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El término amilasa proviene de 1la palabra griega "A-
mylon"” que significa almidén.

La amilasa se identific8 en la sangre por Magendic
en 1846 y fué determinada cuantitativamente por primera vez en
animales por Foster en 1867 (1).

En 1916 Stocks sugiri6 que la actividad de amilasa
en sangre y orina era una prueba sensible y segura para deter-
minar varias enfermedades pancrefiticas (2). En 1929 se inform8
el primer caso de hiperamilasemia en pancreatitis aguda (3).

La amilasa es una glucoprotefna de peso molecular a-
proximado de 50 000 daltons, Es una alfa-amilasa (EC 3.2.1.1.)
que presenta una sola cadena polipeptidica formada por 475 ami
noicidos, dos grupos SH, cuatro puentes disulfuro y contiene
una unién muy fuerte con el calcio. Actla sobre polisaciridos
como son el almid6n, glucbgeno y oligosaciridos, rompiendo al
azar las uniones internas alfa 1,4 glucosfdicas, dando como
producto final l1a glucosa, maltosa y dextrinas de cadena corta.
Para que se lleve a cabo la reaccién enzimidtica es necesario
tener condiciones constantes de temperatura y un pH de 6.9 .
La presencia del cloro es esencial en esta reaccifn (4),

Se ha identificaco una beta.amilasa (EC 3.2.1.,2.) en
vegetales, principalmente en semillas. Es difernte de la alfa
amilasa en estructura y peso molecular, ya que presenta sime -

trfa tetramérica y su peso molecular es de 206 000 daltons (4).
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Segdn se informa en la literatura la amilasa en sue-
ro es detectada desde el segundo o tercer mes de vida, sin em-
bargo los niveles encontrados en el adulto se alcanzan hasta
el primer afio de vida, por lo que en los primeros meses son ba
jos (5,6).

Berk ha descrito una microtécnica sensible para de -
tectar la presencia de amilasa en suero desde el nacimiento
(7,8).

La determinacién de amilasa en suero humano fué in -
troducida en la qufmica clfinica desde hace aproximadamente
cien afios (9) ,constituyendo una prueba de rutina muy importan-
te en el diagndstico de las enfermedades del pdncreas, motivo-
por el cual se han descrito diversas técnicas para su determi-
nacién.

Todas estas t@cnicas van a emplear como sustrato a
la molécula completa del almid6n, el cual estd constituido por
una mezcla de polisacdridos: la amilosa que se encuentra en un
20% formada por cadenas sin ramificar dadas por 1las uniones al
fa 1, 4 glucosfdicas, y por amilopectina en un 80%, que consti-
tuye la mayor parte de la molécula y cuyo estructura presenta-
cadenas muy ramificadas dadas por las uniones alfa 1,6 glucosf
dicas. Ya que la amilasa es especifica para las uniones alfa

»1,4 la gran cantidad de amilopectina va a interferir en cierta

forma con su actividad enzimdtica.
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En 1938 Somogyi describif dos técnicas para la deter
minacién de la actividad de amilasa en 1fquidos ;rglnicos (s,
10,11); el mé&todo Sacarogénico y el m&todo Yodom8trico, cuyo
’ fundamento es ei siguiente:

1) En el método Sacarogénico se obtiene una forma

cién de azficares que provienen de la hidr8lisis que realiza la
amilasa sobre el almidén (7). Es un método lineal y exacto,
sin embargo cuenta con un inconviente: el sustrato es inesta -

ble por lo que debe prepararse diariamente, de tal forma que

no se pueden obtener resultados reproducibles de un dfa a otro.
2) El1 método Yodométrico se basa en la hidrflisis

del almidén. Durante este proceso se toman alicuotas de la mez
cla amilasa-almidén y se trasladan a tubos que continen Yodu-
ro de potasio, observindose la formacién de una solucién de co
lor "azul pGrpura" originada por el complejo "almidén yodo".

Los resultados de ambos métodos son expresados en U-
nidades Somogyi (US/100 ml). Cada unidad se define como 1la can
tidad de sustancia reducida (azlcar) que se produce durnte la
incubacién del suero en presencia de un amortiguador de almi -
dén como sustrato durante treinta minutos a 40°C, expresada co
mo miligramos de glucosa equivalentes a cien mililitros de sue
ro.

La primera técnica sirve como base de referencia pa-

ra el segundo método, pero es muy diffcil realizarla con repro
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dutidbilidad para personas con poca experiencia.

El método Yodométrico o Amilocléstico es probablemen
te el mds usado y hay varias modificaciones basadas en la de -
terminacién fotométrica de la mezcla "almidén yodo".

Algunos problemas con el método Yodométrico que dan
valores falsos son los siguientes:
1.~ Falsos negativos:

1) Tubos mal lavados.

2) Presencia de oxalatos y citratos en el suero.
2.- Falsos positivos:

1) Presenc?a de hem6lisis,

2) Tubos con residuos de jabén.

3) Contaminacién con saliva.

A pesar de ser éste un método sencillo, proporciona
resultados con poca reprodutibilidad, adn encontrindose los
valores dentro de los 1imites normales.

Debido a los inconvenientes antes sefialados, a par -
tir de 1957 se empez6 a utilizar una técnica descrita por Cara
way (12).

