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Consideramos innecesario insistir sobre la impor-
tancia de los enzimas como sistemas rectores y ad-
ministrativos del metabolismo. El lector que con-
sulte asiduamente la bibliografia biogquimica actual
se habra dado perfecta cuenta de que ¢l porcentaje
de publicaciones que directa o indirectamente se re-
fieren a los enzimas es de una superioridad 1I3111-
madora en nuimero e interés. Este trabajo, unién-
dose a los aparecidos recientemente en Espana so-
bre temas relacionados ' reune los datos que he-
mos considerado sobresalientes acerca de la impor-
tancia actual y previsible de los enzimas en el campo
del diagnéstico elinico. Cuando se conozea la etiolo-
gia iltima de los fendmenos patolégicos y las con-
liciones reales de los estados normales, la trascen-
dencia de estos agentes cataliticos que dan tono a las
reacciones bioquimicas, que dinamizan los compo-
nenfes del organismo, tendra la luz propia de lo que
&8 base y fundamento. Es l6gico que, siguiendo las
élapas normales de prospeccién, la Enzimologia ha-
¥a ocupado el primer plano, sustituyendo a la Fisio-
logia, 1a cual, a su debido tiempo, sustituyo a la Ana-
tnml‘r, Nada es menos importante, pero lo ultimo
n tiempo pasa a ser lo primero en lugar.

Si se piensa en las circunstancias fisicoquimicas
que deben eoncurrir para la actividad fisiologica de
105 enzimas, en que las vitaminas y oligoelementos
Son componentes de los fermentos, y que las hormo-
Nias son efectores de su accién, se comprendera que,
Pricticamente, todo estado patolégico es consecuen-
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v todo tratamiento terapéutico eficaz es el que res-
tablece las condiciones biologicas adecuadas.

La Quimica-Clinica podriamos definirla como aque-
lla parte de la ciencia analitica que estudia las ano-
malias quimicas provocadas por un agente patégeno.

La expresion de PeETERs de lesion bioguimica ha
aportado a la Patologia General un concepto nuevo.
Como senalan JAYLE y SCHAPIRA ** expresa la idea de
que los trastornos patologicos pueden desencadenar-
se por alteraciones bioquimicas de los tejidos. Se
distinguen dos categorias: las que son primarias o
patogénicas se sitiian al nivel de la estructura mo-
lecular de los tejidos donde interesan preferente-
mente a los enzimas y sistemas enzimaticos; repre-
sentan la forma submicroscépica de la lesion anato-
mica. Las lesiones bioguimicas, secundarias a las pre-
cedentes, son anomalias que provienen de la alteracion
en ¢l funcionamiento de un fermento, lo que da lu-
gar a que la reaccién que €l cataliza normalmente es-
té disminuida, bloqueada o desliada; esto puede aca-
rrear la ruptura de un equilibrio normal, que modi-
fica las cantidades de ciertos metabolitos, haciendo
aparecer unos o desaparecer otros.

El que la anatomia quimica del medio interior
pueda ser desviada de sus normas y, por tanto, que
la lesién bioquimica sea accesible al analisis clinico,
es de la mayor importancia para el diagndstico, de-
biendo considerar la posibilidad de que esas varia-
ciones repercutan en los enzimas mismos existentes
en los tejidos del organismo en general y del tejido
sanguineo en particular, asi como en los liquidos de
secrecion y excrecién y, muy especialmente, entre
estos 1ultimos, en la eliminacion urinaria.

Multiples son las causas que pueden determinar
la llamadas lesiones bioquimicas, pues si bien son
siempre patogenas, su naturaleza puede ser gené-
tica, quimica, fisica, microbiana, parasitaria, ete.

La ausencia de un gene, por ejemplo, tiene como
consecuencia la pérdida de facultad de la sintesis
citoplasmatica del biocatalizador que le correspon-
da. Si se trata de una desmolasa se puede romper
o aminorar la eficacia de una cadena metabdlica, lo
que se traduce en la aparicion de una sustancia anor-
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mal o en la desaparicion de un compuesto habitual
(albinismo, porfirias congenitales, cistinosis, etc.).

