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Existen en 1la literatura médica multiples estudios que
ofrecen valores de referencia para diferentes poblacionesg asi‘
migma, todos los tratados de laboratorio suelen incluir un
anexo con los valores de referencia de las determinacliones que
indica, y también los fabricantes de reactivos para las
determinaciones analiticas suelen incluir en la dgs:ripciﬁn de
la técnica el rango de referencia en condiciones basales para
el método en cuestion. Con toda esa informacion un laboratorio
puede disponer de unos valores de referencia que ofrecer al
médico clinico cuando éste solicite aclaraciones, aungue hay,
discrepancias en cuanto a los valores por tratarse de
poblaciones diferentes.
Por ello es deseable que cada laboratorio elabore sus propios
valores de referencia para sus condiciones de trabajo y su
poblacien. (10,27,29,33)
Por esta razdn se estudid un grupo de 100 individuos del D.F.
de edades entre 20 y 50 aflos de ambos sexos. Se les midio el
porcentaje de la actividad enzimatica, de CK (Ck~-MM, CK-MB,
CK-BB) y LDH (LDHi, LDH2, LDH3, LDH4, LDHS), utilizando el
nétodo electroforético que es un método de referencia, y un
grupo de 34 individuos como control que cursaban con infarto
al miocardio para determinar si en el corrimiento
electroforético se observa la diferencia entre una poblacién
aparentemente sana y una poblacién con  infarto. Los resultados

nos indican que ambos grupos son electroforédtica y



| emtadisticamente diferentes, aplicando la t de Student.

Tambidén fue posible observar que no existe diferencia
significativa, entre sexos.

Al estudiar la digtribucién de los valores ds las diversas
isoenzimasg -1 encuentra gque practicamente son .de tipo
gaussiano y sulo en el caso de la CK-MB es de unha sola cola.

Se conmidera de importancia clinica los resultados, porque
es preferible utilizar los valores que obtenemos, que los de
una poblacién . extranjera. (12,22,37)

Dichos valores son para las iscenzimas de CKjg CK-BB O %,
CK-MB 6—4.3 % CK-MM 95.7- 100 i, para las isoenzimas 'LDH:
LDH1 19-32 %, LDH2 36-47 %, LDH3 14-25 %, LDH4 3.8-9.4 %, LDHS
2.0-11.0 %.



INTROGDUCCTIOI

Dentro del basto grupo de pruebas de laboratorio que son de
apoyo al diagnostico  médico se destaca la medicion de la
actividad enzimdtica, siendo mds especifica  la determinacion
de las isoenzimas ya que son organoespecificas.

Unas de las enzimas mas utilizadas para ver funcionalidad
organica son la CK y la LDH, cuyas isoenzimas son ampliamen te
empleadas para el diagnéstico diferencial y el seguimiento de
diversos padecimientos principalmente el Infarto al
Miocardio.

Para llegar al diagnéstico diferencial de un padecimiento
inicialmente debe obtenerse un intervalo denominado de
referencia para delimitar el rango de los parametros
biogquimicos en un grupo de sujetos “sanos®.

Segun la teoria de los Valores da Referencia de la
Federacion Internacional de Quimica Clinica (FIQC)Y, as
necesario tener éstos para cada poblacion especifica, y el
método quimico con que se evaltan. Como carecemos de Valores
de Referencia de las isoenzimas de CK y LDH para la poblacién
mexicana, en este estudio se pretende obtener dichos valores
para poblacion aparentenente sana del D.F., con todas sus

limitaciones del laboratorio que los va a establecer.



i n A ® C O T E 0 R 1 C 0
VALORES DE REFERENCIA.

Saguin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se define
como salud. "Un estado de completo bienestar fisico, mental y
social y no meramente la ausencia de enfermedad o dolencia®.
‘Aupque e@s  una definicion dificil de limitar por ser
conceptualmente diferente en distintos paises, y aun en un
mismo pais a distintas épocas, y en el mismo individuo a
diferentes wedades. For eso se dice que @s un estado relativo
y no absoluto (9). LlLos componentes de los organismos humanos
estan sujetos a variaciones causadas por procesos fisioldgicos
diferencias genéticas, enfermedades y factores ambientales.
Una interpretacion racional de los resultados del laboratorio
exige el conocimiento de la variacion de estos componentes en
el individuo en estudio, o en uno o mas conjuntos de
individuos de referencia adecuadamente definidos. Por lo
tanto, una tarea importante para Quimicos Clinicos es la de
proporcionar con juntos relevantes de Valores de referencia
confiables, (11,12,18,20)

Para e&so hay que tener claro la diferencia entre salud y
enfermedad. Los datos para tratar de separar poblaciones, es
decir, para diferenciar entre las personas que tienen la
enfermedad Yy el resto de la poblacion existen tres
planteamientus basicos:

Que las personas que padecen la enfermedad tengan un rango de

valores distinto al de aquellos que no lo padecen (fig. 1)



Que las personas que padecen la enfermedad tengan un rango
de valores que coincide en un margen pequefio con los de
aguellas que no la padecen (fig. 2).(3&)

Que los valores se superpongan pari gran parte de la

poblacion (fig. 3).(36&)

€l primer caso es excepcional, siendo habitual que

las determinaciones analiticas brinden resultados de los otros

dos tipos descritos,. (36)

sanos enfermas

Fig. 1. Donde las personss sanas tienen un rango diferente de

las personas enfermas. Santiago Prieto, 1993.



sanos enfarmos

Fig. 2. Donde el rango de las personas sanas coinciden en un
margen pequeffo con el rango de las personas enfermas. Santiago

Prieto, 1993.

sanos enfermos

Fig. 3. Donde el rango de las personas enfermas se superponen

al rango de las personas sanas. Santiago Frieto, 1993,



-Por  tal razin hay yue lenet presente que relacidn existe
entre:

¥o RRERALIDAD, VALOR D E REFERENCI A
¥ ENFERMWNEDAD.

Las determinaciones de laboratorio se usan, como hemos visto
para ayudar al diagnostico de 1las enfermedades. Pero la
identiticacion de valor de referencia como valor normal
es incorrecta, porque @l enfoque "Normal" se define de acuerdo
con un estado de salud ideal (actual o futuro) en el ser
humana, y los valores de Referencia normalmente se definen de
forma que queden incluidos en &1 los valores que presenta el
95 por 100 de la poblacidn aparentemente sana definiéndose
para ello el tamaflo de muestra, la poblacidn que va a
estudiarse, las condiciones y el método. (10,14,36)

Como primer paso tenemos que definir que es lo que queremas
estudiar Yy «ual serd la finalidad del mismo, una vez que
tenemos planteado nuestro problema, se define el tamafio de

muestra. (10,14,346,37)

TANARD D E LR HUESTRA:

El cAlculo del tamafio de 1a muestra constituye una parte
fundamental porque va a influir en la precisidn del calculo,
es obvio que cuanto mas amplia sea la muestra, mas
representativo sera el resultado con respecto a la poblacidn.
Existen ténicas para definir el tamaffio de muestra en funcion
del error que podamos permitirnos. Para la mayoria de los

Casns, una muestra de 40 abservaciones suele ser



suticientesente representativa. (15,28,36)

81 queremos valorar diferencias por sexo, edad, etc, hay que
truﬁ.iar con muestras mayores de 200 a 300 individuos. .
Una vez que se tiene el tamaflo de muestra para los valores de

Referencia se selecciona los individuos.

SELECCZI ON DPE INDIVIDUGS DE REFE
RENCIA.
La seleccion de individuos para l1a produccion de valores de

referencia puede ser de dos tipos (fig. 4):

~ Sweleccién a pasteriori (retrospectiva) de individuos de una
gran muestra de poblacién obtenida al azar o no al azar,
-seguida por el agrupamiento y exclusion de acuerdo a las

caracteristicas de la muestra de referencia. (12)

-8Seleccitn a priori (prospectiva) de una poblacién general
usando criterios de exclusion y particién establecidos,
determinados por estudios previos sobre la misma poblacion, u

obtenidos de la literatura.(12)



Poblacion

Seleccion a General Selaccion

posteriari priori

[ ] l Particion
Muestra al Muestra no Muestra
azar >2000 al azar >2000 pequefia

L |
Factores Tratamiento
biologicod estadistico
Patologia

Valores de

referencia
Tratamiento l'
Estadistico

¥

Valores de

referencia.

Fig. 4. Los dos tipos de seleccion de individuos de
referenciat 5Seleccidn a posteriori y a priori. Federacion

Internacional de Ouimica Clinica (IFCC), 1987.



‘Una vez gque se ha establecido que tipo de seleccion ce

usara se aplican los sjguientes criterios:

CRITERIGS DE EXCLUSI@N =

Dependiendo del uso que s@ hard de los valores de referencia
se determinara el criterio de exclusidn a sar aplicado. Por
ejemplo, los estudios epidemioldgicos y 1los programas de
medicina praventiva requieren valares de referencia de
individuos sanns, asi es que necesita la exclusion de
individuos que padezcan de enfermedad. Por eso dependiendo del
uso pretendido para 1los valores de referencia y del tipo de
magnitud medida, deben ser aplicados algunos o tados de los
siguientes criterios de exclusién. (12,13,33) . ,‘.
1. Estados fisiopatologicos. Los individuos que padecen
enfermedades sistématicas y desordenes fisiopatoldgicos como
falla vrenal, enfermedad cardiaca congestiva, enfermedades
respiraturias etc.
2. Ingestion de agentes activos farmacologicamente. Deben ser
excluidos los individuos que reciban agentes para tratamiento
de enfermedades, asi como terapia de suplementacidon o
sustitucitn, o abuso de drogas. (12,13,34)
3. Estados fisiologicos modificados. Los individuos deben
ser excluidos si pertenecen a cualquiera de las categorias
siguientes: (12,13
- Embarazos
- Ejercicio o actividad fisica

- Desordenes mentales y psicoldgicos

10



- Ingeﬁtiﬁn de alimentos previa a la obtencién de la sangre.

- dtras factores. La obesidad, la hipertension etc.

CRITERIGS DE PARTICION
La necesidad de particionar los grupos de referencia puede
diferir con las cantidades medidas y con los usos pretendidos

para los valaores de referencia, y los podemos clasificar por:

(13,37)
- Edad y sexo
- Criterios genéticos, sociceconomico y ambiental.

- Criterios biologicos.

OGBTENCION DE L A MUESTRA::
Durante la obtenciéen de la muestra, las interferencias pueden
sar introducidas por:

- Las técnicas de obtencidn de la sangre: torniquetey vacia,

etc.
~ Equipamiento: aguja, recipientes, etc.
~ Orden en el llenado de tubos.
~ Manipuleo de la muestra. etc.