La técnica de Caraway es una modificacifn al método
Yodométrico y se dice que cuenta con algunas ventajas sobre el
procedimiento utilizado por Somogyi como son: realizarlo en me
nos tiempo, el anfdlisis es mds ffcil y el sustrato de almidén

es mds estable. Sin embargo la preparacifn frecuente de &ste
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hace que los resultados sean poco reproducibles dado que mide
1a produccifn inespecffica de azdcares reductores presentes en
la muestra como la maltosa (12),
Pese a todo é&sto, en nuestro medio, el método mis u-
sado parece ser el Yodométrico de Caraway, sin embargo recien-

temente comienza a ganar adeptos un método Cromogénico (Phade-

bas Amylasa Test, Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala Suecia),
cuyo sustrato es insoluble en agua y estd formado por cadenas
de polimeros de almidén que se encuentran tefiidas con un colo-
rante azul. Al ser hidrolizado el sustrato por la alfa-amilasa
se originan fragmentos azules solubles en agua y la absorban -
cia que se obtiene de esta solucién colorfida e§ proporcional a
la actividad de la alfa-amilasa presente en la muestra (fig. 1)
(13). ’

Este método nos proporciona mayor reprodutibilidad y
precisifn, siendo mis simple y seguro que las técnicas antes
mencionadas (13). '

Otra de las ventajas de utilizar este nuevo sustrato
cromogénico, es ‘el poder determinar las isoenzimas de amilasa
aumentando de esta forma la utilidad diagn6stica de la prueba
(14).

Hay que tener en cuenta que la actividad total de la
alfa-amilasa en suero, representa la suma de sus dos componen-

tes independientes: uno de origen no pancreitico, que por ser



FUNDAMENTO DEL METODO CROMOGENICO

POLIMERO DE AMILOSA
AZUL INSOLUBLE
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Figura 1.- Esquema que representa el fundamento de! método
Cromogénico (Phadebas).
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producido principalmente en las gléndulas salivales se le cono
ce comunmente como fraccifn salival ( S ) y otro producido
Gnicamente en el péincreas y que recibe el nombre de fraccifn
pancredtica ( P ).

Ademis de tener un origen difernte, se diferencfan
desde el punto de vista ffsico-qufmico en su contenido en car-
bohidratos. En l1la clinica su importancia estriba en la identi-
ficacién del sito de produccibén, como dijimos anteriormente,
la fraccién S se produce principalmente en las glidndulas salie
vales, sin embargo es secretada tambié&n por el pulmén, ovario,
trompas de Falopio, tumores y las glindulas mamarias y lagrima
les. Por otro lado la fraccifn pancredtica producida Gnicamen-
te en ese S8rgano, es considerada como un parimetro organoespe-«
cifico y es por lo tanto diagn6stico de enfermedad pancrefiti-
.ca.

Las actividades de estas fracciones en suero no guar
dan relacién entre si, pudiéndose encontrar independientemente
niveles altos, bajos o normales (fig. 2).

Las ténicas utilizadas para separar, distinguir y
cuantificar las isocnzimas de alfa-amilasa son 1las siguientes:

1.- Método de isoelectroenfoque (15).

2,- Método electroforético (16).

3.~ Método cromatogr&fico (15).

La separacifn mediante el uso de estos métodos se ba



RELACION DE LAS ISOAMILASAS PANCREATICA Y SALIVAL 7
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Figura 2.- Posibles combinaciones de las dos fracciones de la
amilasa en suero.
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sa en las diferentes cargas eléctricas que poseen las molécu -
las de las isoenzimas.

1.- El método de isoelectroenfoque separa a las isoa

milasas en base al punto isoelé&ctrico de cada una (fig. 3). La
amilasa sérica se puede separar en tres grandes picos que pre-
sentan generalmente el mismo tamafilo, apareciendo en ocasiones
otros picos menores. Estos tres picos mayores tienen puntos i-
soeléctricos aproximados de 5.9, 6.4 y 7.0, considerindose a
este Gltimo como la fraccifn pancredtica, debido a que desapa-
rece cuando se realiza en ensayo con sueros de pacientes pan -
creotectomizados.,

2.~ El m&todo electroforético se lleva a cabo en pla-

cas de acetato de celulosa, aplicando una corriente de 250 -
volts durante 90 minutos, utilizando para ello un sistema dis -
continuo de amortiguadores de Tris-barbital. Para el revelado -
se coloca sobre una delgada capa de agarosa al 1%, la cual se
encuentra tefiida con una tableta de Phadebas (Pharmacia Diag -
nostics AB, Uppsala, Suecia) por cada 2 ml de gel, y se¢ incuba
90.minutos a 56°C en una cimara hfimeda. Posteriormente se seca
la placa con aire y se determina densitométricamente las dreas
de los picos. De esta forma tendremos un pico que corresponde

a la isoamilasa que proviene del pincreas y otro para la isoa-
milasa salival,

3.- E1 método cromatogridfico necesita pasar primero
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el suero por una columna de Sephadex G~100 (2.5 cm x 10 cm) para
sépéra§ de esta forma la amilasa de otras protefnas presentes
en la muestra., Este filtrado se aplica a una columna QAE Sepha
dex A-50 donde mediante intercambio if6nico se obtienen las iso .
amilasas pancreftica y salival.

Debido a que estos procedimientos para la determina
cién de las isoenzimas de amilasa: son laboriosos y costosos,
no se habfa podido introducir esta prueba dentro de los andli
sis de rutina, Sin embargo, actualmente se ha descrito un méto
do cromogériico que utiliza un inhibidor que es extrafdo de las
proteinas del trigo (Tricticum aestivum), Este actGa directamen
te 'sobre la isoamilasa S inhibiende su actividad cien veces de
lo que inhibe a 1a isoamilasa P (9,14). De tal forma que al
adicionar el inhibidor al suero, la actividad remanente corres
ponderi a la isoamilasa P y mediante el uso de una curva estin
dar y controles enzimiticos se pueden calcular los dos componen
tes, Py S.

La identificacifn de la isoamilasa P puede aumentar
la utilidad diagn@stica de 1a prueba. Finalmente conviene men
cionar que en estudios previos se han encontrado diferentes va
lores de amilasa en sujetos sanos (13), La variaci6én en los ni
veles séricos de la actividad de esta enzima estdn relaciona
dos con el método usado y la poblacifn estudiada, variando de

acuerdo con la edad y probablemente con factores genéticos y
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dietéticos (13); por lo que consideramos que deben establecer -
se valores de referencia antes de incluir la determinacién de
isoamilasa en el conjunto de pruebas diagnésticas de patologfa

pancreitica.
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OBJETIVO

1) Establecer la precisifn del método cromogénico
(Phadebas Isoamylase Test, Pharmacia Diagnostics AB, Uppsa
la Suecia).

