

para Mover el corazón proviene de los diversos substratos qu• 

las células utilizan a través de diferentes vtas. Estas vias 

incluyen el ciclo glw:olJtico de Embden Meyerhot, el corto 

circuito de las 

grasos y el ciclo 

pentosas-fosfato, la oxidaciOn de los ~cides 

de Krebs del i\cido cttrlco. La anergi• 

producida en 

transferida a 

la degradación de los substratos es luego 

través del sistema de transporta de 

electrone~ de la mitocontria para producir ATP. Esta es una 

forma quimica de energia almacenada qua es utilizada por el 

ml.)sc.ulo cardiaco para producir trabajo. Dado que la función 

cardiaca debe estar a la al tura de grandes demandas 

inetab61 icas. El corazón requiere un importante sistema de 

almacenamiento para conservar la energta del ATP. 

Lus procesos metabólicos del tejido miocArdico han sido 

clasificada en 3 fases de energiaz <22,24) 

a) Liberación 

b> Conservación 

el UtllizaciOn 

al. En la fase de liberaciOn de energta, los substratos 

cardiacos principales son degradados para formar C~ y H~O, 

con la producci6n de electrones de alta energla por las vlas 

bioquimicas.120,21,22,27,41) 
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b>. Conservaci6ru la •n•rgia producida es con .. rvada 

qulmica..,,ta como trifosfato d• adenoslna <ATP>, ••t• .. 

fuente de energia para la ccntracciOn mioc~rdiCa, 

mantenimiento y la restauraciOn de los gradientes iónicos a 

travlts de la membrana celular y para una serie de proceso 

metab6licos, celulares intermedios. (20,21,22) 

e>. Utilización• Durante estA fase, el ATP es hidrolizado a 

difosfato de adenosina <ADP> y fosfato inorg~nico. El ADP as 

luego convertido en ATP 

fosfato de alta energia 

de transporte a del 

(20,21,22,27) 

Es importante mencionar 

mediante la incorporaciOn de un grupo 

proveniente de la cadena alactrbnica 

depósito de fosfato de creatina. 

como intervienen las enzimas e 

isoenzimas en el infarto agudo de miocardio. 

E:HZI11AS E E S O E: H Z l H ~ S 

Después de la instalación de los sintomas del infarto agudo 

de miocardio <IAM> se observa en la mayoria de los pacientes 

un periodo durante el cual es posible detectar una elevaciOn 

de las enzimas liberadas por el tejido miocArdico lesionado. 

Esta relación temporal es particular para cada enzima y varia 

de un paciente a otro, aunque se ha establecido un patrón 

tlpic:o, (fig. 10) <20>. 

Usualmente es necesario que transcurran de 4 a 6 horas desde 

la instalación del dolor precordial antes que pueda. 

detectarse una elevaci6n sérica de CK-MB en lo& pacientes con 
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IAl'I. Se han registrado tiempos de detecciOn que cacilan 

entra 2 y 15 horas. Esta actividad muestra un pico mtliximo a 

las 12 y 24 horas y generalmente retorna a los niveles basales 

en el curso de 24 a 48 horas. Habitualmente se observ• 

primero una elevaci6n de la Ck-MB seguida de una elevacion de 

la LDHl de 5 a 20 horas., más tarde. El tiempo pico promedio 

pa,...a la liberación enzimática después de un infarto, en un 

estudio de 47 pacientes, fue de 18 horas para la CK-MB y la CK 

total, 24 horas para la aspartato aminotransferasa <AST) y 40 

horasparalaLDH (fig. 9y!O ). <17,34) 

Fig. 10. Evolución temporal de los cambios bioqutmicos con un 

ttpico infat~to agudo de miocardio <IAH>. Usategui-GOmez, 1981. 
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Figura 11. ·Actividad 

relativa de las enziaas 

é isoenzim~s en suero, 

en funci6n del ti""1pO 

d•spués que inicia un 

pequeno infarta. Merck, 

1988, 

Figura 12. Actividad 

relativa de enzimas é 

1soanzimas en suero, en 

función del tienopo 

después que inicia un 

infarto relativamente 

l~rgo. Merck, 1988. 
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·e R E A T z # A - Q u z # A s A ( e K ,, 

L•s canc•ntracianas disminuyan cuando la utilizar:ia> de· 

energta aumenta en for•a aguda con un 

cardiaco. La enzi~a responsable de la 

incremento de trabajo 

producciOn de fosfato 

de creatina es la· creatin - quinasa <CK>, esta enzima que 

también se denomina creatina-1osfoquinasa, posee un P.M. 

85,000 daltons y existe en varias formas isoenzimAticas. Las 

3 isoanzimas de intpartancia san las qu~ se encuentran en el 

r:itosol MM, MB,BB. <fig. 13>. 

Es un dimero compl.lesto 

(Cerebro> y son far:iles de 

por 2 subunidades M <M~sculo> y 8 

diferenciar electroforéticamente, 

dado que a un pH 8.6>, la isoenzima MM permanece en el 

origen mientras que la forma BB avanza hacia el ~nodo con una 

movilidad comparable a la albómina. La isoenzima MB sa queda 

en medio de ~~tas dos si se tiene en cuenta la actividad 

comparada en los diversos taj idos, <cuadro 2). 

La isoenzimcl sérica, predominante es la MM, con una cantidad 

ínfima de isoenzima BB y MB, sin embar~o, la MB esta aumenta.da 

en ciertos transtornos musculares, necrosis e infarto al 

miocardio. (fig. 14). Se d~be tener cuidado en el maneje de-

los geles porque 

121, 22, 41> 

pueden surgir errores en la 
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S U 8 U N I D A D E B 

CK1 

CK2 

CK3 

8 B 

11 B 

MM 

D E C K 

Fig. 13. Esquema de la •structura de subunid•dea CIC. 1111rck, 

1977. 



di> actividad total 

TE.JI DO CK <Ml'tl CK2(11Bl CK1 <BBl 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA...-.AAAAAAAAAAAAAA 

M~sculc esque. 100.0 o -19 o o 

Corazbn 78.0 4-42 o.o 

Cerebro o.o o.o 100.0 

Colon 3.0 1.0 96.0 

EstO..ago 3.0 2.0 95.0 

U taro 2.0 3.0 95.0 

Tiroides 26.0 1.0 73.0 

Ril'IOn e.o o.o 92.0 

PulmOn 3S.O 1.0 64.0 

PrOstata 3.0 4.0 93.0 

Bazo 74.0 o.o 26.0 

Higado 90.0 6.0 4.0 

P~ncreas 14.0 1.0 es.o 
Placenta 48.0 6.0 41>.0 

Cuadro 2. Actividad de creatina-qutnasa en diversos teJidos 

humanos. Chapman, 1982. 
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1.7 

Fig. 14. SeparaciOn alectroforética en gel de agarosa al 1 ~ 

cuando esta presente la isoenzima CK-MB, Infarto al Hlocardló 

llolf. Paul L. M. 1986. 



l..ACTATD DESHIDROGEHASA L D H J 

Ea una enzi•• tisular de gran ubicuidad que cataliz• l• 

reducci6n d•l piruvato a lactato ••diante l& utilizacitln del 

dinuclaotido da nicotinamida y ad1tnina <NADl. LDH posea un 

P.M. aproKiMada....,ta 140,000 daltons y un tetrA~•ro 

COllpU••to por 4 subunidadas lfig. 15). 

Consiste •n 2 formas H ( 11 Heart 11 
) corazCn y t1 (mllsculo). 

L<HI cuales se encuantran polimerizadas para formar 5 

isoanzimas, la subunidad H contiene una cantidad relativam110t• 

Mayor de Aspartato y Glutamato que la subunidades M, la cual 

es ricil an Arginina y Metionina, da modo que el polimero HHHH 

es pri~cipalmente electronegativo y el pol imero MMMM es 

electropositivo6 

Las isoenzi~as de LDH, se encuentra presente en 

teJ idos son significativamente diferentes. 