La preparacitn de los individuos, y la obtencién y posterior
manipuleo de los especimenes en la produccion de los valores
de referencia y en la de los valores observados clinicamente

deberian ser los mas idénticos pasibles. (13,36,37)

NETOD®G ANALITICO:

Se deben definir los métodos analiticos y la instrumentacion

11



Yy - usar el misfno método para el individuo de referencia y para
al paciente. Es obvie que cuando se cambia el métoda, la
preparacion de reactivos, la rcasa fabricante del Jjuego de
v reactivos, o la ingtrumentacion, es onecesario confirmar o
restabhlecer 1los valores de referencia. Con frecuencia una
misma institucion o laboratorio tiene m;s de un meétodo o
insfrumantn para medir el mismo analito 8i no se pueden
ajustar los di ferentes métodos para obtener resultados
comparables de una misma muestra, entonces es necesario

establecer valores de referencia separados. (12,36,37)

RMNALISIS D E Las DATOS DE
REF ERENCI A
La validez de cualquier intervalo de referencia depende de
la adecuada seleccion de individuos, la recoleccion de las
muestras bajo condiciones definidas, y el control, asi como
también la evaluacion de la vartacion ln.liticaA en la
produccion de valores de referencia. Ademas tener definido que
método estadistico se va ha wutilizar, para lograr obtsner
los valores de referencia lo podemos hacer através de los:
siguientes puntos:
1. Recopilar los valores de referencia
2. Distribuir los valores de referencia en subclasos
3. Preparar histograma de los valores de referencia
4. ldentificar posibles errores en los datos. Corregir, o
eliminar datos erroneos

5. Seleccionar el método de estimacion y determinar los

12



iriterllu;do referencia. ‘
‘Para estimar los limites de referencia uno puede escoger el
método intuitivo, el paramétrico y el no paramétrico. E1
método intuitivo, se usa cuando la musstra es pequefa. No hay
reglas genar‘alés para su uso y se emplea cuando el namero de
individuos no es lo suficientemente grande para satisfacer los
criterios de particion y exclusién. Se recomienda usar el
sentido comun, y seguir recogiendo valores de referencia hasta
que se puedan calcular en una mds cientifica. Otra posibilidad
en el caso de murstras pequeffas, es no definir 1limites sinao
usar todo el rango obtenido.,

E1 método paramétrico es mas complicado que el no
patramétrico y puede requerir numeroso calculos. El método
paramétrico incluye la prueba de distribucion de datos, la
paosible transformacion de los datos y volver a examinar que
tipo de distribucion y 1la estimacidn de fractiles usando
estadistica paramétrica. Cuando 1los datos se ajustan a la
distribucidn Baussiana, se calculan la media (X} y la
desviacion estandar (s) para los fractiles 0.025 y 0.975 los
respectivos Intervalos de referencia son X ~1.%94s Y
X + 1.96s. (15,36)

El método no paramétrico se recomienda para uso general,
debido que es muy simple. Consiste esencialmente en eliminar
un determinado porcentaje de los valores en cada extrema de la
distribucion de referencia.

Es practico, y permite estimar intervalos por fractiles

para 0.025: 0,025 (N+1) y para 0.975: 0.975 (N+1). Con este

13



método se recomienda usar una muestra de  por lo . menos 120

valores. (10,13,18,37)

Los Valores de Referencia pueden ser usados paﬁa evaluar el
estado de salud de individuos y poblaciones, para ldenfificér
gente con riesgo de una enfermedad, para apo}ar en las
decisiones en medicina clinica o con otros propositos
cientificos. Debe comprenderse que en la seleccion de los
individuos de referencia el criterio de salud estd dictado por
&l objetivo de la investigacion del laboratorio.

Ademas, la utilidad que pueden tener los axamene; de
laboratorio clinico depende de su confiabilidad y de éue s@
cuente con Valores de Referencia adecuados a la poblacidn
a estudiar. (25,36,37)

Como no es valido comparar los resultados obtenidos dae un
paciente mexicano con los valores reportados por poblaciones
americanas. Se hace necesario tener nuestros propios valores
de referencia. (9,15,27,33,34)

Pero esto no . es todo, ademas debemos conocer de quién
estamus obtenjiendo los valores de referencia, por lo que es
basico conocer los principios de las enzimas e isoenzimas asi
como los elementos que van a participar en las reacciones,
transformaciones de las mismas, y cuadl va a ser su papel en el
metabulismo del miocardio.

Por tal razon lo mencionaremos brevements.

14



ENZINAS:

. Las enzimas s0n proteinas o saa sustancias organicas
producidas por la célula viva. La vida va unida a complejas
transfor&m::ones materiales que sstdn snergéticamente
unas con otras y que transcurren a temperatura constante por
la ' accion de las enzimas, que pueden designarse como
catalizadores biolégicos. © La mayoria de ellas catalt'zan

especl ficamente una reaccidn quimica determinada en donde

transforman una molécula denominada substrato. La mayoria de
las enzimas puaden definirse ademds como “catalizadores
quimicos" que aceleran la reaccion an ambos sentidos,

transforman un substrato en otro compuesto dernominado producto
(fig. S ). (22,23,28,30)
Se conocen hasta bhoy unas 2000 enzimas. de las que mas de

100 se han podido cristalizar y' purificar. Los pesos

moleculares oscilan entre 12,700 Y 1.000,000 daltons.
(22,23,28)
8 + 3 + ES E + P

Fig. S. Reaccion General. Merck. 1989.

ESTRULTT UR A

En los ultimos affos ha sido posible aclarar en muchos casos
la composicion y la estructura de las enzimas. Muchas de
estas contienen un grupo prostético, que no es de naturaleza

protéica. La parte protéica de las enzimas constituye, como

15



o@raé proteinas, un compuesto polimaro con eatructura
polipeptidica. La cadena polipeptidica, a su vez se compune de
aminoacidos unidog entre si a través de enlaces peptidicos en
los restos de aminoacidos estan alineados a los lados
(fig-va).

Cuando una enzima contiene un porciento no protéico se
disucian segdn la ecuacién siguiente:

COENZIMA <+ APDENZIMA ~——me—— + HOLDENZIMA

La coenzima son sustancias no protéicas asociadas con una
enzlma requerida para la actividad catalitica. La coenzima se
denumina también grupo prostético de la enzima. las de mayor

utilidad en quimica clinica son al NADH y NADPH,
(22,23,36)

CLASIFICAC IO N2
Al  ver las enzimas protéicas pueden clasificarse ﬁnr sU
éstructura coaot
Estructura primariasz:z
Este término indica que se conoce el namero Yy la secuencia
precisa de los aminoacidos en la proteina, conforma una cadena

lineal de solo enlaces peptidica mencionada anteriormente

(Fig. &.) (&)
Estructura secundarias

Se refiare a la extensién en que un polipéptido o cadena
protéica es una estructura helicoidal. Una espiral diestra, se .
estabiliza mediante la presencia de enlaces peptidicos.

Ello determina una secuencia regular a través de la cadepa.

16



(Fig.s 7). (@)

}'\ /1\ /ﬁ\ f'\ /\ /\

Fig. 6. Férmula general da una cadena polipeptidica en la que -
se muestra la unidn entre residuos de amincdcidos adyacentes

sediante enlaces peptidicos. Conn y Stumpf, 1977.

Fig. 7. Representacitn de una cadena polipeptidica con una

configuracion bhelicoidal. John Wiley y Sons, 1959.

17




«st ructura terciariaz ‘

Alude a lg tendencia de una cadena polipéptida a sufrir
dobleces o enrollanientos extensos y producir una estructura )
cospleja y algo rigida. La n-tabiiizacim de tal estructura se
atribuye a las diferentes reactividades asociadas a los grupos
R de 1los residuos de aminoAcidos. Ademas el termino
“conformacion” define la participacion de las .M:.rucnn'al‘
secundaria y terciaria de las cadenas polipépﬂdns' en la

modelacian de la estructura final (Fig. 8). [€:})

Estruc tura cuaternaria:

“ Emta define el grado de asociaciéon de una unidad prottici.
son subunidades que se unen para formar un dimero, y forma
sstructura cuaternaria homogénea si son subunidades idénticas
y estructura cuaternaria hetgrogéneas si son subunidades
diferentes (fig. 9.

La mayoria da las enzimas tienen estructuras secundarias y

terciarias que ocasionan cierto plegado y enrollado de ella.

(12, 22,24)

18



Fig. 7. Representacion de una cadena polipeptidica con’una '

© configuracién helicoidal. John Wiley y Sons, 1939.

Fig. 8. Dimera de unidades protéicas que ilustra l1a

entructura cuaternaria. Conn y Stumpf, 1977.
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"Taubun 1] clasifican por su accion catalitica dividéndola
en & clasess v
i. Oxidorreductacas
‘2. ‘Transferasas
3. Hidrolasas -
4. Liasas
9. Isomerasas

b. Ligasas.

DETERNMNINACION DE L A ACTIVIDAD
CATALITIZCAZZ

La determinacidn de la actividad enzimdtica puede realizarse
por medio de la medicidon de la velocidad de transformacion del
carrespondiente substrato. Esto pusde h;zcersnl
a). Midiendo la disml'ﬁucibﬂ de la concentracién de substrato
), Midiendo el incremento de la concentracion del producto

de reaccion.

Puede observarse por medio de reacciones de punto final, o sea
midiendo el substrato o el producto hasta que teraina la fase
linmal o cinética, enzimAtica, o por wmedio de reacciones
acopladas, en las cuales, se "acoplan™® de 2 a 3 reacciones
seguidas de la original para medir espectrofotometricamente
un producto que no interviene directamente, como puede ser una
coenzima. Esto se hace para reacciones cuyos substratos y
productos no pueden medirse espectrofotometricamentae. Existe

un numero de sistemas enzimdticos que involucran la conversian



de NAD+ (coenzima 1) en forma oxidada a la reducida (NADH), ya '
que esta Gltima produce una absorcidon mayor a 340 nm que la
faorma axidada por esta razon se usa frecuentemente. La
actividad enzimatica ha sido histéricamente descrita en las
qnid-dul de medicion empleadas par los autores que
desarrollaron el métoda.

En 1901 la comision de Enzimas (CE) recomendd la adopcidén de
una Unidad Internacional de Actividad Enzimatica. Esta
unidad (1) @ definid® como la "la cantidad de enzima que
convierte un umol de substrato por minuta en condiciones
estandar®. 11U =1 umol/min; Actualmente el Sistema
Internacional de unidades (SI) a adoptado originalmente por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecid el Katal
(k) como unidad de actividad enzimadtica se define comos

"lmal/seg de substrato transformado". (22,23)

EQUI LIBRIO > E L A REACCTIOW::

La reaccidn esta sometida a la ley de accién de masas con

la ecuacion general:s

K () (D)
A + B tesm====+ [ + D donde K = ————e——m
(A) (B)

La cunstante» de equilibriao K caracteriza toda reaccidn
quimica. l.ag reacciones en las que el equilibrio esta
predominantemente desplazado al 1lado izquierdo tienen una
constante K muy pequefla y viceversa. 8i el equilibrio esta

por completo del lada derecho, es decir, de lado de los
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productos de

‘ forma cuantitativa.