2) Conocer los lImites de referencia en una mues-
tra de poblacifn sana aduita de México.

3) Investigar las variaciones mids frecuentes de
las isoamilasas en el suero de enfermos con alteracifn de
los niveles de amilasa total en 1la poblacifn de pacientes
estudiados en el Laboratorio de Gastroenterologfa del Insti

tuto Nacional de 1a Nutricifn Salvador Zubirin.
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MATERIAL DE LABORATORIO

APARATOS .

- Agitador ~ Clay Adams

- Bafio de agua para incubacifn -~ Precision

- Centrffuga - Beckman TJ-6

- Espectrofotfmetro -~ Gilford Instrument Stasar III

- Reloj con segundero -~ General Electric

REACTIVOS.

- Agua destilada

- Estuche comercial de Pharmacia Diagnostics para Isoami-
lasa No. de lote 6179

- NaOH 0.5 N

VARIOS.

- Gradilla

- Jeringas de 5 ml

- Matraces Earlen-Meyer de 125 ml

- Pastillero

- Pipetds Gilson automiaticas ( 200 microlitros )
- Pipetas Gilson automiaticas ( 1000 microlitros )
- Pipetas graduadas de 5 ml

- Pipetor automdtico - Drumond Scientific Co.

- Probeta de 50 ml

- Tubos de 13 x 100 mm

- Vasos de precipitados de 100 ml
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MATERIAL CLINICO.

t.- Para estudiar la precisifn del método de laboratorio se
utiliz6 un suero control hecho de una mezcla de sueros de pa-
cientes, repartido en alfcuotas y congelado hasta el momen -~
to de su medzéidn.

2.~ Para obtener los valores de referencia se estudif el suero
de 270 adultos sanos (donadores de sangre no profesionales,
familiares de pacientes y personal médico y paramédico):

184 hombres de 15 a 53 afios y 86 mujeres de 18 a 62 afios.

3. De 225 muestras consecutivas (5-VII-83 a 5-VII-84) para de -
terminacién sérica de amilasa total en pacientes enviados
al laboratorio de Gastroenterologfa del Instituto Nacional
de la Nutricién Salvador Zubirdn, se seleccionaron 74 sue -

ros con niveles anormales de esta enzima.

L TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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METODOS

1.- Preparaci6n del Material.

El material de vidrio utilizado para esta prueba

se lava con agua y jab8n, se enjuaga bien y posteriormente se le

da otra enjuagada con agua bidestilada, con el fin de quitar

cualquier residuo de sustancia jabonosa. Se seca en horno a 150°C,

Y se almacena en un sitio especial para evitar contaminaci6n son

sudor o saliva.

2.- Preparacifén de Reactivos.

El1 equipo de "Phadebas Iscamylase test" consta de

upa curva estfndar (fig. 4) y 5 frascos conteniendo:

1)

2)
3)

4)
5)
Se

y se procede

Sustrato en tabletas formado por cadenas de polimeros
de almidén tefiidos con un colorante azul,
Amortiguador concentrado de NaN3 al 0.05%.

Inhibidor liofilizado extraido de las proteinas del
trigo.

Estfndar humano de amilasa pancredtica liofilizado.
Estdndar humano de amilaSa salival liofilizado.
utiliza agua destilada para reconstituir el equipo

a preparar los reactivos:

Inhibidor diluido: Mezclar 1 parte de inhibidor re -

constituido,

1 parte de amortiguador concentrado y 40 partes de

agua destilada.

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN
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Figura 4.- Curva estindar y valores de referencia de Phadebas Isoamylase Test.
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Amortiguador diluido: Mezclar 1 parte de amortiguador
concentrado y 40 partes de agua destilada.

3.- Toma de 1la Muestra.

Después de 12 horas de ayuno, se toman 5 mililitros
de sangre en tubo de 13 x 100 mm sin anticoagulante, el suero -
es separado por centrifugaci8n después de incubar la sangre -

30 minutos a 37°C.

4.- Determinacifn de las Isoamilasas.

Una vez que los pasos antes mencionados han sido

realizados se lleva a cabo la siguiente técnica:

1) Por cada muestra se utilizan 2 tubos de 13 X 100 mm marcados
como R (remanente) y T (total).

2) A los tubos R se les agrega 4 ml de inhibidor dilufdo y 200
microlitros de problema.

3) A los tubos T se les agrega 4 ml de amortiguador diluido y
200 microlitros de problema.

4) Incubar todos los tubos a 37°C durante 5 minutos.

5) Agregar una tableta de sustrato y agitar durante 10 segundos.

6) Incubar a 37°C durante 15 minutos (el tiempo se debers mar-
car con reloj segundero).

7) Detener la reaccifén exactamente a los 15 minutos con 1 mili-
litro de NaOH 0.5 N, y agitar (agitador Clay Adams) durante

10 segundos.
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8) Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm,
9) Leer en espectrofotf6metro a 620 nm contra blanco de agua.
En cada ensayo se procesan el estdndar pancreftico y
sal;val, asf como un blanco de agua.
5.- Célculos.