<Cuadro :n. <22,23,24,29,40) 

LDHl 

LDH2 

LDH3 

LDH4 

LDH5 

H H H H 

H H H " 

H H 11 11 

H " " 11 

111111 11 

todos los 

lfig lb>, 

Fig. 15 E~quema de la estructura de subunidades de LDH. 

Merck, 1977. 
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---------------------·---, 
LDH. 

Fig. 16. S..paracian electrofor•tlca da laoanzi•aa da LDH. En 

&Wfro. da un paciente A¡>arente1Hnte s.;mo. Wol1. Paul L. 1986. 
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X da la actividad total 

Organo LDH!.. LDH:¡:_ LDH~ LDH1_ LDH~ 

CorazOn 60 30 :¡ 3 2 

RU'IOn 28 34 21 11 b 

Cerebro ·20 32 19 16 5 

Higado 0.2 o.a 4 94 

Mó.sculo Esque. 3 4.0 8 9 76 

Piel o o.o 4 17 79 

PulmOn 10 18 28 23 21 

Bazo :s 15 31 31 18 

Cuadro 3. Actividad de Lactato deshidrogenasa distribución en 

X d& la actividad total. Pfleiderer, 1979. 
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l'RO 8LE#A 

l'LAllTEA#:ICllTO DEL l'RDBLEllA 

El •studio d• loa Valor•• d• R•f•r•ncia sa iniportant• en el 

L•boratorio Clinico. dado qu• 

al p•r•onal llédico para al 

l• finalidad as colaborar con 

diagn65tlco y trata•ianto dal 

paci•nta. 

P•nel d11 

<PEVR> por 

Es de tanta importancia, que en 1970 fue creado un 

Teorta da los Valores de Referenci4 Expertos en 

al Comité de Estandaras ds la 

Internacional de Quimica Cllnica <FIQC>. Su tarea consistib 

en desarrollar una nomenclatura y procedimientos recomandados 

para la producción de Valoras da Referencia y su trata•ianto 

(12,23>. Dentro de los puntos establecidos por el Comité, se 

encuentran que se debe escoger una población para obtener las 

Valores de Referencia, ya que los valores en Quimica Clinica 

son dependientes de las caracterlsticas y cultura de la 

poblacien. <12,26,28, l 

Se han real izado varios estudios sobre Valores de Referencia, 

en población mexicana, encontrAndose diferencias en algunos 

parametros y aún de estado a estado de la Repüblica; pero no 

se han realizado estudios sobre la .actividad enzim~ttca. (26> 

Dentro de las enzimas de interés clinico encontramos que CK 

y LDH son ampliamente utilizadas. Aunque las determinaciones 

de la actividad total no tienen aplicación Clinica aceptada 9 

la identificación y cuantificación de sus formas molecular~ 

(isoenzimas) si la tienen, ya que son organoespecificas. 

Existen varios métodos para cuan ti ficar la actividad 

enzim.!t.tica de las isoenzimas CK y LDH como son:i: 
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El11etrofor••ia. Cromatograf ta de int•rcaabio iOnico. 

in11UnoinhibiciOn y radioinaunoan.!ilisi• <RIA>. C1B,20l 

El anilisis elttetrofbretico •• frecuenta,..nt• utilizado 

porque es sencillo, r.!ipido, especifico y utilin un vol..-i 

paquefto da muestraa se basa en la movilidad de su• particulas 

que estA en funciOn de la magnitud de su carga y a su vez 

varia con el pH. Por tal razón separa las tres i&oenzimas 

principales en CK CCK-MM, CK-MB, CK-BBl y las cinco 

isoenzimas de LDH CLDHl, LDH2, LDH3, LDH4, LDH5l. C1 0 1B,19,24l 

Por otro 

eficiencia de 

lado los métodos cromatogr.\ficos no ofrmcan tal 

separaciOn. Es un método de referencia para 

cuantificar actividad de CK-MB, requiere de control 

rigurosos de parAmetros. (1,4,21,22,37) 

La inmunoinhibiciOn es una técnica simple y se puedan llevar 

a cabo con rapidez, pero tiene la desventaja da carecer de 

sensibilidad y especificidad apropiada, en LDHL_ y en CK 

interfiere la CK-BB.C21,22,37l 

Por tal 

informaciOn 

isoenz imas. 

motivo la electroforesis 

por .... un 

puede proveer, mAs 

Considerando que es necesario tener nuestros propios Valoras 

de Referencia para CK y LDH en sus iso1orma5 moleculares, se 

pretende obtener estos valores para nuestra pcblaciOn y 

contribuir al diagnOstico médico de un paciente, ast como 

diferenciar los sanos de los enfermos. 
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# l ~ D T E S 1 S 

La deter•inaciOn de la• valores d• r•f•r•ncia para una 

pablaciOn, uspeclfica es fundamental, parque la cantidad que 

existe de la isaenzima de CK y LDH en un grupa determinado de 

orig11n, aa>eo, edad, acupacibn, medio ambiente 

eMOCional. 

Uno da los métodos qua se utilizan para dete,..inar las 

actividades de d• y LDH, as el de 

electroforesis, empleando este método las de 

referencia obtenidas para nüestra poblacibn ser~ dif•rant .. a 

los reportados en la bibliografta, ya qua los damis m•todaa na 

evalüan todas las iso&nzimas. 
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OB:IETI"OS 

•Calcular los valorea da Rafarencia da la• i•oenzimas CK y 

LDH, da poblaciOn ,..xicana d&l D. F., hombr•s y MUJ•re• d• 

edad•• •ntre 20 y 50 ª"º•~ 

con lesiOn •iocardiaca. 

Para al seguimiento en paciant•• 

44 



IP:ISElllJJJ DE Jlflllf'ES7':11SAICiillM 

TIP/11 /llE E:S: Tl/DI/lJ1 

Observacional, prospectivo, transversal y descriptivo. 

CALCULO QEL TAMAAO DE MUESTRA• 

N = [z...,.!f ~l,g~) (5)] 2 
= 24 25 

S= depviaoi6n ect&ndar 
Z " lím1 te EiSociudn r l.e con:fian"a 
e = error m{Y.l mo 

l'DBV..Jll.IC'JJ0/11: 

100 individuos aparentemente sanos que reunan los siguientes 

Criterios de inclusión 

-Ambos SeKOS 

44 7. hombres 

56 X mujeres 

-Edad de 20 a 50 a~os 

-No importa estado civil. 

-Qua vivan en la zona del D.F. 

-Se haya encontrado normal en los siguientes estudios" 

BH <rutina>. Qulmica Sanguinea, TGO, CK, y LDH total. 

-Haya respondida al cuestionario de historia cltnic.• 

Critarips de. exclusiQh.. 

-Ser deportista 

-Esta tomando algün medicamento 
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-T1tnga ant•cedentes cardiacos o hep~ticos 

-Algunos de los estudios resulta alterado 

Grupo cgntrgl 

-44 individuos con problemas de infarto al miocardio. 

-Afl'bos S4tKOS 

-Edad 20 -50 anos 

-Que se encuentre en terapia intensiva e ExtensiOn 

Hospitalaria del Hospital de Especialidades. c.".R. 

NOTA1 Se seleccionaron 100 

distribuciOn de los datos 

individuos para asegurar una buena 

y por disponibilidad de reactivas, 

T 41 111 /,fl IJP /E illUIES7rRifl: 

Se obtuvieran muestras sangutneas por venopunciOn evitando 

la ewtasis venosa y depositando en tubos de ensayo de 13 por 

100 sin anticoagulante. 