CINETICA

reaccion C y D

D E REACCION

las reaccion#s transcurren an

$11,19,20)

ENZINATICA

El principio de reacciéon enzimbtica ha sido ya descrita a
partir del substrato y la enzima se forma un producto
intermedio (o cuerpo intermedio } llamado complejo -
enzima -substrato, de esta combinacion se libera el producto
de la enzima. La formacion y destruccién del complejo enzima
substrato se caracteriza por la ecuacion mencionada
anteriormente (Fig. 1.). (1%,22,27)

Las prusebas experimentales de esta teoria 1.1,
fundamentalmente las investigaciones cinéticas. 8i las
condiciones de reaccion por ejem. pH, temperatura,
cofactores, y la concentraciaon de enzimas permanecen

constantes la veloc

con concantraciones crecientes de substrata.

FACTBRES

PE TERNINA

e W .

El cambio de pH

reaccidn enzimatica.

intervalo definido
El pH

habitualmente espec

cercano al

idad de reaccidn aumenta hasta cierto grado

(19,22)

alE AFECTAK L AS

€CITHES

ENZIHATICAS

afecta en gran medida la velocidad de la

Para la mayoria de las enzimas existe un

de pH en el cual la enzima es mas activa.

centro de dicho intervalo es el

ificado para la determinacidén de enzima en



particular. A valores de pH inferjores o superiores al
optima se chserva una disminucion de la actividad enzimatica.

(22,25)

TENPERATURA Az )
Las temperaturas elevadas como en todas las reacciones
quimicas conducen a altas velocidades de reaccion. En las-
reaccionss enzimdticas la actividad de la enzima se pierde con
mucha rapidez a partir de una tesperatura determinada, e
decir, la reaccidn se detiene, 1la proteina enzimatica se
desnaturaliza por 1lo tanto se inactiva. La temperatura
critica es caracteristica para cada enzima y oscila
generalmente entre 350 y 60 °*C. Por lo tanto, la velocidad
maxima de reaccién es por debajo de 1la temperatura critica de

la enzima. (22,27)

ANORTIGUADO R

Al realizarse la reaccidn enzimatica, los productos tienden
a alterar el pH. La mayoria de 1los ensayos incluye un
amortiguador para mantener el pH dentro del intervalo dptimo.
El amortiguador elegido debae tener un pKa de +- 1 unidad de pH
respecto del pH optimo de la enzima a fin de ejercer un

control efective del pH de la reaccion. (22,27)

c o N I AR
La coenzima representa en estos casos el centro activoc de la

enzima o parte del mismo, por lo que participa directamente en
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la catdlisis enzimatica. Fuede estaf ligada a la enzima con
mayor o menor fijeza. En caso de gque exista un enlace fijo con
la proteina enzimadtica, la coenzima se denomina tambien giupo'
prostético. Las “coenzimas” no son auténticos catalizadores
se modifican en la reaccion y transforman en ella junto con el
substrato de forma estequiométrica. Las coenzimas mas
frecuentemente utilizadas en quimica clinica son NAD y NADP.

(21,24,25)

ACTIVADIRESTS E INHIBIDP ORES::

Muchas enzimas requieren ‘iones especificos para su maxima
actividad. Todas las enzimas gque teransfieren fosfato, coma
la hexoquinasa, requieren iones magnesio (Mg). Otros ifones
metalicos que actuan comunmente como activadores son el
manganeso, calcio, zinc, hierro, potasio.

Los inhibidores son sustancias que reducen la actividad

catalitica de una enzima. (22,27)

CONSERVACIGN DE L AS MmUY EST RABS3:
Las muestras de suero para analisis enzimatico pueden
conservarse algun tiempo a temperatura amhiente o
en refrigeracion pudiéndcseA aceptar una escasa pérdida
de actividad. o también reactivarlas como es el caso de la
CK. por la tanta, hay enzimas que se mantienen con
poca alteracion o sin ella y otras que se deterioran
rapidamente. Como por ejemplo en el cuadro | se expone la

velocidad de envejecimiento de las enzimas CK y LDH para
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evitar alteraciones se recomienda realizar la determinacien el

dla de la toma de muestra (16,22,27,33,).

AAAAAAAAAAAANAAAAAAAAA. ’~

~ ENZIMAS TIEMPO ~
~ 24hrs. aBhrs. 3dias Sdias 7dias ~
~ LDH =-4°C o % 4 % 8 % 9 % 12 %4 -~

. 25°C o % 1 % 2% 10 % 15 % ~
~ -
~ CKx -—4°C (3 o % 2% - o % ~
~ 25°C 2 % - 7 % - 19 % -~
Ana A AAAAAAAAA FON

#G0lo con reactivacion por N-acetil-cisteina (NAC).
Cuadro 1. Estabilidad de las enzimas CK y LDH con respecto al

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

VARIANRTES MOLEC UL ARES:
Las variantes moleculares enzimaticas se subdividen en 3

grupos:

I soenzimasz:
Las isoenzimas son formas miltiples (isomeros) de una

familia de enzimas que catalizan la misma reaccidn bioquimica.

Heteroenmnzimasz:
Enzimas de funcion semejante, especificas e las diversas

especies bioldgicas. p. ej. la LDH del hombre y la LDH del



conejo. Ast la tripsina de cerdo y la de terneroc actuan como -
antigeno y de manera diferente cuando se inmuniza un cobayo.

(19,24,29)

Aloenzximasxz

variantes de enzimas a isoenzimas condicionadas
genéticamente que saleo aparecen en parte de los componentes
de una especie. La mayoria de .las aloenzimas no conducen a
mani festaciones patoldgicas, sirven para caracterizar el tipo

bioquimico de un individueo (17,18,20,21,2%)

Por el interés que reviste para este trabajo, procadnremu& a

hablar cde las iscenzimas.
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ISOCENZINAS:

Diferentes formas moleculares de una enzima que catalizan
la misma reaccion. Cada iscenzima de una familia posee una
afinidad diferente por los substratos y cofactores. De modo
que la constante de Michaelis-Mente (Km) y la especificidad
por diferaentes substratos puede variar. Las distintas
isoenzimas de una familia pueden también diferir en la
capacidad de asaer inhibidas por agentes especificos, en sus
propiedades fisicas, tales como termoestabilidad y carga, y en
su composicion de aminoacidos (22).

Como caracteristicas principales tenemos las siguientes:

-~ Su distribucidn de carga en la malécula.
~ wvelocidad de emigracidn diferente, como consecuencia de

lo anterior y comportamiento en el intercambio

ionico, cromatografia y electroforesis (fig 9).

Por ej. en la molécula de Lactato Deshidrogenasa (LDH)
puede descomponerse en dos subunidades 1llamada H. M. estas
subunidades se combinan entre si de cuatro en cuatro para-
formar la isoenzima activa, resultando cinco posibilidades.

que se encuentra en los érganos (fig. ). (22, 27,35

BASES ESTRUCTURALES =

Las isoenzimas mads comanmente halladas en el laboratorio
clinico son  proteinas compuestas por 2 o mas cadenas
polipetidicas o subunidades. 8i las unidades son idénticas,
en su estructura primaria, secundaria y terciaria, la enzima

resultante es un hamopolimero, si las subunidades son
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~ CORAZON H18ADO ~

~ 3 4 3 2 1 5 4 32 1 ~

b4
>

>
b

b
>

b
>

~ LDH ISOENZIMAS LDH ISOENZIMAS ~

Fig. 9 Representacidtn de la ssparacién electroforética de LDH.

@n corazon y higado. Schmidt 1964.




diferentes, ia enzima #s un heteropolimero. La composicién
tinal de una isoenzima depende del numero de subnidades

pelipeptidicas que constituyen la molécula completa. (22)

PISTRIBUCTION DE LA S ISODENZINAS
EN EN L0535 ORGANOS .

La actividad de algunas enzimas e@s tan diferente segin los
brganos en donde se encusntra presentando una actividad
elevada, cuando el organo en cuestion es daflado y en los demas
solo hay indicios de actividad. Se denominan "enzimas
organo-especificas", como ejemplo se tiene la CK y LDH. La
LDH se encuentra en diferentes concentraciones en diferentes
en diferentes &rganos, siendo 1los mas importantes corazdén e
Higado.

Debido a que 1las isoenzimas son organcespecificas. son de
gran apoyo dignéstico en algunos padecimientos como el infarto
al miocardio, por eso a continuacion hablaremos sobre el

miccardio y sus enzimas diagnésticas. (3,5,9,1%9,21,22,27)
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RETABOLISNHD DEL MIOCARD11 O:

. El corazon estd formado por 3 capas musculares de 1os cuales
®l miocardio es la mas impartante clinicamenta. La energia
para mover el corazén proviene de los diversos substratos que
las células utilizan a través de diferentes vias. Eatas vias
incluyen el ciclo glucolitico de Embden Meyerhot, el corto
circuito de las pentosas—fosfato, la oxidacion de los Acidos
grasos y el ciclo de Krebs del Aacido cltrico. La energia
producida en la degradacitn de los substratos es luego
transferida a través del sistema de transporte de
electrones de la mitocontria para producir ATP. Esta es una
forma quimica de energlia almacenada que es utilizada por al
musculo cardiaco para producir trabajo. Dado que la funcidn
cardiaca debe estar a la altura de grandes demandas
metabdlicas. El corazdn requiere un importante sistema de
almacenamiento para conservar la energia del ATP.

Lous procesos metabdlicos del tejido miocardico han sido
clasificado en 3 fases de energla: (22, 24)
a) Liberacion
b) Conservacion

c) Utilizacion

a). En la fase de liberacion de energia, los substratos
cardiacos principales son degradados para formar COZ2 y H20,
con  la produccion de electrones de alta energla por las vias

bioquimicas. (20,21,22,27,41)
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b). Conservacidni la energia producida es consarvada
quimicamente como trifosfato de adenasina (ATP), este eas
fuente de energia para la contraccion miocardica,
mentenimiento y la restauracion de los gradientes idnicos a
través de la membrana caelular y para una serie de proceso

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

c). Utilizacion: Durante estd fase, @l ATP @8 hidrolizado a
difosfato de adenosina (ADP) y fosfato inorganico. El ADP as
luego convertido en ATP mediante la incorporacion de un grupo
fosfato de alta energila proveniente de la cadena electranica
de transporte o del depasito de fosfato de creatina.
(20, 21,22,27)

Es importante mencionar comp intervienen las enzimas .- e

isoenzimas en el infarto agudo de miocardio.