La densidad 8ptica (D.0.) de las muestras se in-
terpola en la curva estindar, con estos resultados se obtiene
la relacifn R/T, tanto para los problemas como para los estén-
dares,

Para poder calcular los valores de los estidndares se

debe emplear la f6rmula siguiente:

D.0O. R
—_— = a Amilasa del estdndar pancreftico
D.O. T
Yy
D.O..R '
- = b Amilasa del estidndar salival
"D.O. T

Para obtener el resultado de los problemas se susti-
tuyen los valores de las D.O. encontrados en cada caso en la
siguiente f8rmula para la actividad de amilasa pancredtica:

R- T -0
P& e
a->
La actividad de amilasa S se obtiene restando la P -

de la total ( S =T - P ).
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Si la muestra se diluye, debe corregirse la dilucién
antes de calcular las actividades de amilasa P y S.

Los resultados se expresan en ukat/1l, que es igual a
1 umol/s.L y que corresponde a 60 U/1.

Los valores esperados en sujetos sanos de acuerdo al
instructivo comercial se encuentran en la figura 4.

5.- Precisifén del método.

Se estim6 a partir de la variabilidad intra e in
terlotes, haciendo mediciones repetitivas en sueros controles.
La variabilidad intralotes resume las mediciones efectuadas en
un mismo suero 5 veces en un mismo dfa durante 3 dfas consecu-
tivos. La variabilidad interlotes se refiere a las mediciones
en un mismo suero, efectuadas cada dfa, durante 15 dfas no con-
secutivos en un plazo de 5 semanas. Los resultados se expresan
como coeficiente de variacién (C.V.).

D.s. ° 100
cCV.oe oo
X

6.- Andlisis de los resultaéos.

1) Se establecieron los 1imites de referencia
utilizando los percentiles 5-95% (17) para cada década en ambos
sexos. Ademids se calculé la media y la desviacifn estdndar de
cada grupo.

En cada poblacifén (hombresy mujeres) se compararon
los valores por décadas mediante la prueba U de Mann - Whitney.

La comparacifn entre las diferentes poblaciones (hombres contra
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mujeres) de acuerdo a la edad, se hizo mediante la prueba de
varianza de una via de Kruskal-Wallis. Se consider6 diferen -
cia estadistica significativa una P < 0.05 (18).

2) Se determinaron las isoamilasas en 74 sueros que
presentaron valores anormales de amilasa total en base a nues-
tros valores de referencia encontrados, separindose en 2 gru -
pos: 49 con hiperamilasemia y 25 con hipoamilasemia. Se anot8
la distribuci8n de las fracciones (pancredtica y salival) para

cada grupo.
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RESULTADOS
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1.- Precisién del Mé&todo.

Los resultados se resumen en el cuadro 1.

2.- Limites de Referencia.

La distribuci6én de los valores obtenidos puede
observarse en las figuras 5 a 11.

Los resultados de amilasa total y sus isoenzimas
en promedio y percentiles se expresan para cada década y por
separado para hombres y mujeres en los cuadros 2 y 3 respecti-
vamente.

Los valores del grupo total de 270 voluntarios
sanos se encuentran en el cuadro 4.

La media de 10s niveles de amilasa en suero encon-
trado por nosotros es mayor que la esperada por la casa comercial
(fig. 4).

3.- Los 74 sueros con amilasa total anormal estaban
constituidos por 49 hiperamilasemias y 25 hipoamilasemias
(fig. 13).




Cuadro 1.- Comparacién de la precisifn intra e interlotes.
Coeficiente de variacifn expresado para la ami-

lasa total y sus isoamilasas.

AMILASA AMILASA AMILASA
TOTAL PANCREAT ICA SALIVAL
PRECISION N
Meola | cv. | meota [c.v. | meora | c.v.
pkat/y | x| ukatn | % pkat/y | %
INTRALOTES 15 419 |2.37 | 2.3;1 4.44 1.83 | 10.05
INTERLOTES 15 4,32 J2.31 | 2.585 8,63 1.77 | 14.70
TESIS CON
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J

140 50 V171V
00 SIS

\é

AMILASA TOTAL EN 184 HOMBRES SANOS

20 z.
1 —
15 4 1
o 1 ]
5 J}
- _'TLI
— | —- Jﬁ ].
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
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Cuadro 2.- Valores de amilasa total y sus fracciones, pancreitica y
salival, en 184 hombres sanos. Los resultados se expresan

FALLA DE ORIGEN

en ukat/1.
PERCENTILES ( % )
- AMILASA EDAD N :1:212/{_)0.5.

(afios) pha s | s0 | es

< 19 | 25 nn+1a 2.14 | 3.29 | 6.30
T 20-29 | 25 3.65 % 1.31 1.49 | 3.45 | 6.03
0 30-39 | 48 4.04 ¥1.22 2.26 | 4.12 | 6.31
T 40-49 | 29 3.52 ¥ 1.12 1.82 | 3.47 .25
A > 50 | 4 2.15 % 0.80 2.09
L GRUPO

TOTAL ]184 3.72 + 1.27 1.87 | 3.50 { 6.00
A
N < 19 { 25 1.38 + 0.44 0.51 | 1.44 | 2.12
c 20-29 | 78 1.57 ¥ 0.95 0.38 | 1.38 | 3.80
R 30-39 | 48 1.96 ¥ 1.10 0.44 | 1.79 | 3.77
E 40-49 | 29 1.71 ¥ 0.71 0.27 | 1.56 | 3.12
A > s0 4 0.94 ¥ 0.38 0.90
T GRUPO
1 TOTAL |184 1.65 + 0.92 0.44 | 1.50 | 3.42
c
s < 19 | 25 2.39 + 1.45 0.57 ] 1.85 | 5.51
A 20-29 | 78 2.06 ¥ 1.21 0.47 | 1.90 | 4.3&
L 30-39 | 48 2.07 ¥ 1.08 0.31 1.94 | 3.75
1 40-49 | 29 1.90 ¥ 1.19 0.3¢ | 1.78 | 4.37
v > 50 4 1.21 ¥ 1,02 1.16
A GRUPO
L TOTAL |184 2.07 + 1.20 0.40 | 1.86 | 4.90