Las muestras fueron centrifugadas dentro de 

a la toma a 5000 rpm par 5 minutos y 

inmediatamente. 

la hora posterior 

separddo el suero 

Posteriormente lo§ sueros fueron procesados por los métodos 

para medicion de la actividad enzimAtica y por electroforesis. 
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-Tenga antecedentes cardiacos o hep~ticos 

-Algunos de los estudios resulte alterado 

Grupo control 

-44 individuos con problemas de infarto al miocardio. 

-AtMJo& &ffKOS 

-Edad 20 -50 anos 

-Que se encuentre en terapia intensiva o EMtensiOn 

Hospitalaria del Hospital de Especialidades. C.".R· 

NOTA• Se seleccionaron 100 individuos para asegurar una buena 

distribución de los datos y por disponibilidad de rt!activos. 

illll/IES7TRJ11• 

Se obtuvieron muestras sanguineas por vanopunci6n evitando 

la extasis venosa y depositando en tubos dv ensayo de 13 por 

100 sin anticoagulante. 

Las muestras fueron centrifugadas dentro de la hora posterior 

a la toma a 5000 rpm por 5 

inmediatamente. 

minutos y sep•rado el suero 

Posterio1"mente los sueroa fueron procesados por los métodos 

para medic:iOn de la actividad enzimAtica y por electroforesis. 



• A T CllIAI. 

-pip•ta• volu.,.tricas 1,2,5,10 •l 

-pip•ta• aforad•• 1,2,5,10 •l 

-prob•ta• 100 •l y 500 •l 

-pipetas pasteur 

-bulbo• 

-matraz aforados da 500 •l, 1000 ml. 

-gradilla 

-tubos 13 x 100 

-tubos 12 x 75 

-vaso da precipitados 100 mi, 250 •l, 1000 mi 

-galas de CK (l.O X da agarosal 

-plantilla• verdes !para isoenzimaa de CKl 

-secantes de plantillas 

-galas LDH (l.O X da agarosa) 

-plantillas rosas !para LDHl 

-smcantes de plantillas 

-secantes de geles 

-sec~ntas gruesos 

-pipeta autOOl<lltica de 5 •icrolitro•. 
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€ Q • l p • 

-c·ubata da •lactroforasi& Power supply P•ragan B•ck••n 

-Fuent• d• alilft"ntaclOn P•ragon 9'":k•"" 

-Procesador de liquidas Paragon Back•an 

-Sacador Paragon Beck•an 

-Incubador y unidad da incubaciOn Par•oon Beck•an 

-Aprralse Denslto111eter Syst ... 



11.EACTillflS 

-SoluciOn alMlrtiguadora. Para la LDH1 14 gr. 2-••ino-:S..til

l ,3 propanodiol 38Niol/L Recon,.ti tu ido, A<: ido DL-a&p.llrtico, 

23 mmol/L Reconstituido; glicina N,N-bisisl2hidroetil> 

25-ol/L Reconsti tuido1 Sal SOdica A<: ido S. S 

Di•tilbarbitOrico, 15 11Mol/L Reconstituido. 

LDH. Reconstituido• L-Lactato d• Litio 208 -Subgtrato de 

•mol/L1 NAD, 5 6 m11ol/L¡ NBT,2,4m.al/L¡ PM~, 33 mmol/L y otros 

ingredientes 

Optima. 

no reactivos necesarios para una operactbn 

-SoluciOn .buffer para CK. 12 gr. Acido SulfOnico 

31N-Horfolinol-2-Hidroxipropano, 22 mmol/L Reconstituido, Sal 

a6dica del Acido sulfOnico 3-(N-Horfolinol-2-Hidro•ipropano 

28 mMol/L. Reconstituido. 

-Substrato CK. Reconstituido1 Creatin fosfato 120 mmol/L ADP, 

9 mmol1 Al'IP 15 mmol/L1 Diadenosin Pentafosfato, 30 umol/L¡Sal 

de Magnemio, 50 mmol/L1 O-glucosa. 70 mmol/L1 NADP, 9 mmol/L1 

NAC, 120 m•ol/L¡ hexoquinasa <nk><levadura> 

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (GDP> (levadura>. 

18, 000 UIILI 

6000 UI/L y 

otros ingredientes no reactivos necesarios para una oper•cipn 

Optima. 
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TE CHICAS 

Se •11Pl••ron 

-.. .. tr•• con 

suero• fr•sca. obtmnidos en ayunas, 1•• 

•vld•ncla d• h .. Ollsis • ict•ricos, fu•ran 

rachazad•• para ambas deter•in•cion••· 

La actividad de CK en suero es inestable, dis•inuyendo su 

valor después de 4 hrs., a temperatura anabienta, por lo que 

los •u•ro• se procesaron in-di•t••ente. COllO pultd• v•rs. san 

varios los errores que afectan las d•t•r•inaciones. S. 

presentA un esquema da las fuentes de error en las •uestr•s y 

anllisis de isoanzimas de CK y LDH <Esquema l>. 

toma de muestras 

hemOlisis envejecimiento agitaciOn 

tiempo temperatura 

Anlllisis 

pipeteo condiciones de reacciOn 

temperatura pH Optimo y 

ubstrAto 

recipientes 

Esquema l. Fuentes de error en la muestra y an~lisis da 

isoenzl•as. Merck, 1977. 
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FUHlJAlfEllTOS 

lSOEllZllfAS 

FUHDAlfElfTf111 

y 

lJ E 

,. R a e E ,, 1 " I E H T o s 

C K. 

L• Craatin-Kina&a hu•an• est• far•ada por tres isoenzimas. 

Las di 1erancias estructurales en l•s subunidadas d• cada 

i•oenzi•a producen diferentes cargas superficial••· E ata 

dif•r•ncia es la ba·sa an la separación elactrofarettca de la• 

tr•s isoenzi~as de CK. 

El principio da la alectroforasis sa basa en que las 

isoenzimas situadas en un campo eléctrico migran hacia uno de 

sus polos eléctricos. 

El estuche para isoenzimas de CK se suministra para la 

separación electroforética de estas isaenzimas •n un gel de 

•garosa amortiguado. Después de la electroforesis, se produce 

la detacciOn de las isoenzimas a trav•s da la siguiente 

reacción fluorométrica especifica. 

Craatin-fosfato + AOP +======•====+ Creatina + ATP 

ATP + O-Glucosa +===========+ Glucosa-6-fosfato 

Glucosa-6-Fosf ato + NADP+=========+ 6-Fosfoglutanato + NADPH 

El NADPH se forma en cada banda isoenzim~tica el cual esta 

marcada con fluorescencia, Este nwdelo se cuantifica en un 

dansitómetro que mide la fluorescencia. 
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,. R o e E ,,--1 ,, z E • T a • 

• Ll..,•r cAd• cCJlll)•rU•imnto d• 1• 

cubet• da electrofor .. 1• con 45 •l 

. de soluc10n ...,rtig1io1dor• d• CK • 

• LllHl•r al procesador de liquido 

con 300 •l ·d• H20 d•sionizo1da • 

• R•tir•r el gel de 5U embalaje y 

colocarla •obre P•P•l y sacar 

cuid•do•a.-nta. 

•fllic•cSb•: 

.s. extienda transversalmente la 

plantilla. y sa alinea en la 

poaiciOn b. 

.se aplica la plantilla en el 

gal da forma que las ranuras .de 

la plantilla estén en contacto 

con supar·f ic ia. Alisar 

cuidadosamente la plantilla con 

un dedo para aSagurar el contacto • 

• Aplicar de 3 a 5 uL da muestra a 

través da la ranura de la plantilla 

Esperar S •inutos para &u difusiOn. 