ENZINAS E ISOENZIMNHAS =

Después de la instalacion de los sintomas del infarto agudo
de miocardio (IAM) se ohserva en la mayoria de los pacientes
un pericdo durante el cual es posible detectar una elevacion
de las enzimas liberadas por el tejido miocArdico lesionado.
Esta relacion temporal es particular para cada enzima y varia
de un paciente a otro, aungue se ha establecido un patron
tipico, (fig. 10) (20).

Usualmente es necesario que transcurran de 4 a & horas desde
la instalacion del dolor precordial antes que pueda

detectarse una elevacién sérica de CK-MB en los pacientes con
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IAM. Se han registrado tiempos de deteccidn que cscilan
entre 2 y 15 horas., Esta actividad muestra un pico maximo a
las 12 y 24 haoras y generalmente retorna a los niveles basales
en el curso de 24 a 48 bhoras. Habitualmente se observa
primero una elevacidn de la CK~-MB seguida de una elevacion de
la LDHL de 5 a 20 horas, mas tarde., El tiempo pico promedio
para la liberacit®n enzimatica 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 48

horas para la LDH (fig. 2 y 10 ). (17,34)

. -

4 12 24 48 Dies

Fig. 10. Evolucion temporal de los cambios bioquimicos con un

tipico infarto agudo de miocardio (IAM). Usategui-Gémez, 1981.
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Figura  11. 'Actividad
relativa de las enzimas
@ isoenzimas en suero,
en funcidn del tiewpe
después que inicia un

pequefio infarta. Merck,

1788,
Figura 12. Actividad
relativa de enzimas é

isoenzimas en suero, en
funcion del tiempa
después que inicia un
infarto relativamente

largo. Merck, 1988.
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‘CREAT INA-QUIN ASA(CCKI:

Las concentraciones disminuyen cuando la utilizacién de-
energia aumenta en forma aguda con un incremento de trabajo
cardiaco. La enzima responsable de la produccidon de fosfato
de creatina es la creatin - quinasa (CK), esta anzima que
también se denomina creatina-fosfoguinasa, posee un P.M.
85,000 daltons y existe en varias formas isoenzimaticas. Las
3 isoenzimas de importancia son las que se encuentran en el.
citosol ™M, MB,BB. (fig. 13).

Es un dimero compuesto por 2 subunidades M (Misculo) y B
(Cerebro) y son faciles de diferenciar electroforéticamente,
dado que a un pH B.6>, la isoenzima MM permanece en el
origen mientras que la forma BB avanza hacia el anodo con una
movilidad comparable a la albumina. La isoenzima MB se queda
en medio de estas dos si se tiene en cuenta la actividad
comparada en los diversos tejidos, {cuadro 2).

lLa isvenzima sérica, predominante es la MM, con una cantidad
infima de iscenzima BB y MB, sin embaryo, la MB @stid aumentada
en ciertos transtornos musculares, necrosis e infarto al
miocardio. (fig. 14). B8Se debe tener cuidado en el manajo de.
laos geles porque pueden surgir errores en la lectura.

(21,22,41)

34



SUBUNIDADES DE CK

€K1 BB
CK2 L
CK3 MM

Fig. 13. Esquema de la estructura de subunidades CK. Merck,

1977.



v
¢ %4 de actividad total )
TEJIDO CK (MM) CK2(¢MB) CK1(BB)
Ann Ann -
Muasculo esque. 100.0 0 -19 o0
Corazén 78.0 4-42 0.0
Cerebra 0.0 0.0 100.0
Colon 3.0 1.0 6.0
Estomago 3.0 2.0 95.0
Utero 2.0 3.0 95.0
Tiroides 26.0 1.0 73.0
Riffon B.O 0.0 92.0
Pulmén 35.0 1.0 64.0
Prastata 3.0 4.0 93.0
Bazo 74.0 0.0 26.0
Higado 0.0 6.0 4.0
Pancreas 14,0 1.0 85.0
Placenta 48.0 6.0 46.0
AnAAn ANAAANAANAAAA
Cuadro 2. Actividad de

humanos. Chapman,

1982,
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Fig. 14. Separacion electroforética en gel de agarosa al 1 %
cuando esta presente la isoenzima CK-MB, Infarto al Miocardio

Wolf. Paul L. M. 19864.



LACTATOGG DESNIDROGENASA (L DH)

Es una enzi-n' ti‘mllr de gran ubicuidad que cataliza la
reduccidn del piruvato a lactato mediante 12 utilizacidn del
dinhclmtida de nicotinamida y adenina (NAD). LDH posee un
PoM. de aproximadamente 140,000 daltons y un tetramero
compuesto por 4 subunidades (fig. 15,

Consiste en 2 formas H ("Heart" ) corazion y M (musculo).
Las cuales se encuantran polimerizadas para formar S
isoenzimas, la subunidad H contiene una cantidad relativamante
mayor de Aspartato y Glutamato que la subunidades M, la cual
@s rica en Arginina y Metionina, de modo gue 1 polimero HHHH
es principalmente electronegativo y el polimero MMMM e
electropositivo.

Las isoenzimas de LDH, se encuentra presente en todos los
tejidos san significativamente diferentes. (fig 16,

{Cuadra 3). (22,23,24,29,40)

LDH1 HHHH '
LDH2 HHHH
LDHS HHMMN
LDHa HMMN
LDHS MMMHM
~nnnnn . ~ ~

Fig. 15 Esquema de la estructura de subunidades de LDH.
Merck, 1977,
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LDH4 LDHS

Fig. 14. Separacidn electroforética de isocenzimas de LDH. En

sueroa. de un paciente aparentemente sano. Wolf. Paul L. 1986.
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% de la actividad total

Organo LDHL LDH2 LDHS, LDH4, LDHG.
bcrazﬁn &0 30 5 3 2
Rifion 28 34 21 11 b
Cerebro 20 32 19 16 3
Higado 0.2 0.8 1 4 94
Misculo Esque. 3 4.0 8 9 768
Piel o] 0.0 4 17 7%
Fulmon 10 18 28 23 21
Bazo S 15 31 31 18

Cuadro 3. Actividad de Lactato deshidrogenasa distribucion en

% de la actividad total. Pfleiderer, 1979.
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P R O B L E N A

PLANTEANIENTOO DEL PR b BLENA

El -:gudiu de los Valores de Referencia as importante en @l
Laboratorio Clinico. dado que la finalidad es colaborar con
el personal médico para el dlagnbﬁttﬁo y tratamiento del
paciente. Es de tanta importancia, que en 1970 fue creado un
Panel de Expertos en Teoria de los Valores de Referencia
-(PEVR) por el Comité de Estandaraes de la Federacion
Internacional de Quimica Clinica (FIGQC). Su tarea consistio
en desarrollar una nomenclatura y procedimientos recomandados
para la produccién de Valores de Referencia y su tratamiento
(12,23). Dentra de los puntous establecidas por el Comité, se
encuentran que se debe escoger una poblaciéon para obtener los
Valores de Referencia, ya que los valores en Quimica Clinica
son dependientes de las caracteristicas y cultura de 1la
poblacion, (12,26,28,)

Se han realizado varios estudios sobre Valores de Referencia,
en poblacion mexicana, encontrandose diferencias en algunos
parametros y alun de estado a estado de la Replblita; pero no
se2 han realizado estudios sobre la actividad enzimatica. (26)

Daentro de las enzimas de interés clinico encontramos que CK
y LDH son ampliamente utilizadas. Aunque las determinaciones
de la actividad total noc tienen aplicacion Clinica aceptada,

la identiticacieon y cuantificacion de sus formas moleculares

(isoenzimas) si la tienen, ya que son organoespecificas.
Existen varios métodos para cuantificar 1la actividad
enzimatica de las isoenzimas CK y LDH como s0n3
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Electroforesis. Cromatogratfia de intercambio ionica.
inmunoinhibicidn y radicinmunoanalisis (RIAY., (18,20)

El andlisis electroféretico es frecuentemente utilizado
porque @s sencillo, rapido, especificoy utiliza un volumen
.pequeflc de muestra: se basa en la movilidad de sus particulas
que esta en funcidn de 1la magnitud de su carga y a su vez
varia con el pH. Por tal razéen separa las tres isoenzimas
principales en CK (CK-MM, CK-MB, CK-BB) y las cinco
isoenzimas de LDH (LDH1, LDH2, LDH3, LDH4, LDHS). (1,18,19,24)

Por otra  lado 1los métodos cromatograficos no ofrecen tal
eficiencia de separacion. Es un método de referencia para
cuantificar actividad de CK-MB, requiere de contral
rigurosos de parametros. (1,4,21,22,37)

La inmunoinhibicidn es una técnica simple y se pueden 1llevar
a cabo con rapidez, pero tiene la desventaja de carecer de
sensibilidad y especificidad apropiada, en LDHL__ y en CK
interfiere la CK-BB. (21,22,37)

Por tal motiva la electroforesis puede proveer, - mas
informacion par sar un métodao sspecifice para extas
isoenzimas.

Considerando que es necesario tener nuestros propios Valores
de Referencia para CK y LDH en sus isoformas moleculares, se
pretende obtener estos valores para nuestra poblacion y
contribuir al diagndstico médico de un paciente, asi como

diferenciar lus sanos de los enfermos.
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M I P 0T E S I S

La determinacion de los valores de refersncia para una
poblacidn, especifica es fundamental, porque la cantidad que
existe de la isoenzima de CK y LDH en un grupo determinado de
personas aparentemente sanas, sera diferente dependiends de su

origen, sexo,  edad, ocupacidn, medio ambiente y estado

emocional.
Uno de los métodos que se utilizan para determinar las
actividades de isoenzimas de CK y LDH, es el de

electroforesis, empleando este método los valores de
referencia obtenidas para nuestra poblacién seran diferentes a
los reportados en la bibliografia, ya que los demis m‘todos‘no

evaluan todas las isoenzimas.

>



o 8 J ET I Vv 0 §

#Calcular los valores de Referencia de las isoenzimas CK y
LDH, de poblaciotn mexicana del D. F., hombres y msujeres de
edades entre 20 y 50 aflos. Para el seguimiento en pacientes

con lesion miocardiaca.
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PISERD DE IWNVESTIGACION
TIPO DE E5 TWDIG s

Observacional, prospectivo, transversal y descriptiva.

CALCULO DEL_ TAMAND DE MUESTRA:

&= desviacidn estandar
Z = li{mite ssocindo e le confian~a
e = error méxino

POELRCIZIONWS:S
100 individuns.aparentamente sanos que redanan los siguientes
Criterios de_ inclusidn
—Ambos sexos
44 % hombres
56 %4 mujeres
-Edad de 20 a S50 afos
~No importa estado civil.
-Que vivan en la zona del D.F.
~Se haya encontrado normal en los siguientas estudios®
BH (rutina). Quimica Sanguinea, TGO, CK, y LDH total.