Las enzimopatias congénitas o estados disenzima-
ticos congénitos ocupan, en efecto, un lugar de es-
pecial trascendencia entre los problemas teratologi-
cos, La oligofrenia fenil-pirtivica, alecaptonuria, ga-
lactosemia o enfermedad de Kalckar, tesaurismosis,
hiperlipemia esencial, uricemia idiopatica, etc., son
ejemplos de defectos enziméticos congénitos que pue-
den dar clara idea del volumen e interés de este ca-
pitulo.

Las llamadas enfermedades moleculares de Pau-
ling son consecuencia de una anomalia estructural
y hereditaria de una molécula citoplasmética. Re-
cordemos la existencia de diferentes hemoglobinas
y la posibilidad de una enfermedad molecular que
va desde una anemia ligera a una grave, por la pre-
sencia de un determinado tipo de hemoglobina
(anemia falciforme, thalasemia, etec.). No olvidemos
también, por ejemplo, la posibilidad de una enfer-
medad molecular en relacién con las lipoproteinas
beta, que aparecen en la sangre de los ateromato-
sos, y entrando en un campo mas especulativo y res-
haladizo, podria relacionarse la etiologia del cancer
con un vicio de estructura y sintesis nucleoprotidica,
consecuencia de un estado disenzimatico inducido.

El hecho de que multiples procesos quimicos pue-
den dar lugar a lesiones bioquimicas es conocido des-
de hace ya muchos afios. ;Qué son sino las que de-
nominamos carencias vitaminicas en su mayor par-
te? La carencia de vitamina B, o tiamina incapaci-
ta a la célula para realizar la sintesis de la carbo-
xilasa pirtivica necesaria para un metabolismo nor-
mal y aparecen, en consecuencia, los trastornos ner-
viosos bien caracteristicos. La vitamina B,, y el aci-
do félico intervienen en los fenémenos de metilacion
y formilacién recesarios para sintesis tan trascen-
dentales como las de purinas, que conducen a los
nucleoproteidos. Asimismo la avitaminosis B,, es de-
cir, la insuficiente cantidad de PLP o piridoxal fos-
fato, afectara las reacciones enzimaticas que lo pre-
cisan —transaminaciones, descarboxilaciones, etcé-
tera— produciendo trastornos en el metaholismo pro-
tidico especialmente...

La carboanhidrasa, tan importante para la pro-
duceién de liquido cefalorraquideo, del humor acuo-
so del ojo, para la secrecién del acido clorhidrico en
el estébmago y, entre otras acciones indispensables,
para la reabsorcion del sodio a nivel de los tibulos
contorneados del rifidn, si se inhibe —lo cual puede
lograrse experimentalmente y se busca terapéutica-
mente— daria lugar a miltiples afecciones renales,
gastricas, oculares e incluso cefalorraquideas.

Los microorganismos, en general, como los virus,
bacterias y protozoarios, pueden determinar igual-
mente lesiones submicroscopicas de las células, que
han permitido decir a FLORKIN que la enfermedad
es siempre, en ultimo término, la resultante de una
anomalia bioquimica causal.

Bajo la denominacién de semiologia bioquimica se
comprenden los sintomas que resultan de la puesta en
evidencia en un liquido biolégico de una sustancia
eventual o de una anormal concentracién de un cons-
tituyente regular. Como es légico, la determinacion
de los enzimas no puede dejarse a un lado, a la luz
de los conocimientos actuales, como ayuda para un
diagnostico clinico que pretenda ser lo més exacto
posible. Su aplicacién es especialmente importante
en el diagnostico diferencial.

Junto con los dltimos adelantos en el campo de la
enzimologia clinica ofrecemos una recapitulaciéon de
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los ensayos ‘“clasicos” con el fin de lograr.
mejor vision de conjunto, una publicacidn d
utilidad para los interesados.

En el caso de los analisis clinicos enzimaticos, ¢o.
mo en el de los quimicos, es necesario atenerse es-
trictamente al método que se emplea, puesto que l;}q
valores clinicos, normales o patologicos, estan 1'1:1
relacion con el valor hallado mediante un método de-
terminado, con el cual ha sido previamente estable-
cido el valor medio habitual en una serie de indivi-
duos clinicamente normales trabajando en idénti-
cas condiciones. Es evidente, pues, que si bien no
todos los métodos utilizados habitualmente en el
analisis clinico son los mejores, si son los mas re-
presentanti\rns hasta el momento en que no se acuerde
referir los resultados a un nuevo procedimiento.