.Secar cuid3dosamente la plantilla 

con el secante de la plantilla. y 

• J • e t r a f o r • • i s 1 

Colocar el gel en el puente de 

la cubeta, alineando las 

posiciones <+l y negativa <-> del 

gel con las corraspandienta• 

poaiciones del puente. Colocar al 

con Junto en la cub•ta da 

Electroforesis Paragon • 

• Colocar la cubeta en la Fuente 

de alimentación. FiJar la tensión 

• 100 voltios, encender y mantener 

l• elactrafarasis durante 20 •in • 

• C0t0platada la elactroforesis, 

el gal de la cubeta 

electroforesis y colocarle sobra 

un s&eanta da CK. Situar a~bos 

en la unidad de incubación 

d • t • e e i o n 1 

.Saturar al secante da CK con W\ 

vial reconstituido de substrato y 
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colocarlo 

superficie 

suavemente sobre la 

dal g .. 1. Evitando 

burbujas entre el secante y el gel • 

• Cerrar la unidad de incubac!On y 

ponerla en el incubador (45 •e> 

duranle 20 minutos. 

s•cado: 

.Después de la incubación retirar 

al secante da la superficie del gel 

y dasecharlo • 

• Colocar el gal en un marco da geles 

a introducir tres veces en agua 

desionizada. El tiempo de lavado no 

debe eKceder de 5 seg • 

• Colocar al Gel en a 1 secador 

c73•c> hasta su secado. 

ev•luaci.on: 

.Evaluar el gal con un dansitOlnetro 

a 340 nm para axitaciOn, y 455 nm 

para e•i•iOn de fluorescancia. 
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lSOE#ZltlAS L D H • 

rUNDAHCHTO• 

L• Lactato~Dellhidrogen••• humo11na <LDHI astA 

cinco iSDIH1Zi•aS. Las difer•ncias estructural.. en las 

•ubunidad•• de cada isDltflziaa producen diferent•• cara•• 

aup•rficial... E•ta dlf•ranci• .. la basa an la suparaciOn 

•lactrofor•tlca d• las cinco isoenzima• de LDH. 

El principio d• la alactrofor••is sa basa en qua I•• 
isoanzimas, situada& en un campo eléctrico, mtgr•n hacia una 

d• los polo• allk:tricos. 

El estucha para isoenzimas 

saparaciOn al•ctraforética da 

de LDH 

estas 

su•ini•tr• 

isoenzimas 

para la 

un gal d• 

agarosa amortiguado. De&pués da la electrofcrasis, sa produc• 

la detecciOn de las i~oenzimas a través de la aiguiant• 

reaccibn colorintétrica 

LDH 

Lactato + NAD +=a======+ Piruvato + NADH 

NADH + NDT ---------+ NAO + NB-forn.ezan color. 

El color nitro azul 

bo11nda isoanzimltica. 

clensitO.atro 

da fornu1zan 

Esta •odelo 
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P R O C E D 1 N 1 E N T O 1 

. Llen·ar cada c0Mparti11ento da la 

cub•ta d• •l9Ctrofor .. is con 45 mi 

da soluciOn a1110rtiguadora LDH • 

• Llenar dos dapbaitos del procesador 

da liquidas P•ragon con 300 ml d• 

Acido Ac6tico, al 5 Y. cada uno • 

• R•tlrar el gal da su embalaje y 

colocarlo sobre una toalla de papal. 

Secar cuidadosamente con un secante 

y desecharlo. 

• o l i e ~ e ~ b n : 

.AplicaciOn de la plantilla 

.Extender 

plantilla 

transversalmente 

GegUn &e indica, se 

al inaa con la posiciOn "a" en el 

borda del gel • 

• Aplicat' la plantilla al gel de 

forma qu• las ranuras de la plAntilla 

estén en contaco con la superficie. 



.Alisar cuidadosamente la Pl•ntilla 

con un dedo para asegurar al 

con ta.e to 

.Aplicar de 3 a 5 uL de muestra a 

través de las t""anuras de la plantilla 

esperar 5 minutos para la di1usi6n 

da la muestra • 

• Sec~r cuidadosamente la plantilla 

con el secante de plantilla. 

Desechar- ambos. 

• J • e t r o f o r e s i s : 

.Colocar el gel en el puente de la 

cubeta, alineando la& posiciones 

positivo (+) y natativo <-> del 

gel con las correspondientes 

posiciones del puente colocar el 

conjunto an la cubeta de 

alectroforasis .. 

.Colocar la cubata en la fu1H1te de 

~ alimentacitin F!J.ar lA tens!On • 

100 voltios, encand•r y •antttner 
. 

la electroforesis durante 20 111n. 



.Completad;¡ la electrofores¡is 

retirar al gel d• la cubeta d• 

electroforesis y colocarl~ •obre la 

parta superior da un secante • 

• Saturar un secante de gel con un 

vlal reconstituido de substrato LDH 

y colocarla suavemente sobre la 

superficie del gel. Evitar las 

burbujas entre al secante y el gal • 

• Cerrar l• Unidad de lncubacibn y 

ponerla en el tncubador. Paragon <45•> 

durante 30 ~inutos. 

fiJac~b"' 

.O.apu•s de la incubaciOn retirar el 

•11eante d• la superf icia del gel y 

desmcharlo. Colocar el gel en un 

••reo de geles . 

• Colocar el gel en la solucibn Acido 

Ac•tlco al 5 X duranta 1 min • 

• Retir&r al gel del ••reo da gel•s. 



.Colocar un• to•lla de papel en la 

base de la prens• de secado y poner 

el gel &obre ella con la posiciOn de 

agarosa hacia arrib•. Colocar- un 

secante de geles, empapado en 

soluciOn de Acido acético, sobre la 

suparficie del gel, seguido por (2) 

secantes. Colocar el peso sobra al 

t:.onjunto y presionar durante 3 min. 

pat•a '!iecar ~1 gel • 

• Retirar el gel de la prensa y 

desechdr los s~cantes. Colocar el 

gel en un marco de geles • 

• Colocar el gel en solución Acido 

A~é~i~o 11 durante l min. 

secado1 

Retir•r el gal de la soluciOn de 

Acido Acttico 11. Sacar el eKceso 

de solución d• la parte trasera 

del gel y colocarlo en el secador 

hasta su secado total. 

• valuacibn1 

.EValuar en un densitOmetro a 600 nm. 
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CONTROL DE CALIDAD: 

* Se introdujo en c•da corrida una muestra de suero de un 

p•ci&nte con inf•t~to al miocardio, previ•mente comparado can 

un suaro cor1trol de EioMerieux anormal, esto para verificar 

que lGr.s variaciones son debidas al paciente y no al an~lisis. 

Se uso una posición de la membrana diario. 

•PREClSIOll« 

Se obtuvieron coeficientes de variaci6n menores del 5 h en 

•valuaciones de precisi6n entre geles, usando repeticiones d• 

un suero control de un paciente aparentemente sano •n 2 g•le• 

120 t•epeticionesl. Para cada una de las isoenzimas CK y LDH. 

• A H A L Z S I S ESTADlSTIClJ' 

.Sa realizaron grAficas de distribución de frecuencias, 

• Se c&lcul•ron l•s -di das de tendencia central y dispersiOn, 

1119dia y desviación estandar • 

• Se calcularon los intervalos <intarvalo de referenci• por al 

m•todo paramétrico por fractiles 0.025 y 0.975> • 

• V se realizo la prueba de t student para v•r diferencia de 

medi&s. entr• el grupo de individuos aparente•ente sanos y 

los r•sultados d•l grupo control Cde individuos en infarto al 

mioc•rido. 
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RESlll. TAOOS 

A cantinu•citln se present•r•n los r..ultados d•l trabaJo.can 

tAbl•• de Intervalo• de referencia, tabl•• de diatribuciOn d9 

fr1t1:uanci•• asi ca.a sus poligonos de frecu•nci•• d• c•d• 

isoanzima de CK y LDH, para una 1MtJor visualizacitln da ellos. 