—Haya respondido al cuestionario de historia clinica

Criterips de exclusidn.
-Ser deportista
—Fumador

~Este tomando algun medicamento
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~Tenga antecedentes cardiacos o hepaticos

© ~Algunos de los estudios resulte alterado

Grupo gontral

-44 individuos con prablemas de infarto al miocardio.

—-Ambos Gexos

~Edad 20 ~S0 afias

~Que s sncuentre en terapia intensiva a Extension

Hospitalaria del Hospital de Especialidades. C.M.R.

NOTA: Se seleccionaron 100 individuos para asegurar una buena

distribucién de los datos y par disponibilidad de reactivos.

rFaowna nE MUEST R Mz

8e obtuvieron muestras sanguineas por venopuncion evitando
ia extasis venosa y depositando en tubos de ensayo de 13 por
100 sin anticoagulante.

Las muestras fueron centrifugadas dentro de 1la hora posterior
a la toma a 35000 rpm por 8 minutos y separado el suero
inmediatamente.

Posterjorsente luos sueros fueron procesados por los métodos

para medicion de la actividad enzimdtica y por electrofaresis.
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~Tenga antecedentes cardiacos o hepaticos

-Algunos de los estudios resulte alterado

Grupo control

~44 individuos con problemas de infarto al miocardio.

-Ambos sexos

-Edad 20 -350 aflos

~Que s encuentre en terapia intensiva o Extension

Hospitalaria del Hospital de Especialidades. C.M.R.

NOTA: Se seleccionaron 100 individuos para asegurar una buena

distribucion de los datos y por disponibilidad de reactivos.

TanrAa D E HUESTRM:

Se obtuvieron muestras sanguineas por venopuncidn evitando
la extasis venosa y depositando en tubos de ensayo de 13 par
100 sin anticoagulante.

Las muestras fueron centrifugadas dentro de 1la hora posterior
a la toma a 5000 rpm por 5 minutos y separadn el suero
inmediatamente.

Posteriormente los sueros fueron procesados por los métodos

para medicidn de la actividad enzimatica y por electroforesis.



" AT E R I A 1L

-pipetas volumétricas 1,2,5,10 ml

~pipetas aforadas {,2,5,10 =l

-probetas 100 ml y 500 ml

~pipatas pasteur

~bulbos

-matraz aforados de S00 ml, 1000 ml.
~gradilla

~tubos 13 x 100

~tubas 12 x 73

~vaso de precipitados 100 ml, 250 m1, 1000 ml
—geles de CK (1.0 % de agarosa)
-plantillas verdes (para isoenzimas de CK)
—gecantes de plantillas

-geles LDH (1.0 Z%Z de agarosa)
-plantillas rosas (para LDH)

~secantes de plantillas

~secantes de geles

~secantes gruesos

-pipeta automatica de 5 microlitros.
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—c;ublta de electroforesis Power supply Paragon Beckman
-Fuente de alimentacién Paragon Beckman
~Procesador de ligquidos Paragon Beckmsan
~Becador Paragon Beckman
~Incubador y unidad de incubacion Paragon Beckman

~-Aprraise Densitometer Systea



R E A C T I v OS5
~8olucién amartiguadora. Para la LDH; 14 gr. Z-amino-3metil-
1,3 propanodiol 3I8mnol/L. Reconstituido, Acido DL-aspartico,
23 mmol/L Reconstituido; glicina Ns;N-bisis (Zhidroetil)
25amal /L Reconstituidog Sal Sadica Acido 5.5

Dimtilbarbiturico, 15 mmol/L Reconstituido.

-Substrato de LDH. Reconstituido: L-Lactato de Litio 208

emol/Ly NAD, 5 & mmol/L; NBT,2,4mmal/Ly PMB, 33 mmol/L y otros

ingredientes no reactivas necesarios para una operacidn
tptima.
-Bolucion ‘buffer para CK. 12 gr. Acido Sulfdnico

I (N-Morfolino}—~2-Hidroxipropano, 22 mmol/L Reconstituido, Sal
sodica del Acido sulfénico 3~-(N-Morfoling)-2-Hidroxipropano

28 mmol/L. Reconstituido.

—Substratc'; CK. Reconstituido; Creatin fosfato 120 mmol/L ADP,
? mmol; AMP 15 mmol/ly Diadenosin Pentafosfato, 30 umol/LjSal
de Magnesio, 50 mmol/l.y D-glucosa. 70 mmol/L; NADP, @ mmol/Ljy

NAC, 120 mmol/L; hexoquinasa (nk) (levadura) 18,000 UI/Lg
Blucosa & fosfato deshidrogenasa (GDP) (levadura). 6000 UI/L y
otras ingredientes no reactivos necesarios para una operaciém

optima.
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TECKICAS

Se enp learon sueros frescos obtenidos en ayunas, las
auestras con evidencia de hemodlisis e ictericos, fueron
rechazadas para ambas determinaciones.

La actividad de CK en suero es inestable, disminuyendo su
valor después de 4 hrs., a teesperatura ambiente, por lo que
los sueros = se procesaron inmediatasente. Como puede verss son
varios los errores que afectan las determinaciones. Se
presenta _. un esquema de las fuentes de error en las mugstras y

andlisis de isoenzimas de CK y LDH (Esquema 1).

bemalisis l Lenvejecimienen] [ agitacion J Lrecipiantes I

I tiempoJ [temper'atura—l

lpipeteo I icondl:innes de reacclon] raegistro

tamperatura pH optimo y visual automatico

ubstrato

Esquema 1. Fuentes de error en la muestra y analisis de

isoenzimas. Merck, 1977.



FUNDANENTOS Y PROCEDIMNIENTOS

ISOENZTINAS DE CK.
FUNDARENT O

La Creatin-Kinasa humana estad formada por tres isoenzimas.
Las diferencias estructurales en las subunidades de cada
isoenzima producen diferentes cargas superficiales. Esta
diferencia es la base en la separacion eleactroforética de las
tres iscenzimas de CK.

E1 principio de la electroforesis se basa en que las
isoenzimas situadas en un campo eléctrico migran hl:lavuno de
sus polos eléctricos.

El estuche para isoenzimas de CK se suministra para la
separacion electroforética de estas isaenzimas en un gel de
agarosa amortiguado. Después de la electroforesis, se produce
la deteccion de las isoenzimas a travdés de la siguiente

reaccion fluorométrica especifica.

Creatin-fosfato + ADP #+=s====m=sz=+ Creatina + ATP
ATP + D-Glucosa +s3sa==sza===+ Blucosa-b-fosfato

Glucosa-é-Fosfato + NADP+=========+ 4-Fosfoglutanato + NADPH
El NADPH se forma en cada banda isocenzimAtica el cual esta

marcada con fluorescencia, Este modelo se cuantifica en un

densitometro que mide la fluorescencia.
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PROCEDINIENTO
« Llenar cada compartimiento de la
cubeta de electroforesis con 43 ml

.de solucion Mrttgﬁhdm‘a de CK.

.Llenar @l procesador de liguido

con 300 al -de H20 desionizada.

+Reatirar el gel de su embalaje y
colocarlo sobre papel y secar

cuidadosasente.

aplicacionm:
»Se extiende transversalmente la
plantilla y se alinea en 1la

posicion b.

.Se aplica la plantilla en el
gel de forma que las ranuras .de
la plantilla estén en contacto
con la supertficie. Alisar
cuidadosamente 1l1la plantilla con

un dedo para asegurar el cantacta.

«Aplicar de 3 a 5 ul. de muestra a
través de la ranura de la plantilla

Esperar 5 minutos para su difusion.
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.Secar cuidadosamente la plantilla
con @l secante de la plantilla. y

desechar ambos.

electrofor esis:

. Colocar el gel en el puente de
la éubata, alineando las
‘posiciones (+) y negativa (-) dal
gel con las correspondientes
.pouicinnes dél puente. Célocar al
conjunto en la cubeta de

Electroforesis Paragon .

.Colocar la cubeta en la Fuente
de alimentacién. Fijar la tension
a 100 voltios, encender y mantener

la electroforesis durante 20 min.

.Complatada la electroforesis,

al gel de la cubeta de
electroforesis y colocarleo sobre
un secante de CK. Situar amhos

en la unidad de incubacién
det wccionz:

«Baturar el secante de CK con un

vial reconstituido de substrato y

a3




colocarlo suavemente sobre la
superficie del gel. Evitando

burbujas entre el secante y el gel.

.Carrar la unidad de incubacion vy

ponerla en el incubador (45°0)

durante 20 minutos.

secadosz:
.Después de 1la incubacion retirar
el secante de la superficie del gel

y desecharla.

.Colocar @l gel en un marco de geles @
e introducir tres veces en agua

desionizada. E1 tiempo de lavado no

debe exceder de 5 seg.

.Colocar el Gel en el secador /'\/

i
(73°C) hasta su secado. w

evaluacion:

-Evaluar @l gel can un densitéometro D gggg
a 340 nm para exitacion, y 455 nm & =l ey

para emision de fluorescencia.



I SOENZINAS LDN.

FUNDARNRENTO s

La L-ctata—noshidrog;nasa humana (LDH) esata formada por
cinco inoenzimas. Las diferencias estructurales ‘en las
subunidades de cada isoenzima producen diferentes cargas
superficiales. Esta diferencia es la base en la separacion
electrofordtica de las cinco isoenzimas de LDH.

El principio de la electroforesis s® basa en que las
isoenzimas, situadas en un campo eléciricu, migran hacia uno
de los polos eléctricos.

.El estuche ‘para isoenzimas de LDH suministra para la
separacion electroforética de estas isoenzimas wn gel de
agarosa amortiguado. Después de la electroforesis, se produce
la deteccion de  las isoenzimas a travds de la siguiente
reaccion colorimétrica

LDH

Lactato + NAD +sa===z==c=+ Pjruvato + NADH

NADH + NBT ——~—=—m—===+ NAD + NB-formezan color.

El color nitro azul de formazan -] forma an cada
handa isoenzimitica. Este modelo se cuantifica en al

dansitometro
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"PROCEDINIENTO::

« Llenar cada compartimento de la
cubeta de electroforesis con 45 ml

de salucién amortiguadora LDH.

«Llenar dos depésitos del procesador
de liquidos Paragon con 300 ml de

Acido Acético, al 3 % cada uno.

.Retirar el gal de &su embalaje y
colocarlo sobre una toalla de papel.
Secar cuidadosamente con un secante

y desecharlo.

a0l icaciodms:

+Aplicacion de la plantilla

-Extender transversalmente la
plantilla segan se indica, se
alinea con la posicién "a" en el

borde del gel.

«Aplicar 1la plantilla al gel de
forma que las ranuras de la plantilla

estén en contaco con la superficie.