€on uyna
€ mayor

Hemos procurado no limitar las citas bibliografi-
cas para el mejor servicio de aquellos lectores inte-
resados en conocer mas a fondo alguno de los capi-
tulos tratados, recomendando especialmente las pu-
blicaciones de KING ‘, ABDERHALDEN ** v WHITE v co-
laboradores *". : 1

Con el mismo criterio hemos preferido no elimi-
nar de esta revision aquellos enzimas cuya utilidad
practica no esta claramente definida.

FOSFATASA ALCALINA.

En 1922, RopinsoN “* enconiro, entre los produc-
tos de la fermentacicn del azicar por la levadura, un
éster fosforico de la glucosa, el glucosa monofosfa-
to, llamado desde entonces “éster de Robison”. El
éster de Cori glucosa difosfato— habia sido iden-
tificado anteriormente. La sal calcica del glucosa mo-
nofosfato era soluble en agua y, por accion de la mis-
ma levadura, precipitaba fosfato caleico inorganico.

Este hecho hizo suponer a Ropison la existencia
de un enzima capaz de producir la fosforilisis del és-
ter, dando, como productos de reaccion, azicar libre
y fosfato inorganico, el cual precipitaba, en presen-
cia de iones calcio, como fosfato caleico insoluble,
Este autor supuso que era posible la existencia de
un enzima similar en el tejido 6seo, y que incluso la
formacion del mismo hueso se llevaria a eabo por un
proceso paralelo, comprobando que, en efecto, un
extracto de hueso joven producia el mismo resul-
tado.

La demostracién de la presencia de fosfatasa en el
hueso fue la base de la bien conocida teoria de Ro-
BISON sobre la osteogenesis, la cual supone que la
fosfatasa libera, en las células hipertroficas donde
la osificacién tiene lugar, fosfato inorganico a par-
tir de los ésteres organicos de fésforo contenidos en
los fliidos que bafan el hueso o cartilago, producien-
dose, de este modo, un incremento local de la can-
tidad de fésforo inorganico en solucién. Por la ac-
cion de masas, cualguier incremento en la concentra-
cién de i6n fosfato llevara a un depésito de fosfato
calcico en presencia de iones Ca

El mismo autor * " demostré la existencia de und
intensa actividad fosfatdsica en cultivos de hueso
embrionario, cuando aparecen los centros de osifi-
cacién. ENGEL y FUTURA * © demostraron la existencld
de fosfatasa en la pulpa dentaria de dientes embrio-
narios. BoDANSKY °, HUGGINS °, BOTTERELL ‘, BoUR-
NE %, ete., han confirmado la distribucion de las fos-
fatasas en el esqueleto y su intima relacion con 1a
formacién del hueso. ROBISON y ROSENHEIM " SUEL
rieron la posibilidad de un ciclo —‘“phosphate CY*
cle”—, en el cual los ésteres fosforicos gerian sin-
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gtizados en una primera fase del proceso e hidroli-

ados por la fosfatasa de los osteoblastos en una
fase ulterior. Posteriormente '%, ' se han dado nue-
a8 directrices a la teoria l!l'(‘]d] de ROBISON: exis-
jria un enzima sintetizante de ésteres fosféricos
fosforilasa—, que llevaria a cabo la fosforilisis, en
o hueso, del “Iucr)“cno con el fosfato inorgéanico del
glasma para producir glucosa-1-fosfato, el cual se
L,]-,\;mtl en el substrato principal de la fosfatasa
jsea. U lteriormente se han propuesto otros meca-
jismos  para la actuacion del enzima '2, 13 14 1,
g ha constatado '* la inhibicién producida por con-
Lgntr.wmnvs altas de substrato, especialmente a pH
majo, y que el pH é6ptimo de hidrdlisis varia consi-
,It.nblrmc nte con la concentracion de substrato.

Otros datos concernientes a las propiedades enzi-
maticas de la fosfatasa alcalina pueden encontrarse
o ¢l sobresaliente trabajo de RocHE y NGUYEN-VAN-
THOAL ',

MARTLAND y ROBISON '* demostraron que el plas-
ma sanguineo contiene asimismo fosfatasas, y Kay
studio la actividad fosfatdsica del plasma en rela-
gon a diversos estados clinicos, encontrando una
marcada elevacién de la misma en enfermedades
iseas generalizadas, tales como la osteomalacia, en-
iermedades de Paget y Recklinghaussen, ete.