VALORES DE REFERENCIA PARA ISOENZillAS CK HOrlBRES V 11UJERES 

APARENTEMENTE SANOS DE 20 A 50 MOS 

ISOENZIMA 

CK-BB 

Cl<-118. 

CK-111t 

INTERVALO DE REFERENCIA 

o X 

o - 4.3 1' 

95.7 - 100 z 

Método d• electroforesis en gel dw agaroaa. 
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VALORES DE REFERENCIA PARA ISOENZIMAS LDH HOMBRES Y MUJERES 

APARENTEMENTE SANOS DE 20 A 50 AROS. 

ISOENZIMA 

LDHl 

LDH:Z 

LDH3 

LDH4 

LDH5 

INTERVALO DE CONFIANZA 

19 - 32 % 

36 - 47 % 

14 - Z5 X 

3.6- 9.4 % 

2.0- 11.0 X 

Método de elet:troforesis ~n gal de agarosct.. 
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VALORES DE REFERENCIA PARA ISOENZIMAS CK, 

DE 20 A 50 AAOS 

POR SEXO 

!NT ERVA LO D E 

!SOENZIMAS 

CK-BB 

CK-MB 

CK-MM 

SEXO FEMENINO 

o :r. 

o o - 4.3 :r. 

95.7 - 100 :r. 

e o N r 1 A N z A 

SEXO MASCULINO 

o " 
o - 4.0 :r. 

96.0 - 100 X 

Método de electroforesis en gel de agarosa. 

VALORES DE REFERENCIA PARA ISOENZIMAS LDH, POR SEXO 

DE 20 A 50 AAOS. 

ISOENZIMAS 

LDH1 

LDH2 

LDH3 

LDH4 

LDH5 

NT ERVALO D E 

SEXO FEMENINO 

18 - 31 r. 

37 - 47 r. 

13 - 25 r. 

2 - 9 X 

2 - 10 " 

C O N F 1 A N Z A 

SEXO MASCULINO 

18 - 32 Y. 

34 - 47 X 

15 - 24 " 

3 - 10 X 

2 - 12 X 

Militada de electroforesis en gel de agarosa. 
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COl'IPARACION DE VALORES DE ISOENZIHAS CK DE INDIVIDUOS SANOS 

CON INDIVIDUOS DEL GRIFO CONTROL EH PROCESO DE INFARTO AL 

" O C A R D 

ISOENZil1A 

CK-BB 

CK-118 

CK-1111 

o 

INDIVIDUOS SANOS 

O X 

O - 4.3 X 

95. 7 - 100 X 

* Estadt&ticamante significativo p< 0.05 

M6todo de alectrofaresis en gel da agaros•. 

A " 

INDIVIDUOS EN IAl1 

o - 7" * 
7.0 - 28 l • 

72 - 90.5 " * 

COl1PARACION DE VALORES DE ISOENZIMAS LDH DE INDIVIDUOS SANOS 

CON INDIVIDUOS DEL GRUPO CONTROL EN PROCESO DE INFARTO AL 

t1IOCARDID ( IAMl. 

ISOENZIMAS INDIVIDUOS SANOS INDIVIDUOS EN IAM 

LDH1 

LDH2 

LDH3 

LDH4 

LDH5 

19 - 32 X 

36 - 47 X 

14 - 25 X 

3.B-9.4 7. 

2.0-11.0 X 

•Est•dlsticamente significatlvo p<0.05 

"4tcdo de electroforesis en gel de agarosa. 

14.2 

:u.1 

60.8 le * 
42.0 X* 

3.25 - 18.9 X • 

1.9 11.3 X 

o.o - 27.3 X * 



COl1PARAC ION DE VALORES DE REFERENCIA EN ISOEl~ZlMAS CK 

BIBLI00RAFIA CON DATOS EXPERIMENTALES. 

ISOENZil1AS 

Ci<-BB 

CK-MB 

CK-1111 

DATOS EXPERIMENTALES 

o z 

o - 4.3 'l. 

95. 7-100 z 

DATOS BIBLIOGRAFICOS 

o ,, 

o - 3 z 
97-100 ~; 

M~toJL> U-=t alectrafor~si~ en 9-=l de. agaro~a. Cl)n t!l mis1uo 

rt:!ac.:tivu y ~4uipo d~l li:i.boratcwio Bec.:.kman. 

COMFARACIGl>i ü~ ¡_¡:,5 VHLüF\ES DE r:;iEFERENCIA EN IBOENLIMAS 

LüH BIBLIOGRAFIA CON DATOS EXPERIMENTALES. 

ISOENZIMAS DATOS EXPERIMEl<TALES DATOS BI~LIOGRAFICOS 

LDHI 19 - 32 z 17 - 31 :i. 

LDH2 36 - 47 :i. ::;:¡ - 48 X 

LDH3 1.+ - ;¡~ z 15 - 29 % 

LDH4 3.8- 9.4 % 3.B-9.4 X 

LDH:; 2.0-11.0 '• 2.6- l(• '• 

l'h~tuUo U~ eleLtruiort::rs.i:. en gel d~ agat·ostS. Con el mi~mo 

r1:::tc1ctivo y e"luipo del ldboratoriu Bec:kman .. 



TABLA 4 

Distribución de fretuencias de is(Jenzimas CK-MB en 100 adultos 
56 muJeres y 44 hombres a¡iarentemente sanos, (edades 20-50 años). 

Mujeres Hombres 

frrc. "'e udivid11d free. <:"oactMdad 
24 o 20 o 
2 0.5 2 (1.5 

3 0.13 3 1 
3 0.9 1 l.l 

1 1.1 3 1.5 
2 1.1 2 1.8 

2 2 1 1.9 

l 2.-l 1 2.3 
2 2.5 l 2.4 
1 2.9 l 2.6 

3.2 2 2.7 
1 J.5 3 3 

'J.7 1 3.5 
3.9 4.2-

2 4 1 4.8 

1 4.4 l 5 
1 4.5 

1 4.8 



0.0-0.4 
D.IHl.9 

6rafica l. 

1.0-1.4 
1.5-1.9 

2.0-2.4 3.0-M 
2.5-2.9 

%DEACTMDAD 

4.D-4.4 
3.5-3.9 4.5-5.0 

Pollgono de frecuencias de los valares da 

referanci• da la isoenzim• CK-MB en 100 adultos 511 mujeres y 

· 44 hOllbres aparentemente sanos, H.E.C.H.R. 1993. 
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FALLA DE ORIGEN 
T1\BLA 5 

Distribud~n de frecuencias de lsomzimas CK-MM en 100 
adultos 56 mujeres y 44 hombres 1parentemenlo sanos, (edades 
20 -.50 añ•>S). 

free, 
24 

6 

3 

3 
1 

2 

2 
l 

l 

2 

2 

Mujeres 
%actividad 

100 
99.5 

99.2 

99.1 
98.9 

98.1 

91.1 
97.6 

97.5 

~7.l 

%.~ 

%.5 

%.3 
96.l 

% 
95.15· 

9!>.5 
:'1:5.2 

Hombres 
free. '~•actividad 

21) 100 
2 99.5 

3 99 

1 98.l 
3 98.5 

2 98.2 

1 96.l 
l 97.7 

l 97.6 
97.4 

2 97,3 

3 '.J7 

96.5 
95.11 

1 9!),2 

l 9!> 



~-0-llM 118.IHIM 117.0-117.4 98.IHll!.4 1111.11-119.4 
115.!HIS.9 06.5-911.9 117.5-97.11 118.5-00.11 1111.5-100 

Grafica 3. Poligono de frecuencias de los valores de 

referencia de la isoenzima CK-MH en 100 adultos 56 mujeres y 

44 hombre& aparentemente sanos, H.E.C.H.R., 1993. 
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f ALlJ\ DE OR\GEN 
TABLA fl 

DUCriblld~a do lrec....W.., .i. 19..,.ziJuas LDHL en 100 adll)fos 5' n.•jcl'ts 

y 4--1 hvabres •paren•eme:nte s11nv9 ( ed11dcs 20-50 añ<os). 