e
TESIS CON




Cuadro 3.- Valores de amilasa total y sus fracciones, pancreftica y
salival, en 86 mujeres sanas. Los resultados se expresan

en pkat/l.
AMILASA EDAD | MEDIA + D.S. PERCENTILES ( %)
(anos) (ukat/T) 5 ] % | %
< 19 6 4.35 + 1.33 4.05
7 20-29 30 3.49 ¥ 1.02 1.95 | 3.24 | 5.74
(] 30-39 30 3.58 ¥ 0.96 1.61 ] 3.50 | 5.74
T 40-49 10 3.59 ¥ 1.08 3.55
A > 50 10 3.72 ¥ 0.82 3.69
L GRUPO
TOTAL 86 3.62 + 1.00 2.11 | 3.0 | 5.51
+
A
N < 19 6 1.53 + 1.42 1.10
c 20-29 30 1.47 ¥ 0.64 0.41 | 1.39 | 2.41
R 30-39 30 1.61 ¥ 0.70 0.33 | 1.64 | 2.90
E 40-49 10 1.51 ¥ 0.57 1.61
A > 5 10 | "1.53 ¥ 0.50 1.60
T GRUPO
EI TOTAL 86 1.53 + 0.70 0.39 | 1.60 | 2.56
s < 19 6 82 + 1.00 2.64
A 20-29 30 2.1 ¥ 1.04 0.23 | 2.03 | 4.00
L 30-39 30 1.96 ¥ 0.97 0.32 | 1.92 | 3.74
1 40-49 10 2.08 ¥ 0.89 1.68
v > 50 10 2.19 ¥ 0.51 2.16
A GRUPO
L TOTAL 86 2,10 + 0.94 0.49 | 2.01 ) 3.72

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Cuadro 4.- Valores de amilasa total y sus fracciones, pancreStica y

salival, en 270 adultos sanos. Los resultados se expresan

en pkat/l.
miLasa | Eoap | MEDIA + D.S. PERCENTILES ( %)
(aﬁos) (ﬂk't/n 5 i 50 J 95
< 19 3 3.82 + 1.24 2.22 | 3.35 | 6.20
T 20-29 | 108 3.60 ¥ 1.23 1.82 | 3085 | 5.96
0 30-39 | 78 3,86 ¥ 1.15 2.21 | 3.79 | 5.26
T 40-29 39 36371016 1.94 | 347 | 6.20
A > 50 14 327 ¥1.07 337
L GRUPO
ToTAL | 270 3.69 +1.19 1.98 | 3.50 | 5.95
A
N < 19 3 1.41 + 0.70 0.39 {1.40 [2.11
c 20-29 | 108 1.5 ¥ 0.87 041 [ 137 | 320
R 30-39 78 1.83 ¥ 0,98 041 [1.71 | 340
E 40-49 39 1.66 ¥ 0.68 037 | 162 | 308
A > 50 1a 1,36 ¥ 0.53 1.41
T GRUPO
i TotAL | 270 1.62 + 0.86 0.95 | 1.50 | 3.26
s < 19 31 2.47 +1.37 0.63 | 2.00 | a.67
A 20-20 | 108 2,07 ¥1.17 0.42 [ 1790 |a.04
L 30-39 78 2,02 % 0.99 0.3¢ | 1798 | 3.69
1 30-49 39 1.97 ¥ 1.11 37 | 1078 | 430
v > 50 14 1.91 ¥ 0.80 2.07
A GRUPO
L TotaL | 270 2,08 +1.13 0.46 | 1.01 | 4.09

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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RELACION DE LA ISOAMILASA PANCREATICA Y SALIVAL

HIPERAMILASEMIA (n=49)
FRACCION SALIVAL

p ‘ 4 Normal t
A
: N 1 0 0 0
A C
c R
g E Normat 0 5 8
81
Noe | 3 23 9
A
HIPOAMILASEMIA (n=25)
FRACCION SALIVAL
Normal
p
oA 0 7 0
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g ER Normal 4 12 0
:
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A

Figura 13,- Distribucidn de las fracciones de amilasa en
suero con niveles anormales de amilasa total

(ver figura 2).
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POBLACION ESTUDIADA 91 - 103 nr - 13
Intervalo de Confianza 95%
PHARMACIA DIAGNOSTICS 84+ 78%*
TSIANOS y Cols,
Ingleses 104 + 6% 97 + v
Asidticos 160 + 25* 156 + 14*
Antillanos 138 + 30* 245 + 28%
(Lancet 1:856, 1982)
76 + 3+ 120 + 6*

ELLIS y Cols.

(D16.DIS.SCI. 27:10, 1982)

**  Media
* Media y E.S.

Cuadro 5.-"Intervalo de confianza de 1a Poblacidn

presentados por otras poblaciones. R

estudiada, comparado con los valores
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1.- El1 método usado para la determinacifn de la ac-
tividad de la amilasa posee un sustrato altamente especifico
a la accidn enzimitica, por lo que su afinidad para la amilasa
resulta ser superior a la de los métodos informados previamen

te.

2.- El color producido una vez efectuada la reaccifn
enzimitica es estable durante 24 horas a temperatura ambiente,
se encuentra libre de inteferencias por hemoglobina; bilirru -
bina y azficares. En caso de que el color resultante fuera muy
concentrado, se puede diluir directamente con agua destilada,
sin que exista la necesidad de repetir todo el andlisis, ya -
que la curva de calibracidén que se proporciona en cada lote -
comercial es lineal (35 - 1000 U/1), ademds de que los resul -
tados también se pueden calcular ficilmente a través de un fac

tor de conversién (ver figura 4).

3.- E1 coeficiente de viariacién obtenido en nues -
tro medio para la determinacifn de amilasa total (2.31%) y -
sus isoenzimas (pancreidtica 8.6% y salival 14.7%) se encuentra

dentro de los 1lfmites aceptables (19).