.Alisar cuidadosamente la plantilla
con un deda para asegurar el

contacto

.Aplicar de 3 a 5 ul de muestra a

través de las ranuras de la plantilla
esperar 5 minutos para la difusién

de la muestra.

.Secar cuidadosamente la plantilla 1 ”

can el secante de plantilla.

Desechar ambos. ~

electroforesis;:

.Colaocar el gel en el puente de la
cubeta, alineando las posiciones
positive (+) y netativo (~) del
gel con las correspondientes

posiciones del puente colocar el

conjunto en la cubeta de

electroforesis.

.Colocar la cubeta en la fuente de
alimentacién Fijar la tensidn a

100 voltios, encender y mantensr

la electroforesis durante 20 min.
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.Completada la electroforesis
retirar el gel de la cubeta de
electroforesis y calocarla sobre la

parte superior de un secante.

deteccions

.Saturar un secante de gel con un
»vlal reconstituido de substrato LDH
y colocarla suavemente socbre la
superficie del gel. Evitar las

burbujas entre el secante y el gel.

+Cerrar la Unidad de incubacién y
ponerla en el incubador Paragon (45°)

durante 30 minutos.

fijiacionz:2

.Después de la incubacion retirar el
secante de la superficie del gel y
desecharlo. Colocar el gel en un

marco de gelas.

.Colocar 21 gel en la solucidén Acido

Acético al 5 % durante 1 min.

Retirar el gel del marco de geles.




.Colacar una toalla de papel en la
base de la prensa de secado y poner
bel gel sobre ella con la posicion de
agarosa hacia arriba. Colocar un
secante vde geles, empapado an
solucion de acido acético, sobre la
superficie del gel, seguido por (2)

secantes. Colocar el peso SDQra el
tonjunto y presionar durante 3 min.

para secar =1 gel.

.Retirar el gel de 1la prensa y
desechar los secantes. Colocar el

gel en un marco de geles.

.Colocar el gel en solucidn Acido

Acélico 11 durante 1 min.

secado:
Retirar el gel de la solucidn de

Acido Acético 11. GSecar el axceso

de solucion de la parte trasera
del gel y colocarlo en el secador

hasta su secado total.

@ valuacidnz:

.Evaluar en un densitémetro a 600 nm.
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CONTROL DE CALIDAD:

# Se introdujo en cada corrida una muestra de suerc de un
paciente con infarto al miccardio, previamente comparado con
un suars conitraol de BioMerieux anormal, esto para verificar
que las variaciones son debidas al paciente y no al analisis.

Se usc una posicidn de la membrana diario.

« P RECISION:

Be obtuvieron coeficientes de variacion menores del 5 %4 en
evaluaciones de precision entre geles, usando repeticiones dé
un suerc control de un paciente aparentemente sano en 2 geles

(20 repeticiones). FPara cada una de las iscenzimas CK y LDH.
® ANALISTIS ESTADI ST ICO:

«8@ realizaron graficas de distribucion de frecuencias,
.8e calcularon las medidas de tendencia central y dispersion,
media y desviacion estandar.

.8e calcularon los intervalos (intervalo de referencia por el
método paramétrico por fractiles 0.025 y 0.973).

.Y se realizd la prueba de t student para ver diferencia de
medias. entre el grupo de individuos aparentemente sanos y

los resul tados del grupo control (de individuos en infarto al

miocarido.
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R E S ¥ L T AP O s
A continuacion se presentaran los resultados del trabajo con
tablas de intervalos de referencia, tablas de dl-tr."ibm:lan de
frecuencias asi como sus poligonos de frecuencias de cada

isoenzima de CK y LDH, para una mejor visualizacion de ellos.

VALORES DE REFERENCIA PARA ISDENZIMAS CK HOMBRES Y MUJERES

APARENTEMENTE SANOS DE 20 A 50 AROS

ISDENZIMA INTERVALO DE REFERENCIA
CK~-BB o x
CK-MB. 0 - 4.3 %
CK-Mrt - 73.7 - 100 2
N ~ AAAA A

Método de electraforesis en gel de agarosa.
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VALORES DE REFERENCIA PARA IS0ENZIMAS LDH HOMBRES Y MUJERES

APARENTEMENTE SANOS DE 20 A 50 AROS.

B " AA A

IS0ENZIMA INTERVALD DE CONFIANZA

AARABAARAARAANNEANAASANANNAS SOAARANSNSAALASNAANA

LOHL 19 - 32 4
LDHZ . 36 -~ 47 %
LDH3 14 - 25 %
LDH4 3.8~ 9.4 %
LDHS 2.0- 11.0 %

B e LT T T T T T W DN

Método de elsctroforesis en gel de agarosa.
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VALORES DE REFERENCIA PARA ISDENZIMAS CK, POR SEXO

DE 20 A 50 AROS

ARAARANCAAAAANAAAASAAAAAAANAANNAN A Ann
INT ERVA L O DE CON FIAN ZA

1SOENZ IMAS SEXD FEMENIND SEXO MASCULIND

AP AR P ANAN AP AN APAA ~n AAAAAANANAA

CK-BB o 7 o %

CK-MB 00~ 4.3 % 0 - 4.0 %

CK-MM 95.7 - 100 % P6.0 - 100 %

AARRANAANANAALAAAANAANAANAAAAAANAAAAAANNSANSANAAAARANANNAANRAAANN

Método de electroforesis en gel de agarasa.

VALORES DE REFERENCIA FPARA ISDENZIMAS LDH, POR SEXO

DE 20 A 50 AAOS.

AAAAAAAN o AAAAA N AN AT AN AAAD N NAANAAN
INT ERVALDO DE CO NFIANZ A
ISOENZ IMAS SEX0 FEMENINO SEXD0 MASCULINO

AAAAAANIAANAAADNAAAANAAAPANNAPNNCAANANLAANANANAANAAANI D AANAAAA D

LDH1 18 - 31 % 18 -~ 32 %
LDH2Z 37 - 47 4 34 -~ 47 %
LDH3 13 - 25 % 15 -~ 24 %
LDH4 2 -9 % I - 10 %
LDHS 2-10 % 2-12 %

APAN AL AAA RIS AANAA P MANAA A AN NA RO AN AA I INA AR A A NI AN AANA AN

Método de electrofaresis en gel de agarosa.
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COMPARACION DE VALORES DE ISBOENZIIMAS €K DE INDIVIDUOS SANOS
'CON INDIVIDUOS DEL GRUPO CONTROL EN PROCESO DE INFARTO AL

m I oCARDTIGO O ¢ amn .
1SO0ENZIMA INDIVIDUOS SANGS INDIVIDUOS EN 1AM
CK-BB o % 0~-7%w

CK-MB 0 - 4.3 % 7.0-281»
CK-M 95.7 - 100 % 72 - 90.5 % »

* Estadisticamente significativo p< 0.05

Método de electroforesis en gel de agarosa.

COMPARACION DE VALORES DE ISOENZIMAS LDH DE INDIVIDUOS SANDS
CON INDIVIDUOS DEL GRUPO CONTROL EN PROCESO De INFARTG Al
MIOCARDIO (lAM).

AAAAAAAAAADAAANNARNAALANANANNNAAAANAARNE AAAADAAAAAANAANAAARNAN AN

ISOENZIMAS INDIVIDUOS SANOS INDIVIDUOS EN 1AM

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAASAANANSA,

LDH1 19 - 32 % 14.2 - 0.8 % #
LDHZ 36 - 47 % 21.1 - 42.0 % w
LDH3 14 - 25 % 3.25 - 18.9 % »
LDHa 3.8-9.4 % 1.9 - 11.3 %
LDHS 2.0-11.0 % 0.0 - 27.3 % #
AAAAAARAAAAAA. ~

AN

#Egtadisticamente significativo p<0.035

Método de electroforesis en gel de agarosa.



COMPARACION DE  VALGRES DE REFERENCIA EN ISOENZIMAS Ck

BIBLIOGRAFIA CTON DATOS EXPERIMENTALES.

-~ -

A AAA

ISOENZIMAS DATOS EXPERIMENTALES DATOS BIBLIOGRAFICOS -

AAAANAA A AARA ANANAPP LA NN AAPNNND Pl NP RSP NI AP IIE ADNAEN

CK-BB o % o %4
CK-MB 0O ~-4.3 7 G -3%
CKR~MM 55.7-100 Z P7T~-100 %

PR BAAAN DS PA INS ABA AP A N AP AT P AR AN AP NN INNANPNAD AP PP AN P A

Meétodo de electroforesis en gel de agarosa. Con el mismo

reactivo y equipo del laboratorio Beckman.

COMFARACIGIN ©E LOS VALORES DE REFERENCIA EN ISODENZ IMAS

LD BIBLIOGRAFIA CON DATGS EXFERIMENTALES.

R Y N e A P A R I A ey

IS0ENZIMAS DATOS EXPERIMENTALES DATOS BIFLIOGRAFICOS

AN A R P A PNt

AN A A AR A A A A A A A A AN, S

R T )

LDHL i = 32 % 17 - 31 %

LDH2 36 - 47 % 35 - 48 *
LDH3 14 - 25 %4 15 - 29 %
LDH4 3.8- 9.4 % 3.8-%.9 %
LDHD Z2.0-11.0 % 2.6~ L0 “

B e T et R e e S L P RV S N P PN D S SR S WP AP PR

Métody Jde electruioresis en gel de agarosa. Ccon el mismo

reactivo v eguipo del laboratoriu Beckman.
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TABLA 4

P N N N L N S N N N N

Distribucion de frecuencias de isoenzimas CK-MB ¢n 100 adultos
56 mujeres y 44 hombres aparentemente sanos, (edades 20-50 afos).

B N N R a a T T N N e e R e e

Mujeres Hombres
frec. € actividad frec. e actividad

24 0 20 0
2 .5 2 .5
3 0.% 3 1
3 0.9 1 1.1
1 L1 3 1.5
2 1.2 2 1.8
2 2 1 19
1 2.4 1 2.3
2 2.5 3 2.4
i 2.9 1 2.6
2 3.2 2 2.7
1 s 3 3
i 3.7 1 3.5
? 3.9 1 4.2
2 4 1 4.8
1 4.4 L 3
1 4.5

1 1.8

D T R e T T T T T N o T T ~ oo




FRECUENCAS

30+

ANEANEANEAN

25

g

AN

.