Histéricamente, la fosfatasa alcalina del suero fue
I primera que se utilizé para el diagnostico clinico.
8y actividad se encuentra aumentada en el sarcoma
ssteogeno, carcinoma osteoblastico metastasico, ic-
tericia obstructiva, hepatitis y carcinoma o linfo-
ma metastasico del higado, en ausencia de ictericia.
Valores ligeramente elevados se encuentran ocasio-
nilmente en pacientes con osteoporosis generalizada,
iipertiroidismo marcado, ete. Puesto que los valores
de fosfatasa alcalina son paralelos a la velocidad de
formaeién del hueso, se encuentran valores normales
mas altos en los nifios que en los adultos. Los niveles
de fosfatasa, bajos al nacer, aleanzan rapidamente
in maximo durante el primer mes de vida, permane-
tiendo estables hasta los dos anos y decreciendo luego
hasta alcanzar los valores normales en el adulto.

Cuando existen niveles altos de bilirrubina sérica,
la determinacion de la fosfatasa alcalina es utiliza-
2 & menudo en diagnéstico diferencial: valores nor-
males de fosfatasa alcalina se encuentran en la‘icte-
ricia hemolitica, mientras que valores elevados indi-
tan lesiones hepatocelulares u obstrucecién biliar. A
fesar de que los incrementos van asociados con fe-
16menos de obstruccion biliar mejor que con lesio-
nes hepaticas, se precisa la ayuda de otras pruebas
fara un resultado inequivoco,

El valor diagnostico de la fosfatasa ‘alealina, uni-
1o a otras determinaciones de diagnéstico diferen-
tial, sigue estando al orden del dia, como lo demues-
ran las numerosas publicaciones que sobre el par-
ticular aparecen continuamente en la bibliografia. La
fosfatasa alealina no se altera en las distrofias mus-
tulares progresivas, pero si lo hacen la aldolasa —en
liflos y adultos— y la transaminasa —solo en ni-
““" - habiendo sido estudiada en leucemia y lin-
fomag a1 y ** en el conocimiento del estado de los in-
estinos humanos unida a la determinacion de ente-
mﬂnd‘»a * gu origen en el curso de las hiperfosfate-
Miag 2 i el efecto de los (mdmgennq y la hipofisec-
mia sobre su actividad 2. También han sido estu-
iadas las modificaciones de actividad —incremen-

'0— en el caso de granulomas, como ejemplo de infla-
Maciones focales *%, La fosfatasa alcalina esta pre-
Sente en gran cantmud en las células de exudados in-
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flamatorios (liquido pleural), pero no existe en los
trasudados **, El homogenado de placenta es, apro-
ximadamente, 50 veces mas rico en fosfatasa que el
suero sanguineo, habida cuenta de su caracter de or-
gano de rapido desarrollo *5.

La actividad del enzima es maxima en los pH com-
prendidos de 8 a 10, dependiendo el pH 6ptimo del
éster utilizado como substrato: el etil-fosfato a pH
8,1, el glicerofosfato a pH 9,4 y el fenilfosfato y ni-
trofenilfosfato a pH 9.8. Un substrato de gran uti-
lidad lo constituye el fenolftalein fosfato. Los iones
magnésicos son activadores de la reaccion.

El método original de MARTLAND y ROBISON em-

pleaba glucosa fosfato como substrato, a pH 8.4. Pos-
teriormente se introdujo el g]t('amfcmfato mas ase-
quible. En 1934, KING y ARMSTRONG ** propusieron
el fenilfosfato como substrato de la reaccion, el cual
era hidrolizado mucho mas rapidamente que el gli-
cerofosfato. El método de Folin-Ciocalteu para el
fenol hizo posible la utilizacién del plasma y suero
en pequm’ma cantidades y cortos periodos de incuba-
cién (15 min. de hidrélisis y 0,2 ml. de plasma). La
unidad del método del ‘J]l(‘t‘ruftmf(!ln se expresa en
relaciéon a los miligramos de fosforo liberado, mien-
tras que la del fenilfosfato se refiere a los miligra-
mos de fenol. El paranitrofenilfosfato *%, *', 3 es un
substrato casi incoloro, que libera, en la hidrolisis, el
paranitrofenol, de cclor intensamente amarillo el eual
puede ser medido colorimétricamente o, por adicion
de hidroxido sddico, valorar el fosférico al final del
periodo de incubacién. Otro substrato cromogénico es
el fenolftalein-fosfato, ineoloro, que libera fenolfta-
leina en su hidrolisis. la cual produce coloracicn in-
tensamente roja en solucion alealina *°, *, %, %, Se
han propuesto otros substratos, tales como naftilfos-
fato, acido adenilico, ete.