4.- Sc observaron ligeras diferencias entre cada una
de las décadas de la vida de la poblacibn estudiada tanto para
amilasa total como para sus isoenzimas (cuadro 4). Sin embargo,

s6lo se encontr8 diferencia estadfsticamente significativa al
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al analizar la poblacién global de hombres y mujeres en re-
lacién con la fraccién pancreftica, la cual se encontré en
niveles mds elevados en la cuarta década de la vida (figura
12).

5.- No se encontraron diferencias significativas
con respecto al sexo, por lo que los valores de referencia
podrian expresarse en forma conjunta para toda la muestra

de la poblacifn estudiada (cuadro 4),

6.- Nuestra poblacifn estudiada para establecer los
valores de referencia mostr6 niveles de amilasa total y sus
fracciones, mds altos que los recomendados por la casa come-
cial. Este aumento estd dado predominantemente por la frac -

cién salival (cuadro 4).

7.- Los sueros estudiados en los pacientes con al-
teracibn de los niveles de amilasa total mostraron principal-
mente variaciones en la actividad de amilasa pancreftica co--

mo puede verse en la figura 13.
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Con este nuevo método de determinaci6én de amilasa,
el laboratorio proporciona 4 resultados, el de la amilasa
total, la fraccifn pancredtica, la fraccifn no pancreitica
y la relacifn entre ambas isoenzimas, para 8sto se emplea
una cantidad minima de suero de 400 microlitros y el tiempo
requerido para el andlisis es de 45 minutos aproximadamente,
por lo que puede incluirse dentro del grupo de exdmenes del
laboratorio de rutina y de urgencia, Los resultados del es-
tudio de precisifn muestran un coeficiente de variacifn -
aceptable tanto para intra e interlotes, tomando en cuenta
que se estd trabajando con enzimas para las cuales este sue-
le ser mis amplio (19). Para el caso particular de la amila-
sa total, el coeficiente de variacifn se ha logrado dismi -
nuir, ya que estudios previos (13) en este Instituto infor -
man un coeficiente de variacifn del 5% y en la actualidad se
encuentra en un 2.31%. La diferencia entre estos valores pu-
dieran explicarse en base a que antes se utilizaba agua des-
tilada como diluyente, misma que fué sustitufida posterior --
mente por una solucibn amortiguadora de NaN3 al 0.05% que se
incluye en el equipo comercial (Ver pag. 19).

Nuestra poblacidn de sujetos sanos estudiada -

(n = 270) no sigue una distribucién normal o gaussiana como
se muestra en el polfgono de frecuencias de la figura 9,

sino que tiende a desplazarse hacia valores elevados, por

TESISCON |
PALLA DE ORIGEN |
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1o que consideramos conveniente expresar los resultados en
términos de mediana y diversos percentiles de interes clini
co (5, 50 y 95%) ya que se incluye una muestra mas represen
tativa de la poblacifén sana. Este hallazgo ya habfa sido in
formado por nuestro laboratorio en relacifn a amilasa total
en un estudio previo (13).

Tomando en cuenta un intervalo de confianza del
95% para nuestros resultados de isoenzimas y comparindolos
con los valores informados por otros autores (cuadro 5)
(21,23) vemos que nuestra poblacifn tiene: por un lado, ni-
veles mds elevados que los dados por la casa comercial, que
los encgntrados en una poblacifn de britdnicos estudiados
por Tsianos (21) y en una muestra de sujetos norteamericanos
estudiados por Ellis (23); y por otro lado, fueron menores
que los informados por una poblacifn de asifiticos y antilla-
nos (21).

Ha sido demostrado en estudios genéticos y bioqui-
micos que las isoamilasas se producen en dos loci diferen-
tes, uno para la fraccifn no pancreitica (AMYI) y otro para
la fracci6n pancreitica (AMYZ), constituyendo de esta forma
un sistema polimorfo Gnico. Estos loci se encuentran localj
zados muy cerca a lo largo del brazo corto del cromosoma 1:
los genes producidos codifican para cada alelo, los cuales

se encuentran sujetos a modificaciones post-transcripciona-
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les que dan como resultado la produccifn de mGltiples isoen
zimas (22).

Por otro lado hay que considerar que las diferen-
cias en la composicifn de l1la dieta repercuten en forma im-
portante en el contenido enzimitico del pAncreas, lo que po
drfa determinar, al menos en parte, los diversos niveles de
amilasa encontrados en las poblaciones mencionadas.

Hasta ahora los datos existentes no permiten ider
tificar la importancia relativa que tiene cada uno de estos
factores ( dieta vs. carga genética) en el resultado final
de la secrecifn pancreftica (13,21), Es mids, recientemente
se ha informado que cambios- drdsticos en la composicién bi
sica de l1la dieta (carbohidratos, grasas y proteinas), modi-
fican considerablemente la proporcién del ARNm de las célu-
las ex6crinas del péncreas a nivel de la transcripcién geng
tica, La causa primordial parece ser la adaptacién depen -
diente del sustrato en la proporcif6n de enzimas pancreiti -
cas presentes en la secrecifn del pincreas (24).

Todo lo antes mencionado apoya la necesidad de es
tablecer valores de referencia no s6lo de acuerdo al método
de laboratorio que se emplee, ya que todas estas determina-
ciones fueron realizadas utilizando el mismo método cromogé
nico de Phadebas, sino también de acuerdo a cada subpobla -

cidn étnica.
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La importancia prictica de establecer valores de
referencia propios se aprecia mejor considerando que si se
‘utiliza el 1fmite superior proporcionado por la casa comer
cial, el 81 de los sujetos mexicanos adultos normales de
todas las edades, scrfan catalogados falsamente como anor-
males y por tanto sometidos a otros estudios para estable-
cer la causa de la lesién pancredtica. Por otro lado, de
acuerdo con la literatura extranjera, el 11% de nuestra po
blacién rebasa el 1imite superior para la amilasa total,
el 13% para la amilasa pancreiAtica y el 25% para la amila-
sa salival (20).