Mujeres H•,mbHs 

fr•t. ~.d. lr-ec. 't.d. tr~. 'é act. free. 

lS..ó !..~ 21.6 

!O ~ 21.9 

20.6 2'-0 22~ 2 
]1),7 26.l 3'2.l 

11.1 2~t. 2-.'.! 

21.J 26.4 ?J.6 

21.4 26.~ 2J.Y 

.!1.5 16.1 24.! 

21.7 20: .. Y 24.3 

22.1 27.(J !~.S 

11,,:\ !7.1 ?4.(. 

2~4 27.) !-t.7 

.:?:!.? 28.~ .:!5.1 

~J. • .:! ?$ • .f !~ 

!),fa !'.\.!' ?5.4 
2Jo,o) '?.$.7 .?6.2 

14 !'?.7 !6.J 

H.2 ~l.O 2~~ 

?f.6 31.2 16.6 

24.7 31-' ?7.0 

25 JI.ti 27.1 

15.1 .12.') '!'J,,1 

25.11 3.f,.'.' 27.f. 

<t. e.et. 

2it.o 

!t.5 
:.:JJ.6 

2St.2 

.l0.4 

-'O.fo ,,.,,,, 
M.~ 

~.!.$ 



25 

20 

11> 16 

~ 
~ 
u w a: 

iot 1 
u. 

·H 
1 
!/ o 

15.7-17.5 19.5-21.3 23.3-25.1' 27.1-28.11 30.11-32.7 
17.tl-111.40 21.4-23.2 25.2-27.0 29.0-30.B 32.8-34.6 

% DE ACTIVIDAD 

Brafica :!!. Pol igono da fr•cu•ncias de los valores de 

referencia de la isoenzima LDHI en 100 adultos 56 mujeres y 

44 hotllbres aparentemente sanos. H.E.C.M.R. 1995. 
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TABLA 7 
_____________________ A _________ 

Dlsh'lbuci~n do frecuencias do lsoenzlmas LDH2 en lOO adultos 
S6 moJeres y 44 hombres •parontemonto sanos (edades 20-50 ellos). 

-------------------------------Muj<res ffom•res 
free. o/o e.et. free. %ad. rrec. %act. free. %•el. 

1 37.9 2 42.4 1 33.6 1 42.3 
l 38,3 2 42.S 34.0 l 42.4 
l 38.8 1 42.6 1 36.9 1 42.6 

l 38.9 1 43.0 l :n.2 l 42.7 

l 39.4 1 44.0 l 37.8 l 42.8 
2 39.S l 44.l l 38.0 2 43.4 
l 39.6 2 44.2 2 38.2 l 43.S 

2 39.7 l 44.4 38.4 1 43.9 

2 39.9 2 44.6 1 38.S 1 44.1 
40.0 2 44.8 2 38.9 1 44.4 

1 40.1 1 45.6 1 39.3 l 44.6 

2 40.4 4<'.0 3 39.4 1 45.l 
2 40.5 1 46.4 3 39.5 2 46.S 

2 40.7 l 46.!l 39.6 46.8 
2 41.l 48.7 40.l 

l 41.:.t l 40.2 

l 41.7 40.3 

1 41.9 1 40,4 

1 42.0 l 40.6 
2 42.1 l 41.S 

3 42.2 1 41.6 

2 42.3 l 42.1 

-------------~---------------------
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33.11-35.1 311.9-38.4 40.1-41.6 43.3-44.B 46.6-48 
35.2·311.G 30.5-40.D 41.7-43.2 4·1.9-46.5 40.0-49.6 

%DEACTMDAD 

Gt•afica 7. Ful !gano de frec.uencias de l~= 

de re·ferenc..:ia de la isoer1z imc1. LDH2 100 :it.lul tos 

apar~ntememle sano!:., 56 mu.ieres y 44 hombre:;, H.E.C.M.Fo: .. , 

1993-
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T.\llLA8 

~------------------------------Dlslril>adtn lh frec .. nci .. te isoenzlmu LDH3 en 100 IMlwltos56 mllJore• 
y 44 bombres •p•entemenh san.s, (etledes :ZO.!!O atlos). 

--------------------------------A--
MllJeres Hombres 

rrec. % actc. free. o/'cact. rrec. o/•ACt. rrec. o/~ect.. 

1 l:u l 18.9 l lS.O 4 20.6 
l 14.4 2 19.3. l 15.6 2 20.7 
l 14.8 3 20.2 l l!J.7 l 20.8 
l 14.9 l 20.S l lS.9 l 20-9 
l 15.2 3 20.6 l 16.8 1 21.l 
1 lS.3 1 20.7 1 17.0 1 21.4 
1 l:U 1 21.2 1 17.1 1 21.7 
1 lS.6 1 21.8 1 17.4 1 21.8 
1 ltS.3 3 21.9 17.8 1 22.4 
1 ltS.6 2 22.0 18.3 1 22.S 
1 17.0 2 22.1 1 18.4 l 22.7 
1 17.3 1 22.4 1 18.9 1 23.0 
l 17.S 1 22.5 l 19.3 1 23.3 
l 17.8 1 22.7 1 19.4 1 24.1 
1 18.0 2 22 .. 8 2 19.S l 25 .. l 
2 18.1 2. 21~9 19.7 
1 18.2 l 23.4 19.>3 
l 18.3 l 23.7 2 19.9 
l 18.5 1 23.9 1 zo.o 
l 18.7 l ZS.4 2 Z0.2 
1 18.8 l 26.1 1 20.4 

--"""'-- .... -- ----------------------
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~ Oe: ACilVIDAD 

Grafica 9 .. Distr'ibución de fre'-uenc:ids de los valores cie 

referencia de la isoenzi1na LDH3 en 100 adultos, 56 mu:ieres 't 

44 ttambre:; ~oar·antement.e sanos, (edades 20 - 50 a.f'fwt:i). 

H.E.C.M.R. 
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TABLA 9 

-------------------------------
Dlstribacl~n de frecuencias LDff4 en 100 adultos, SIS mo,jeres 
y 4.¡ hombres aparentemente sanos, (edades 20. SO dios). 

-----------------------------------
Mo,jeres Hombres 

trec. <:"oatL trec. %ect. free. %act. free. %act .. 
l 3.0 3 7.0 2 3.6 2 8.S 

2 4.0 2 7.1 l J.9 2 8.9 

l 4.2 l 7.2 2 4.6 l 9.1 
l .t.J 3 7.3 l 4.8 

2 4.4 l 7.4 5 5.6 
1 4.5 3 7.5 1 5.8 
l 4.6 1 7.6 2 6.2 
l 4.9 3 7.7 2 6.4 
l 5.1 2 7.8 1 6.5 

1 S.2 1 7.9 2 6.f) 

l 5.3 8.2 l 6.8 

l s.-1 6.4 2 ti.9 

2 5.7 l 8.5 2 7.0 

2 6.0 l M 4 7.2 
l 6.1 2 R.8 l 7.3 

2 6.2 7.5 
J 6.3 ~ 7.6 
2 6.4 7.7 
1 6.5 2 7.8 
1 6.6 l 8.0 
l ó.8 2 6.2 

--------------------------~----



30 

3.6-4.3 5.1-8.7 6.6-7.2 B.0-B.7 0.3-10.0 
% C'E AC1'V1DA::l 

Grafica 11. Distribu~ia1 de frecuencids úe lo= valores de 

referencia de la. isoenzima LDH4 en 101) adultos 56 mu.ieres y 44 

hombres aparente111ente sanos, (edades 20 - 50 anos). H.E.C.M.R. 