L.os métodos de valoracion mas utilizados son los de
BCDAN‘%KY y KING-ARMSTRONG. En el de KiNg-ARMS-
TRONG ** se utiliza el fenilfosfato a 37° C., determi-
nandose el fenol mediante la adicién de carbonato
sodico, después de precipitar las proteinas con el
reactivo de Folin y Kolthoff. El color es probable-
mente debido a la formacion de complejos entre el
fosfotungstato y fosfomolibdato y el fenol, definién-
dose la unidad de fosfatasa alcalina como la cantidad
de enzima que libera un miligramo de fenol de una
solucién de fenilfosfatodisédico 0,005 M en quince
minutos, a 37" C., en buffer carbonato-bicarbonato,
a pH 10.

El método de Bopaxsky °" utiliza el glicerofosfato
sodico disuelto en dietilbarbiturato monosodico. Las
medidas se llevan a cabo a 37° C., incubando el subs-
trato con un ml. de suero centrifugado. El fésforo
liberado se valora con molibdato después de haber
precipitado con #cido tricolorocético las proteinas
existentes. Lia unidad de fosfatasa se define como el
equivalente a un miligramo de fésforo liberado de
glicerofosfato sédico al estado de ion fosfato duran-
te una hora, a pH 8,6 y 37° C. En adultos las canti-
dades normales son de 1,5-4 unidades por 100 cen-
timetros clibicos; ninos de 5 a 12; en ostepdrosis de
5 a 10 unidades, hiperparatiroidismo, 25 U, Paget
localizada de 5-20 U., Paget poliostotica de 50-135
unidades, ete.

Utilizando unidades King-Armstrong los valores
normales son de 4-10 UKA por 100 ml. en los adul-
tos y 10-20 en los nifios. En osteomalacia, 20-40 uni-
dades; hiperparatiroidismo, 20-200; carcinoma me-
tastdsico, 10-50: sarcoma osteogénico, 10-40: eteé-
tera. En ictericia cbstructiva se encuentran valores
de 30 a 200 U. si la obstruccion es casi completa, y
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menos de 30 U. si es parcial o intermitente. Valores
de 15 a 30 U. (ocasionalmente més altos) se encuen-
tran en hepatitis infecciosas, cirrosis e ictericia to-
Xica, En la ictericia hemolitica no hay incremento.
La bibliografia que se refiere a las variaciones de
fosfatasa sérica es copiosa %7, *%, 7 77,

Se han hecho varios intentos de relacionar la fos-
fatasa alcalina salival con la caries dental, sin que se
haya podido llegar a una conclusion definitiva a cau-
sa de la interferencia de los organismos ricos en este
enzima de presencia habitual en la boca “—%,

En 1930 " se constatg la presencia de fosfatasa
alcalina de gran actividad en los leucocitos y ha sido
estudiada por gran nimero de autores *7, sin que se
haya podido descubrir ninguna relacion nutil entre
esta alta actividad fosfatasica y estados patogenos.

La glucosa-6-fosfatasa es una fosfatasa alcalina
“egpecial” encontrada en el higado **. Presenta una
alta especificidad por su substrato, glucosa-6 fosfa-
to, no atacando la gran variedad de ésteres fosfo-
ricos primarios sobre los cuales es activa la fosfata-
sa alealina plasmatica. Su posible utilidad en el diag-
nostico ha sido estudiada *.