En nuestra poblacifén adulta mexicana tenemos que
la fracci6n predominante es la no pancreftica o salival
(56%): mientras que la fraccifn pancreitica se encuentra en
Qn.44i;'ésto podria explicarse debido a que las fracciones
ndipéhéteéticas se producen en multiples 6rganos, mientras
qﬁésia pancreftica se origina s8lo en el pincreas, de ahf
QQelse considere como un parfmetro especifico de enfermedad
}de este 6rgano, Esta relacifn entre las fracciones pancrei:
"tica y salival es la habitualmente encontrada en individuos
sanos, aunque los limites de valores observados pueden ser
ahplios (23).

Otro hallazgo interesante de este estudio fué la

distribuci6n de los valores de la fracci8n pancreitica con
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respecto a la edad, vemos como nuestros sujetos estudiados
que se encontraban entre 30-39 afios tuvieron niveles para
la fraccifn pancrefitica superiores a los encontrados en los
otros grupos., Este pico en la cuarta década de la vida re
sult8 ser estadisticamente significatiﬁo, de hecho el 7.7%
de los sujetos que se encontraban en esta década presenta
ron valores superiores al promedio sefialado para el grupo
total (cuadro 4).

En el estudio actual logramos identificar que es
a expensas de la isoamilasa pancreitica la elevacién infor
mada antes para amilasa total (13) y que no ha sido encon
trada en otra serie de estudios en adultos. Existe un traba
jo previo en donde por un método de isoelectroenfoque se en
contrd una variacifn de las isoamilasas dependiente de 1a
edad en adultos, con descenso de la fraccifn pancrefitica en
la cuarta década de la vida (25).

En otro estudio, Skude en 1975 (26) inform6 sobre
el incremento progresivo de las amilasas salival y pancred
tica en la infancia, considerando que la primera alcanza el
nivel '"adulto' a los 5 afios y la segunda entre los 10 y los
20 afios de cdad. Desafortunadamente, su grupo de adultos
fué poco numeroso y disperso por lo que no pudo apreciar
m4s variaciones.

El contar con un método de laboratorio altamente

ESTA TESIS NO SALE
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especffico para la determinacién de la amilasa y sus isoami
lasas, nos permite identificar claramente el origen de una
hiperamilasemia (16); el determinar las isocamilasas puede
indicar si la elevacifn es por la fraccién pancredtica como
ocurre en pancreatitis aguda o pseudoqufste del pincreas
(28,29) o si bien esta elevacifn es debida a las fracciones
no pancreafticas, por ejemplo: parotiditis o politraumatiza
dos (30,31). Desde el punto de vista clfnico esta prueba
ha sido de gran utilidad para el diagn8stico temprano de
muchos pacientes, permitiendo un tratamiento oprtuno y evi
tando que se sometan a estudios mis complicados y costosos.
Por otro lado, la determinacifn de amilasa total
no permitfa identificar aquellos pacientes que teniendo una
amilasa total normal, la fracci6n pancreidtica se encontraba
disminuida, como es el caso de los pacientes que cursan con
pancreét1t1s cr6n1ca, en qulenes la determinacién de amilasa
pancreatlca txene alta sens1b111dad (27).

En nuestro grupo de pacientes se observ8 altera

c16n P 1nc1palmente a expensas de la amilasa pancredtica,
vlo q?ekrefleJa las caracterfsticas de la poblacién atendida
gﬁ €1 Instituto Nacional de 1la Nutricién Salvador Zubir@n,
esadecir adultos con problemas gastrointestinales, en este

caso particular enfermos con pancreatitis aguda y crénica,
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RESUMEN
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La determinacifn de la actividad de la alfa-amilasa
total ha sido desde hace mucho tiempo un examen usado en el
laboratorio de rutina para detectar dafio pancredtico; sin
embargo, este método no permite distinguir claramente el ori
gen de la hiper o hipoamilasemia. En la actualidad contamos
con un equipo comercial (Phadebas Isoamylase Test) el cual
estd constituido por un sustrato cromogénico altamente espe
cifico a la accifn enzimdtica, un inhibidor que va a actuar
directamente sobre las fracciones salivales, y de esta forma
el laboratorio proporciona 4 resultados: el de la amilasa
total, la fracci8n pancredtica, la fraccifn salival y la re
laci6én entre ambas isoamilasas, Se puede realizar en cualquier
laboratorio de rutina, a un costo aceptable, requiere de tan
s6lo 400 microliros de suero, y se lleva a cabo en 45 minutos
aproximadamente.

Un aspecto importante a considerar es la obtencién
de valores de referencia no s6lo en cuanto al método de labo
ratorio, sino también a cada subpoblacifn €tnica. Ya que en
base a nuestros resultados, tenemos valores mis altos que los
informados en poblaciones de anglosajones y norteamericanos,
pero mis bajos que en estudios realizados en asifiticos y anti
llanos.

De los pacientes que presentaron una amilasa total
anormal, el determinar sus isoamilasas nos permiti6 estable
cer de una forma fdcil y precisa el tipo de enfermedad pan

credtica a 1la que corresponden.



BIBLIOGRAFIA

(53)‘



10.-

11.-

12.-

14. -

sY

Foster, M Jr.: Notes on amylolytic ferment. J. Anat. Phy -
siol I: 107, 1866-67.

Stocks, P.: The quantitative determination of amylase in-
blood, serum and urine as an aid to diagnosis. Q.J. Med.,
9: 216, 1916.

Elman, R., Arnenson, N. and Graham, E.A.: Value of blood-
amylase estimations in the diagnosis of pancreatic disea-
se: A clinical study. Arch. Surg., 19: 943, 1929.