1993. 
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TA 11 LA 10 

----------------------------------------Distrillacl~n de frecuencias tle lsoenzlmas LDH!5 en 100 114.,tos .56 mujeres 
y 44 hombres aparentemente sanos (etlodos 20 -50 ofios). 

----------------------------------------Mujeres Homllres 

free. o/o &et. free. %ACI. free. %ecl. free. o/• ecl. 
2 2.5 1 6.3 l 2.1 1 8.0 

1 2.6 1 6.6 1 2.8 2 8.1 

1 2.8 3 7.1 1 2.ll 2 8.2 
1 3.2 7.4 l 3.5 2 8.!5 
1 3.3 1 7.5 1 4.3 2 8.8 
1 4.3 3 7.ff, 1 4.9 2 9.3 

1 4.4 1 7.8 1 5.0 1 9.4 

4.5 1 7.9 3 5.4 2 9.5 

1 4.6 1 8.0 1 5.6 2 10.6 

3 4.9 8.2 l 5.9 10.8 
3 s.o 1 8.3 1 6.1 11.0 

1 M 1 6.4 l 6.2 11.6 

s.2 8.5 1 6.4 

5.3 3 8.9 6.5 
5.4 9.1 2 6.7 

l S.5 9.3 1 6.9 

1 5.6 1 9.1 1 7.2 

3 5.1 2 10.2 2 1.6 
2 S.9 1 7.7 
2 6.0 1 7.8 

6.1 l 1.9 

-----------------------------------



GRAFICA 13 VALORES DE REFERENCIA LDH5 
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D l S C U S l D 11 DE IRESUILTADDS 

E1 estudio de isoenzimas de CK <CK-BB, CK-MB, CK,MM> y LDH 

CLDH1, LDH2, LDH3, LDH4, LDH51 en 100 individuos, 56 mujares 

y 44 hombres, de ed•das entre 20 y 50 al'fos y aparentemente en 

buen estado de salud segan la encuesta qua contestaron. Las 

isoenzimas fueron medidas por el método electroforético, 

obteniendo en ~ de actividad los resultados. 

Aunque estos individuos eran aparentemente sanos, una vez 

que obtuvimos la muestra, si estaba lipémica, ictérica o 

ictericia hemolizada no se procesaba, pués al haber 

probablemente habria algUn problema hep~tico no detectado; en 

el caso de la hemolisis, se elevan las isoenzimas de LDH ya 

que los eritrocitos tienen gran cantidad de esta enzima¡ la 

lipemia interfiere con la determinación 

Una vez obtenidas nuestras muestras, se practicaron las 

estudios: BH, QS, TGO, TGP, LDH y CK total, si alguno da estos 

estudios resultaba alterado, se interrogaba nuevamente al 

individuo, y se le volvia a tomat~ la muestra y si persistia 

elevado el valor se descartaba, como de referencia. 

Se trabajó con 100 sujetos para la obtención da los valores 

de referencia por 2 razones1 por presupuesto ya que el 

material que se utiliza es muy costoso y porque el tamano de 

muestra calculado fué sólo de 25 pacientes, pero para darle un 

mayor margen de seguridad se realizó con 100. 

Al ver los valores como datos crudos, aparentemente son . 

distintos en la isoenzima CK-MB, los valores se observan 

mayores en mujeres que en los hombres, contrario a lo que dica 
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la biblio~rafia <211, que indica que los valores en hombres 

son mayores para la CK-HB. Esto es una cuestibn que Q& tendría 

que analizar, si es que la razOn es fisiolbQica o se trata de 

una población de mujeres qua esta sujeta a un stre~s cotidiano 

semejante al de los hombres. En las demAs isoenzimas los 

t"esul tados son mAs semejantes entre si. Sin embargo ya 

obteniendo los intervalos de referencia no existe diferencia 

significativa, por eso se cree conveniente para uso de 

laboratorio no separarlo por seKos. 

Con respecto a las grAficas de frecuencias se encontraron 

curvas ca&i 11 normales 11 en su mayoria, a exepción de la CK-MB y 

la CK-MM que son asimétricas y tienen una sola cola pués el 

limite inferior es O y alli es donde empieza la curva. 

Al comparar los intervalos de referencia obtenidos, con los 

valores obtenidos por la casa comercial que nos proporciono 

los reactivos la diferencia que se observa no es significativa 

va de O al 4 7. en las diversas isoenzimas, pero si los 

comp~ramos con otros 

diferencia. 

métodos y otros reactivos si hay 

Para corroborar que los valores obtenidos son de valor 

el lnica se evaluó con un grupo control de pacientes que se 

encontraban en proct?SO de infarto al miocardio. Se tomaron 

muestras de extensi6n Hospitalaria y de Terapia Intensiva 

al azar sin controlar el tiempo de infarto <22) 1 estas 

muestras se fueron pasando en cada corrida electroforética 

(fig. c,g, anexo 11>, los resultados los agrupamos y obtuvimos 

un rango para pacientes infartados, las isoenzimas de 
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CK1 CK-88 0-7.0 X, CK-118 7.0 - 28.0 X, CK-1111 72-90.5 X, y 

la& isaenzi~as de LDH: LDH1 14.2-60.BY., LDH2 21.1- 42.0 Y., 

LDH3 3.25-18.9X, LDH4 1.9-11.3 Y., LDH5 0-27.3 Y., que al 

cowip'ararlos con el grupo de individuos aparentemente sanos: 

tsoenzimas de CK: CK-BB O X, CK-H8 0-4.3 Y., CK-HH 95.7-100X 

e isoenzimas de LDH: LDH1 19-32 Y., LDH2 36-47 Y., LDH3 14-25 Y., 

LDH4 3.8-9.4 Y., LDHS 2.0-11.0 X, se observa una diferencia 

estadisticamente significativa de acuerdo con la t de Student, 

es obvio que debe eKistir diferencia entre una población sana 

y una pob lat.:ión enferma, sin embargo para laboratorio debe 

quedar claro que si se va ha captar esta diferencia, Cfig. a, 

b,c,d,g,h,i, anexo 11). En la distribución de frecuencias no 

se observó ninguna curva de gauss, precisamente porque son 

muestras al azar y de pacientes en diferente tiempo de infarto 

ya que es conocida que l• •ctividad anzimAtic• da l•• 

diferentes isoenzimas vartan segün el tiempo del infarto. 

<2,3,4,6,14> 

Con respecto a las isoenzimas de LDH los resultados son mAs 

homogéneos, la diferencia entre los datos bibliograficos y 

los experimentales no es significativa, van de O - 5 Y. en 

las diversas isoenzimas. De la misma manera la diferenci• 

entre hombres y mujeres no es significativa. 

Cuando la isoenzima LDHt que es la isoenzima del corazón, se 

encuentra elevada es necesario hacer la relac.:i6n entre 

LDH1/LDH2 y si resulta mayor que 1 (fig. h del anexo 11>, 

tenemos presente un infarto. También ayuda a identificar otra 

tipa de padecimientos como son los hepAticos donde la LDH5 se 
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encuentra ~levada, Cfig .. i anexo 2). <:J, 16,22.37). 