La aplicacion de la fosfatasa alealina a la histoen-
zimologia, es decir, a la demostracion “in situ” de la
actividad enzimatica, puede encontrarse en el mag-
nifico libro de GuIck "", en una reciente revision
de conjunto *'. Son muchas las publicaciones de ul-
tima hora relacionadas con este tema: citamos como
ejemplo la determinacion histoquimica de la fosfata-
sa alcalina en los estados iniciales del aparato urina-
rio durante el desarrollo prenatal del hombre ™, fos-
fatasa alcalina en el estémago y su relaciéon con los
diversos estados de gastritis *%, asi como valoracio-
nes de este enzima en leucocitos sanguineos y médula
osea en diversas enfermedades ',

FOSFATASA ACIDA

DEMUTH °¢ deseribié, en 1925, un enzima fosforoli-
tico encontrado en la orina, que era activo en medio
acido, en contraste con la fosfatasa descrita ante-
riormente en hueso y plasma, aue sélo actuaba en
medio marcadamente alcalino. Posteriormente ™ se
confirmé la presencia de esta fosfatasa en la orina
de varones, siendo mucho menor el contenido de la
femenina. Investigando su procedencia, se llego a la
conclusion de que en la prostata existian grandes
cantidades de este enzima, al igual que en el fliido
seminal. Puesto aque su pH déptimo es 5 se la deno-
miné “fosfatasa acida”, existente en pequenas can-
tidades en el plasma sanguineo y en la orina. Ade-
mas de la fosfatasa prostatica existen otras fosfata-
sas acidas en varios tejidos: higado, rifién, bazo, et-
cétera °°-%% habiéndose encontrado una alta concen-
tracion de fosfatasa dcida en los hematies ¢, los cua-
les contienen alrededor de 100 veces mayor cantidad
que el plasma, si bien parece aue esta fosfatasa es
completamente distinta de la fosfatasa 4cida plas-
maética, procedente en su mayor parte de la présta-
ta, junto con fosfatasa acida, no prostatiea, también
distinta de la hematica. La fosfatasa hemaética no
ha encontrado hasta el momento ninguna aplicacion
al diagnoéstico, puesto que no parece estar relaciona-
da con ninghn estado patolégico.

Las notables variaciones observadas en suero de
los niveles de la fosfatasa prostatica han hecho que
su determinacién sea altamente fitil en el estudio de
la patologia prostatica.

Para la determinacion de la fosfatasa acida pue-
den ser utilizados los mismos métodos que en el caso
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de 1-{1 fosfatasa alcalina, realizando la experiencig ,
pH 5, pH en el cual la fosfatasa alcalina eg Précti
camente inactiva. El método del fenilfosfatg /e '}
utilizado normalmente, incubando en buffer Citr;mf
durante una hora. Si una excesiva concentracigy ds.
fosfatasa hace innecesario este tiempo de ineyh ;
los valores obtenidos en tiempos menores serin pe.
feridos a la hora. La unidad de fosfatasa acida els
igual a los miligramos de fenol hidrolizados g PH 5
durante una hora, a 37" C. “ ", El método de] glig(:.
rofosfato es igualmente utilizado e incluso preferidg
por algunos autores "". Para diferenciar la fosfatagy
prostatica de la sérica se han utilizado distintog pro-
cedimientos: HERBER °* basa la diferenciacién ep la
riapida destruccién del enzima prostatico por el al-
cohol. haciéndolo otros autores con formaldehidy g
0,5 por 100, que destruye totalmente la fosfatasy gé.
rica ®. Se ha demostrado asimismo la manifies.
ta labilidad de la fosfatasa prostatica frente al 1-tap.
trato, que la inactiva selectivamente. Sobre la ba.
se de esta ultima propiedad es posible hacer una de.
terminacion altamente especifica de la fosfatasa
prostatica viendo su actividad en dog determinacio.
nes, una de las cuales incluye el I-tartrato. La dife-
rencia entre las dos determinaciones corresponde a lg
cantidad real de fosfatasa prostatica presente ™.