Worthington Enzyme Manual. Editor - Lillian A. Decker.
Worthington Biochemical Co. 1977, pags. 173-179.

Davidson, I. and Henry J.B.: Todd-Snaford, Clinical Dia
nosis by Laboratory Methods. W.B, Saunders Co., Philadel-
phia, 1974, pags. 877-881.

Somogyi, M.: Diastatic activity of human blood. Arch. In-
tern. Med, 67: 665, 1941,

Searey, R.L., Hayashi, S. and Berk, J.E.: A new microsac-
charogenic method of serum amylase determination. Am. J.
Clin. Pathol., 46: 582, 1966.

Berk, J. E.: Serum amylase and lipase: Newer perspectives.
A.M.A., 199:98, 1967.

Mc Geeney K.F.: Isoamylase S-type amylase P-type amylase,
Phadedoc 9, 1979. Diagnostic Communications, Pharmacia
Diagnostics AB, Uppsala Sweeden.

Henry, R.J. and Chiamori, N.: Study of saccharogenic me-
thod for determination of serum and urine amylase. Clin.
Chem., 6:434, 1960.

Somogyi, M.: Micromethods fcr estimation of diastase. J.
Biol. Chem., 125: 399, 1938,

Willijan B. Salt II, M.D., and Steven Schenker, M.D.: Amy-
lase - Its Clinical Significance: A review of the lite-
rature. Medicine, Vol. 55 No. 4, 1976,

Galvan, E., Ponce de Le6n, S., Loria, A., Robles-Dias, G.
Valores de referencia para amilasa en una muestra de la po
blacifn mexicana. Variaciones de acuerdo a la edad. Rev.
Invest. Clin. (Mex.), 36:109-114, 1984,

Berk, J.E. MD., Simon, D., Fridhandler, L.: Inhibitor-
test for amylase isoenzymes - Comparison with simpli -
fied Chromatographic method. A.J. Gastroenterology 75
128-131, 1981,




ss

15.- Berk, J.E.: Clinical aplication of Isoamylase Analy-
sis. Clinical Biochemestry 12:264-266, 1979,

16.- Koehler, D.F., Eckfeldt, H., and Levitt, MD.: Diagnos-
tic value of routine Isoamylase assay of hyperamylase-
mic serum. Gastroenterology 1982: 82: 887-90.

17.- Herrera L: The precision of percentiles in establi -
shing normal 1imits in medicine. J. Lab.Clin. Med., 52:
34, 1958.

18.- Siegel S: Estadfstica no paramétrica. México. Ed. Tri-
llas 1975, pdg. 143,

19.~ Frei, J.: Quality COntrol in Clinical Enzymology. Cli-
nical Chemestry Central Laboratory, Centre Hospitalier
Universitaire Vaudois, Ch-1011 Lausanne, Switzerland.

20.~ Magid, E., Frost-Larsen, K., Isager, H., Manthorpe, R.
and Prause, J.U.: Serum Isoamylases in Sjogren's Syn-
drom. Concentration Levels and Intra-Individual Varia-
tion. Scand.J.Rheumatology 12:129-132, 1983.

21.- Tsianos, E.B,, Jalali, M.T., Gowenlock, A.H. and Bra-
anza, J.M.: Ethnic hyperamylasemia: clarification by-
isoamylase analisis, Clin, Chem. Acta. 124: 13-21, 1982,

22.- Merritt, A.D., Rivas, M.I,, Ward, J.C.: Human amylase-
%221: evidence for close linkage. Nature 1972, 239:
~244,

23.~- Ellis, C., Koehler, D.F., Eckfeldt, J.H. MD., Levitt,
Ph.D. and M.D, MD.: Evaluation of an Inhibitor Assay-
to Determine serum Iscamylase Distribution. Digestive
and Diseases and Sciences, 27(10), 1982,

24.- XV Meeting of the European Pancreatic Club(Abstrac).

25.- Bossyt, P.J., Van de Bogaert, R., Scharpé, S.L., and
Van Maerche, Y.: Relation of Age to Isoenzyme Pattern-
and Total Activity of Amylase in Serum. Clin. Chem.
27:3: 451-454, 1982.

26.- Skude, G.: Sources of the serum Iscamylases and their-
normal range of variation with age. Scand.J.Gastroente
rol, 10:577, 1975,

27.- Gil, S., Ramirez, J.C., Chdvez, M., Sierra, 0.: Dilau-
rato de Fluoresceina, sumamente ficil, moderadamente
atil en la evaluacién de 1la funcién ex6crina de pén-
creas. Rev. Gastroent. Mex. 49:323, 1984.

TESIS CON
EALLA DE ORIGE |

FOTDRICPRNPIE SR



28.-

29.-

30.-

31.-

Uscanga, L., Rosado, L.J., Robles-Dfaz, G., Campuzano,
M.: Diagn8stico y tratamiento de Pseudoquiste Pancred-
tico. Rev. Investi. Clin. (Mex.) 35:15-20, 1983,

Kolars, J.C., Ellis, C.J. and Levitt, M.D.: Comparision
of serum Amylase Pancreatic Isoamylase and Lipase in
Patients with Hyperamylascmia, Digestive Diseases and
Sciences 29:4: 289-293, 1984,

Greenlee, T. MD,, Murphy, K. B,S., Ram, M.D. MD., Ph.D.
Amylase Isoenzymes in the Evaluation of Trauma pa-
tients. The American Surgeon 50: 637-640, 1984,

Goyne, W,B., DDS, and Alexander J.M. DDS., Va, R.: Use
of fractionated amylse to distinguish between pancrea-
tic and parotid injury: report of cases. J.Oral.Surge-
ry 38:522-524, 1980.

S6

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN |



	Portada
	Índice
	Introducción
	Objetivo
	Material
	Método
	Resultados
	Conclusiones
	Discusión
	Resumen
	Bibliografía