L L L L L L L L L L

0.5-0.0 1519 2520 3830 4550
: % DE ACTIVIDAD

Grafica 1. Poligono de frecuencias de 1los valores de
referencia da la isoenzima CK-MB en 100 adultos 546 mujeres y

' 44 hosbres aparentemente sanos, H.E.C.M.R. 1993.
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FALLA DE ORIGEN

TABLA S

AN A AAAAAAAANAAAAAAAN AR DA AN A A A

Distribucidn de frecuencias de isoenzimas CK-MM ¢n 100
adultos 56 mujeres y 44 hombres aparentemente sanos, (edades
20 -30 afos),

A A A AR AN A NS A RNAAAAAA N A A ANA AN

Mujeres - Hombres
frec. % actividad frec. o actividad
24 100 20 100
1 99.5 2 29.5
3 99.2 3 99
3 29.1 1 98.1
1 28.9 3 98.5
2 98,7 2 £8.,2
2 12 3 28.1
i 97.6 1 $7.7
2 97.5 1 97.8
i 7.1 1 974
2 96,3 2 973
1 96,5 3 ¥7
L 96.3 1 96.5
2 96.1 1 95,8
2 95 1 95,2
1 95.¢6 - 1 95
1 95.5
1 5.2

AA AN A AR A A A AN A AN AN A A A A A A A ~ o~




Grafica 3. Poligono de frecuencias de los valores de
referencia de la isoverizima CK-MM en 100 adultos 56 mujeres y

44 hombres aparentemente sanos, H.E.C.M.R., 1993.
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TABLA ¢
AAAANAAAAAAARAAAAARAAANAAAANNAAANAAAANAA
Distribucidn de fr e de i i LDHL en 100 adulfos 56 niujeres

y 44 hombres apareniemente sunvg (edades 20-50 siros).

A A A A A A A A A A A A A A N e A
Mujeres Hombres
trec. eact frec. Ceact, tree, e act, frec. ‘¢ act,
1 194 L 259 L 2.6 L 8.0
i 20 L 253 L 2y L 285
1 20.6 1 260 L 235 2 2 X3
L n? 2 261 L 32 L 252
1 2 1 268 L 232 1 3.4
i 2.3 t 264 2 236 1 RIS
L 214 L 268 i 23y 1 .y
1 i 2 267 L 242 L 3.
1 .7 1 26.9 1 243 1 xS
2 21 2 270 L 245
3 223 1 pEA g L 246
2 224 L 273 L 147
2 2.9 1 3 t 51
1 3.2 1 8.4 1 253
L 2348 L M L 354
t 229 1 w7 t 262
[ 24 2 33,7 L 6.3
|13 242 L Mo t 26.8
1 248 i .2 t 26.€
1 247 L HI 3 7.0
L 25 )} 3.€ 2 7
t 251 t e 1 A
? 25.6 1 343 L 27.6

AN A S A A S S I N S A A N A A S S A A P A A




FRECUENCIAS

25+

107"

|

0 4 U // T n/ f/ l/ f ! 1 / I/
T
1674175 18.5-21.3 23.3-281 27.1-200 300-327
17.6-10.40 21.4-232 252-21.0 200-30.8 328-346
% DE ACTVIDAD
Brafica 9. Poligono de frecuencias de los valores de

referencia de la isoenzima LDH1 en 100 adultos 3546 mujeres y

44 hombres aparentemente sanos. H.E.C.M.R. 1995,
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TABLA 7

AN AA AAAAANDPDAAAPNAAARNAAARNAARAAANAAAA A

Distribucidn de frecuencias de isoenzimes LDH2 ¢n 100 adultos
36 mujeres y 44 hombres aparent te sanos (edades 20-30 afios).

AAMAR AAMAAAANANAPRACNARNPDARANAANRANANANAAANANAN

Mujeres Hombres
frec. % act. frec. % ack free, % act. frec. % act,
1 37.9 2 424 1 kx X1 1 423
1 38.3 2 4.5 1 34.0 1 42.4
1 388 1 42.6 1 369 1 42.6
1 389 1 43.0 1 372 1 2.7
1 394 1 440 1 37.8 1 42.8
2 39.5 1 44.1 1 38.0 2 434
1 39.6 2 4.2 2 382 1 4.5
2 39.7 1 44.4 1 384 1 4.9
2z 39.9 2 446 1 38.5 1 441
1 40.0 2 44.8 2 389 1 44.4
1 40.1 1 45.6 1 393 1 44.8
2 40,4 1 46.0 3 9.4 1 45.1
2 40.5 1 46,4 3 39.5 2 46.5
2 40.7 1 46.9 1 396 1 46.8
2 41.1 1 8.7 1 40.1
1 4.3 1 40.2
1 1@.7 t 40.3
1 419 1 40,4
1 420 1 40.6
2 421 1 41.5
3 42.2 1 41.6
2 42.3 b 8 421
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TABLAGS

AN AANAAARAAANAAAARDAAAAAAAARAAAA AN~

Distribucidn do frecuencies de isoenzimes LDHJ ¢n 100 adultosS6 mnjoru
¥ 44 hombres aparentemente sanes, (cdades 20-50 afios).

AN AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANAAAM~ AN~ AA~

Mujeres Hombres
frec. o acte. frec. % act. frec. % act. frec. %o act.

i 13.5 1 189 1 15.0 4 20.6
1 144 2 193 . 1 156 2 .7
1 14.8 3 202 1 187 1 2.8
1 149 1 20.5 1 15.9 1 20.9
1 15.2 3 20.6 1 16.8 1 211
1 153 1 20.7 1 17.0 1 21.4
1 15.4 1 212 1 171 1 21.7
1 15.¢6 1 2.8 1 17.4 1 21.8
1 16.3 3 219 1 17.8 1 224
1 15.6 2 22.0 1 183 1 22.3
1 17.0 2 221 1 184 1 2.7
3 173 1 224 3 18.9 Lt 23.0
1 17.5 1 22.5 1 19.3 1 233
1 178 i 227 1 194 1 24.1
1 18.0 2 228 2 19.5 1 253
2 18.1 2 229 1 19.7 ’

1 18.2 1 234 L 19.%

1 183 3 23.7 2 19.9

1 18.3 1 23.9 1 2.0

1 18.7 1 254 2 20.2

1 188 1 261 1 20.4

AAADN AAAMAAAA AP ANAMADAAAARNAAMNA M A~ A

7
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Brafica 9. Distribucion de frecuencids de los valoeres de
referencia de 1la isoenzima LDH3 en 100 adultos, 56 muieres v

44 hambres «carentemente San0s, {edades 20 - 50 aflus).

H.E.C.M.R.



TABLA 9
P N NN I PN NP P NP NN NP N NG NP P
Distribucidn de frecuencias LDHA4 ¢n 100 adultos, 56 mujeres
y 44 hombres aparentenaente sanos, (¢dades 20 - 50 aftos).

AN A A AA RN AN AARA RN AAAAN PN A NN SR~~~

Mujeres Hombres
frec. ¢ act. frec. o act. frec. % act. frec. % act,
1 30 3 7.0 2 3.6 2 8.5
2 4.0 2 71 1 3.9 2 . 8.9
1 4.2 1 12 2 4.6 1 9.1
1 43 3 73 1 4.8
2 4.4 1 7.4 S5 5.6
1 4.5 3 7.5 1 5.8
1 4.6 1 7.6 2 6.2
1 4.9 3 7.7 2 6.4
1 51 2 1.8 1 6.5
1 5.2 1 79 2 6.9
1 33 1 3.2 1 6.8
1 5.4 1 8.4 2 ©.9
2 5.7 1 8.5 2 7.0
2 6.0 1 8.6 4 7.2
1 6.1 2 £.8 1 7.3
2 6.2 1 7.3
3 6.3 3 7.6
2 €4 1 7
1 6.5 2 7.8
1 6.6 1 8.0
i 6.8 2 8.2
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3.0-36 4.4-50 58-6.5 1379 88-8.2
3.643 91-8.7 6.6-7.2 8.087 0.3-100
% CE ACTVIDAD
BGrafica 11. Distribucidm de frecuencias de 1lus valores de
referencia de la isoenzima LDH4 en 100 adultos S5é6 muieres y 44
haombres aparentenente sanos., (edades 20 -~ SO0 aflfos). H.E.C.M.R.

1993.
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TABLA 10
PP PP AP SN EP NP  NNL  A P  NP N P
| Distribucidn de fr ias de i LDHS ¢n 100 adultos 56 mujeres
thombrea p t te sanos (edades 20 -50 afos).

ANA A A A A AAAA DN AP P AANPD AN AP AN ARNAANP AP~~~

Mugjeres Hombres
frec. % act. frec. % act, frec. % act. frec. % act.
2 2.5 1 6.3 1 21 1 8.0
1 2.6 i 6.6 -1 2.8 2 81
1 2.8 3 L 1 2.9 2 8.2
1 32 1 7.4 1 35 2 8.5
) a3 1 7.5 1 43 2 8.8
1 4.3 3 7.6 1 49 2 2.3
1 4.4 1 7.8 1 5.0 1 9.4
2 4.5 1 7.9 3 5.4 2 2.3
1 4.6 1 3.0 1 56 2 10.6
3 4.9 1 8.2 i 39 1 10.8
3 5.0 1 8.3 1 6.l 1 11.0
1 8.1 1 8.4 1 [ %] 1 116
1 3.2 1 8.5 1 6.4
1 5.3 3 8.9 1 6.5
1 5.4 1 9.2 2 6.7
1 5.5 1 9.3 1 6.9
1 3.6 1 27 1 72
3 3.7 2 10.2 2 7.6
2 5.9 1 27
2 6.0 1 7.8
1 8,1 1 1.9
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FFIECUENCIAS

GRAFICA 13 VALORES DE REFERENCIA LDH5
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3.0e-4.01 4.98-593 6.90-7.65 8.82-0.77 10.74-11.69
% DE ACTVIDAD
Gr-afica 13. Cistribucion de frecuencias de los  valures e

referencia Jde la isuenzima LDHD en 1040 adultos. 56 au.deres

44 humbrws auarentenenie sanvs. H.E.C.M.R. 19353,
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DISCUSION DE RESULT ADOS

El estudio de isoenzimas de vCK (CK-BB, CK-MB, CK,MM) y LDH
(LDH1, LDH2, LDH3, LDH4, LDHS) en 100 individuos, 56 mujeres
¥ 44 hombres, de edades entre 20 y S50 afios y aparentemente en
buen estado de salud segin la encuesta que contestaron. Las
isoenzimas fueron medidas por el método electroforédtico,
obteniendo en % de actividad los resultados.

Aunque estos individuos eran aparentemente sanos, una vez
que obtuvimos la muestra, si estaba lipémica, ictérica o
hemolizéda no se procesaba, pués al haber ictericia
probablemente habria algun problema hepatico no detectado; en
el caso de la hemolisis, se@ elevan las iscenzimas de LDH ya
que 1los eritrocitos tienen gran cantidad de esta enzimag 1la
lipemia interfiere con la determinacion .

Una vez obtenidas nuestras muestras, se practicaron las
estudios: BH, QS, TGO, TGP, LDH y CK total, si alguno de estos
estudias resultaba alterado, se interrogaba nuevamente al
individuo, ¥ se le volvia a tomar la muestra y sai persistia
elevado el valor se descartaba, como de referencia.