Cabe destacar que algunos pacientes que estaban clinicamenta 

E!n proceso da infarto al miocardio tenian la CK total normal 

y la CK-HB Slevada, por la regular cuando sucede en el 

Hospital, si la CK total est~ dentro del rango de Valores da 

Referencia no se red.liza la fracción CK-MB. Para verificar 

esta inc:angruencia se realizaron diluciones 1:5, 1:10, 1:201 

1:~0 y ademc\s se 

valores reproducibles 

proceso un suero control obtenilMldose 

en las diluciones y el control se 

encontrciUa dentro da los valores. Uno de los motivos por los 

que sa obtuvieron esos resultados podria ser que se trabaja 

con reactivos de diferentes casas comerciales por lo que no 

hay una ral~ci6n entre la CK-total y la CK-HB. Otra causa 

podrla ser que la CK-total se estuviera 

captara como CK-MB (34 1 40). 

enmascarando y se 

Este he:t.lldzgo nos permite recomendar que si un paciente t.iene 

diat1nó~tico de infarto deben realizarse la CK total y la CK-MB 

aunque la Cf~-total se encuentre dentro de los valores de 

referencia. 
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co•c 1.US.lO#ES 

S. obtuvi•ran los Valores de Rafarenci•1 

CK-MM 95.7 - 100 % 

CK-HB 

LDH1 

LDH2 

o - 4.3 1t 

19 - 32 % 

36 - 47 l 

LDH3 14 - 25 % 

LDH4 3.B - ~.4 X 

LDHS 2.0 - 11.0 % 

Los valeres obtenidos eMperimentalmente son 

de la bibliografia entre un 0-1.3 ~para las 

y de 0-5 % para las iso~nzimas LDH. 

diferentes a los 

tsoenzimas de CK 

Los valores obtenidos experimentalmente de pacientes 

aparentemente sanos son significativamente dlf~rentes a los 

del grupo control que se encuentra con lnf arto al Miocardio, 

principalmente en sus fracciones. 

La CK-MB s& encuentra elevada en pacientes en infarto al 

miocardio aUn con una CK-total normal. 
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SU •EREllClAS 

• Sa sugi•re qua sa cpntinua •l ••tudio b••Andosa ~nic......,ta 

llfl l• CK=•u-•I y 11 CK-"8 y •• Dbtangan valor•• d• Raf•rancia 

para la CK-MB pero empleando •l 

diferentes tipos de reactivos con 

lAbaratorio, para ofrecer datos de 

personal tatklico. 
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PREPARAClON DE REACTlVDS1 

BOLUCIDN Al'ICIRTIGUADDRA LDH. pH 8. 21 

Disolv•r •l cont..,ido d• un vial de amortiguador •n 1000 mi 

de agua desionizada, almacenar la soluci6n en un recipiente 

cerrado a temperatura ambiente, antre 1a•c y 26•c, hasta la 

ft1c:ha d• caducidad. No congelar ni refrigerar. 

SUBSTRATO LDH1 

Efactuar la raconstituciOn por adic!On con precauciOn de 2 

ml de solucion amortiguadora LDH. Colocar la soluciOn sobr• 

el vial y Mezclar cuidadosamente a intervalos por 20 minutos, 

y antes de usarlo, para obtener una mezcla homogénea. 

SOLUClON DE ACIDO ACETICO AL 5 %: 

Mezclar 50 ml de Acido acético glacial en 950 mi de agua 

de&ionizada. Agitar la solución, 

ambiente. 

SOLUCION AMORTIGUADORA CK1 

se almacena a temperatura 

Disolver el contenido de un via.1 de amortiguador en 1000 mi 

agua desionizada. Almacenar la 

cerrado a temperatura ambiente 

fech• de caducidad. 
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entre 1e•c y 26•c. Hasta la 



SUBSTRATO C:K. 

Efectu•r l• reconstituciOn por adiciOn 

desionizad•. ,.._zcl•r cuidadcsament• par 

da 2 •l de agua 

intarv~lo de 20 

•inutos y antas da usarlo para tener una soluciOn ho.ogénea. 

El aubstrato reconstituido es estable por 24 horas y se 

Almacena en la obscuridad entre 2•c y 6ºC. 
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Eje.plos d• las diagr.,.•• •lectrofor•tico• ancontrados. Estos 

par• •vitar •rrorea y 

qu• es comt..n qu• 1tr1 algunas . ocasione• 

á1 corri~imnto no saa raal. 

H~SPITAL DE ESPECIALIDADES CMR IMSS 
~ttBORATORIO CENTRAL BIOQUIMICA ESPECIAL 

re:., 
:!,1)12'. ~ 

Fig. •· SeparactOn •lectrofor•ttca da isottnzi••• CK •n auera, 

da sujeto• aparantement• sanos donde el valor de CK-1'111 •• el 

¡oo X par• los valora• de referencia. H.E.C.M.R. 1993. 
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FALLA DE ORIGEN 

H8:~:~qL !·Z E~~·EC!HL!: 1 11L•fS t!1~ IMSS 
L~L•:'p .. · .. ~!ll ·:t:hTí~iil. f.,J[t.:'11.':i:'ol·:n ESP~Cif:i.. 

-------------·· -·--·-- -------·--·---
r:-t, ,;;-nr. 
1?;1. CJ: G~l 1 - ~ 
f'(..:iC.• 

. 
=·. ~ 

·'· :::K-MB 
·-----·--·--· ----~-=--=:.:-.:-.--.·:;.. __ -::.·...:·:::?_"'-.+'1".1.~--i. 

f .. ~.:·. ;, (.l~i 

~; . :.: 

Fig. b. SeparaciOn electro1orética de isoenzimas CK en suero, 

de sujetos aparantementa sanos donde el valor d• CK-HM es 

95.7 Y. y CK-MB 4.3 X 

H.E.C.M.R. 1 1993. 

para 

89 

los valores da referencia. 



~DiPITh~ ~E ESPECINLID~DES CMR IMSS 
L~80Rh10RIO CENT~~L 9100UJ~ICh EEPECIAL 

Patient: 
T~st• CK Gel 1 - B 17 A&OSTO 93 
Folao 

Rel~ 
83.9 
16,1 +T~ 

Fig. c. Separación electroforética de isoenzimas CK en suero, 

de suJetos con Infarto al Miocardio del grupo control donde la 

CK-MB asta elevada. H.E.C.M.R., 1993. 
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¡--·

' 

' F"raction Rel" 
70.6 
16.1 +++ 
13. '3 

Fig. d. SeparaciOn elactroforética da isaenzima• CK •n •uero, 

con interferencias en el corrimiento, erraras da tlh:nica, 

esto• valores no fueron consideradOB para la• valores d• 

referencia. H.E.C.H.R. 1993. 
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. FALLA DE UHJGEN 

Fig. e. Gele& después del 

corrimiento electroforético 

de isoenzimas LDH en 

~ujetos dparentemente sanos 

para los valares 

referencia .. H.E.C.M.R, 

1993, 

Fig. f, Geles después del 

corrimiento electroforético 

de isoenzimds LDH, para 

sujetos enfermos. H.E.C.M.R. 

1993. 
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·-------· --------------------

Flg. g. SeparaciOn electroforética de isaenzimas LDH en suero, 

da sujetos aparentemente sanos para los valores de referencia 

H.E.c.H.R. 1993. 
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Fig. h. 
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Separación electroforética de isoenzimas LDH en 

suero, da sujetas con Infarto al Miocardio, del grupo control. 

H.E.C.M.R. 1993. 
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Fig. i. Separación electroforética de isoenzimas LOH en suero, 

de sujetos con problemas heplticas, grupa da enfermas. 
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INTERVALO DE REFEREICIA. 

Fractil 0.025 = X + 1.96 • 

Fr..:til 0.975 = X + 1.96 • 

PARA LA t DE STUDENT. 

x - <r . A "'ll 

t =~~--------------------------------------

PARA EL TAHAi:IO DE MUESTRA: 

N =f~ª j 2 

e = error mAximo a tolerar 

a = desviación est~ndar 

Z m llMita asociado a la conflanta deseada = 1.96 
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