Se trabajo con 100 sujetos para la obtencién de los valores
de referencia por 2 razones: por presupuesto ya que el
material que se utiliza es muy costoso y porque el tamafio de
muestra calculado fug solo de 23 pacientes, pero para darle uh
mayor margen de seguridad se realizd con 100.

Al ver los valores como datos crudos, aparentemente son
distintos en 1la isoenzima CK-MB, los valores se observan

mayores en mujeres que en los hombres, contrario a lo que dice
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la bibliografia (21), que indica que los valores en hombres
s0n mayores para la CK-MB. Esto @5 una cuestién que se tendria
que analizar, si es que la razon es fisioldgica o se trata de
una poblacion de mujeres que esta sujeta a un strees cotidiano
sescjante al de los hombres., En las demas isoenzimas los
resultados 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 sexos. ‘

Con reaespecto a las graficas de frecuencias se encontraron
curvas casi '"'nmormales" en su mayoria, a exepcion 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 d; referencia obtenidos, con los
valares obtenidos por la casa comercial que nos proporciono
los reactivos la diferencia que se observa no es significativa
vade O al 4 7% en las diversas isoenzimas, pero si los
comparamos con otros mé¢todos y otros reactivos si  hay
diferencia.

Para corroborar que los valores obtenidos son de valaor
clinico se evalud con un grupo contral de pacientes que se
encontraban en proceso de infarto al miocardio. Se tomaron
muestras de extensidn Hospitalaria y de Terapia Intensiva
al azar sin controlar el tiempo de infarto (22), estas
muestras se fueron pasando en cada corrida electroforética
(fig. c,gy anexao 11}, los resultados los agrupamos y abtuvimos

un rango para pacientes infartados, las isoenzimas de
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CKs CK-BB 0-7.0 4, CK-MB 7.0 - 28.0 %, CK-MM 72-90.5 %, vy
las isoenzimas de LPH: LDH1 14.2-460.8%, LDHZ2 21.1- 42.0 %,
LDH3  3.25-18.9%, LDHY 1.9-11.3 %, LDHS 0-27.3 %, que al
ccnphr‘ar‘los con el grupo de individuos aparentemente sanos:
isoenzimas de CK: CK-BB 0 %, CK~-MB 0~4.3 %, CK—MM 25.7-100%
e iscenzimas de LDH: LDH1 19-32 %, LDH2 36-47 %, LDH3 14-25 %,
LDH4 3.8-9.4 %, LDHS 2.0-11.0 %, se observa una diferencia
estadisticamente significativa de acuerdo con la t de Student,
es obvio que debe existir diferencia entre una poblacidn sana
y una poblacion enferma, sin embargo para laboratorio debe
quedar claro que si se va ha captar esta diferencia, (fig. a,
bycydygysh,i, anexo 11). En la distribucion de frecuencias no
se@ observé ninguna curva de gauss, precisamente porque son
muestras al azar y de pacientes en diferente tiempo de infarto
ya que es conocido que la actividad enzimatica de las
difarentes ispenzimas varian segdn 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 0 - S %Z en
las diversas isoenzimas. De la misma manera la diferencia
entre hombres y mujeres no es significativa.

Cuando la isoenzima LDH1 que es la isoenzima del corazén, se
encuentra elevada es necesario hacer la relacidn entre
LDHL/LDH2 vy si resulta mayor que 1 (fig. h del anexo 11),
tenemos presente un infarto. También ayuda a identificar otro

tipao de padecimientos como son los hepaticos donde la LDHS se
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encuentra elevada, (fig.i anexo 2). (3,16,22.37).

Cabe destacar que algunos pacientes que estaban clinicamente
en proceso de infarto al miocardio tenian la CK total normal
y la CK-MB eé&levada, por 1lo regular cuando sucede en el
Haospital, i la CK total esta dentro del rango de Valores de
Referencia no se realiza la fraccion CK-MB. Para verificar
esta incongruencia se realizaron diluciones 1:5, 1310, 1:20,
1250 y ademds se procesd un suero control obteniéndose
valores reproducibles en las diiuciones y el control se
encontraba dentro de los valores. Uno de los motivos por los
que s& obtuvieron esos resultados podria ser que se trabaja
con reactivos de diferentes casas comerciales por 1o que no
hay una relacidn entre la CK-total y la CK-MB. Otra causa
podria ser que la CK-total se .estuviera enmascarando y se
captara como CK-MB (34,40).

Este hallazgo nos permite recomendar que si un paciente tiene
diaynoéstico de infarto deben realizarse la CK total y la CK-MB
aunque la Ci~total se encuentre dentro de lus valores de

referencia.
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Se obtuvieron los Valores de Referencia:

CK-MM 95.7 - 100 %

CK-MB 0 - 4.3 %

LDHL 19 - 32 %

LDH2 36 ~ 47 1

LDH3 14 - 25 %

LDH4 3.8 - 9.4 %

LDHS 2.0 - 11.0 %

Los valares obtenidos experimentalmente son diferentes a los
de la bibliografia entre un 0-1.3 % para las isoenzimas de CK

y de 0-5 % para las isoenzimas LDH.

Los valores obtenidas experinentalmente de pacientes
aparentemente sanos son significativamente diferentes a los
del grupo control que se encuentra con Infarto al Miocardio,

principalmente en sus fracciones.

La CK-MB se encuentra elevada en pacientes en infarto al

mioccardio aun con una CK-total normal.
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SU GERENCTI AS

. Be sugiere que se continue el westudio basAndose anicamente
@h la BK=total y la CK-MB y se obtengan valores de Reterencia
para la CK-MB pero empleando 1 métoda enzimAtico con los
dlfnrentés tipos de reactivos con que s trabaja en el
laboratorio, para ofrecer datos de mayor confiabilidad al

personal médica.
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A N E X @ 1
PREPARACION DE REACTIVOS: :
SOLUCION AMORTIGUADORA LDH. pH 8.2:
Disolver el contenido de un vial de amortiguador en 1000 ml
de agua desionizada, almacenar 1la solucién en un recipiente
cerrado a temperatura ambiente, entre 18°C y 24°C, hasta la

fecha de caducidad. No congelar ni refrigerar.

SUBSTRATO LDHs

Efectuar la reconstitucion por adicion con precaucion de 2
ml de solucion amortiguadora LDH. Colocar la solucion sabre
el vial y mezclar cuidadosament2 a intervalos por 20 minutos,

y antes de usarlo, patra aobtener una mezcla homogénea.

SOLUCION DE ACIDOD ACETICO AL S %t
Mezclar 50 ml de Aacido acético glacial en 230 ml de agua

desionizada. Agitar la solucidn, se almacena a temperatura

ambjiente.

SOLUCION AMORTIGUADORA CKi
Disolver el contenido de un vial de amortiguador en 1000 ml
agua desionizada. Almacenar 1la solucidn en un recipiente

cerrado a temperatura ambiente entre 18°C y 26°C. Hasta la

fecha de caducidad.
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SUBSTRATO CK.

Efectuar la reconstitucién por adicién de 2 wml de agua
dcumizada.‘ Mezclar cuidadosamente por intervalo de 20
minutos y antes de usarlo para tener una solucién homagénea.

El substrato reconstituido es estable por 24 horas y se

almacena en la obscuridad entre 2°C y 6°C.
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A N E X 0 1
Ejemplos de los diagramas electroforéticos encontrados. Estos
dlqrmsb no {lustraran para wesvitar errores Yy lear
‘correctasents  ya que @s comin que en algunas ocasiones

@l corrimiento no sea real.

HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CHR IMSS
LABORATORIO CENTRAL BIOQUIMICH ESPECIAL

Fig. a. Separacion electrofordtica de isoenzimas CK en suero,
de sujetos aparentemente sanos donde el valor de CK-MM es &l

{00 ¥ para los valores de referencia. H.E.C.M.R. 1993.
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Fig. b.

de sujetos

95.7 %2 y CK-MB 4.3 %

H.E.C.M.R.,

aparentemente

1993.

Separacién electroforética de isoenzimas CK en suero,

sanos donde el valor de CK-MM as

para los valores de referencia.
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DrLES CHME IMSS
1GeUIICh ESPECIAL

Patient:

Test: CK Gel 1 - 8 17 AGODSTO 93
Folao

. 1]
Fraziion K

"

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

de sujetos con Infarto al Miccardiq del grupo control donde la

CK~-MB asta elevada. H.E.C.M.R., 1993,
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Fig. d. Separacion electroforética de isocenzimas CK en suero,
con interferencias en el corrimiento, errores de técnica,

estos valores no fueron considerados para

referencia. H.E.C.M.R. 1993,

los valores de
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FALLA DE URIGEN

Fig. e. Geles después del
corrimiento electroforético
de isvenzimas LDH en

st jetos aparentemente sanos

para los valores de
referencia. H.E.C.M. R,
1993.
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EALLA DE ORIGEN
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Fig. g. SBeparacion electroforética de isoenzimas LDH en suero,

de sujetos apar‘éntemente sanos para los valores de referencia

H.E.C.M.R. 1993,
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EALLA DE ORIGEN

HUSFITHL DE ESFECIm IDALES Lk IMSS
LHSORATORIC CENTRAL BIOGUINMICH LSFECIAL

Patient:
Teet . LD Gel 2 - 3 16 AGOSTO 23
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Fraction Relx
LD 1 56.7 14+
LD 2 IB.%
Lt 2 6.8 --~
LD 4 2.8 ~e-
Lp 35 .2
LD1-LD2: 1,491
- Ann AAAAASAA Annn
Fig. h. Separacion electroforética de isoenzimas LDH en

suero, de sujetos con Infarto al Miocardio, del grupo control.

H.E.C.M.R. 1993.
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Fig. i. Separacion electroforética de isoenzimas LDH en suero,
de sujetos con problemas hepAticos, grupa de enfermos.

H.E.C.M.R. 1993,
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A N E X 0O 111

MEDIA (X) (media aritmética o promedio)

n

®ga¥

B 4

n

VARIANZA (s ) Y DESVIACION ESTANDAR (s)

32 = (xi - ’X.')z 8 =\‘et

n-1

RANGO (R) (amplitud)
R = x - L
mex nin,

INTERVALD DE CLASE

Il‘:=v n

AMPLITUD DE CLASE
R

N
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INTERVALO DE REFERENCIA.

Fractil 0.025 = X + 1.9& s .

Fractil 0.975 = X + 1.9 s
PARA LA t DE STUDENT.
Xy - KB
t
T~ 2 2
"iﬁ-l)a}\ + (NB-_l_ Yoy (L, )
N, -~ Ny -2 N, Ny

PARA EL. TAMARID DE MUESTRA:

]

e = error maximo a tolerar

2

8 = desviacion estandar

Z = limite asociado a la

confianta deseada = 1.9
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