Muy recientemente, STOLBACH v colaboradores han
simplificado al maximo el método de valoracion de
la fosfatasa acida, sustituyendo la desproteinizacion
por el uso de un agente diazotante de copulacitn pa.
ra medir el fenol liberado, requiriéndose solamente
medio ml. de suero. Otras modificaciones han sido
propuestas por Davis y colaboradores’

acion,

El interés de la significacion diagnéstica de la fos-
fatasa 4cida lo ponen de manifiesto las constantes
publicaciones que se refieren a las posibilidades pa-
tolégicas de su presencia: Carr y TUCHMAN * han
observado que la cantidad de fosfatasa dcida aumen-
ta sensiblemente en las lipoidosis (enfermedades de
Gaucher y Niemann-Pick). Asimismo ha sido estu-
diada en leucemias y linfomas. Otros recientes es-
tudios se refieren exclusivamente a la deteccion y
diagnosis del carcinoma prostatico con metastasis lo-
calizada y en caso de hipertrofia benigna de la pros-
tata ™, 75 habiendo sido observada por algunos au-
tores la influencia que algunos agentes terapéuticos
poseen sobre su cantidad normal 77 75,

La aplicacién de las fosfatasas acidas al diagnosti-
co del carcinoma prostatico fue introducida por GuT-
MAN y colaboradores *, que encontraron gue este en-
zima no aparece hasta la pubertad, siendo capaces
de inducirlo precozmente en monos ‘“rhesus’” median-
te la aplicacion de propionato de testoterona. En el
carcinoma de prostata observaron que el enzima €s:
ta presente en el tejido carcinomatoso y en las me
tastasis esqueléticas producidas por esta enferme:
dad. La cantidad de fosfatasa 4cida en suero eréd
s6lo claramente anormal en el caso de enfermos
con metastasis. El nivel normal de fosfatasa cida
en plasma es alrededor de 5 U. de fosfatasa pros
tatica y no prostatica, correspondiendo solo 4 U. a la
prostatica, segin se determina por el método del
formaldehido y del tartrato; si utilizando estos M
todos selectivos el niimero de unidades se eleva
puede suponerse la posibilidad de carcinoma de pros:
tata localizado. .

HUGCGINS y colaboradores % postularon que los U°
mores prostaticos se deben a un crecimiento anor-
mal de las células epiteliales adultas de prostata-)_'
que las células epiteliales prostiticas tienden & ﬂtms
fiarse cuando se disminuye el aporte de hormon®
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qndrogénicas (por caslracicﬁtr_] o por administracion
je estrogenos). La castracion y la administracion
je androgenos han sido comprobadas por gran nii-
pero de autores como el remedio terapéutico mas
oficaz en los casos de cancer de prostata ™, *', sien-
jo la determinacién de este enzima de gran utilidad
ara seguir el curso del tratamiento y la efectividad
del mismo. Muchos autores han advertido reitera-
damente *', ¥ que el trauma, e incluso la suave ma-
sipulacion propia de la palpacion de la prostata
¢n el examen clinico, pueden causar una elevacién
wonsiderable de la fosfatasa Acida plasmatica, acon-
sejando que la determinacion enzimética se realice
pocos dias después del examen clinico.

Hombres jovenes y sanos excretan considerable
cantidad de fosfatasa acida en la orina **, parte de
la cual parece provenir de la secrecion prostatica y
parte de la excrecion renal. La cantidad de fosfatasa
acida en los pacientes de carcinoma de prostata con
pipertrofia benigna es mucho menor que la de los
hombres normales. Mujeres sanas y mujeres afectas
de carcinoma de pecho excretan igualmente fosfa-
fasa acida en su orina, siendo sus valores alrededor
del 20 por 100 del de los hombres. El origen de la
fosfatasa acida femenina es desconocido. Para el co-
nocimiento de su determinacion y posibilidades his-
toenzimolOgicas remitimos al lector a las mismas
titas que en el caso de la fosfatasa alcalina.

AMILASAS

Las amilasas hidrolizan los puentes alfa-1,4-glu-
cosidicos de los poliglucosidos (amilosa, amilopecti-
na, glueégeno y dextrina). La primera fase de accion
de este enzima se caracteriza por un rapido descen-
so del peso molecular del substrato, que se visualiza
mediante el cambio de sus propiedades coloreantes
respecto al iodo —actividad dextrinizante— y por
pérdida de viscosidad del substrato (almidén). Es-
tos fenémenos son producidos por la hidrolisis de un
pequenisimo numero de puentes glucosidicos, pues-
to que van acompanados de sé6lo un ligero incremen-
to del poder reductor —actividad sacarificante—. Los
froductos finales de la accion de la amilasa son la
maltosa, dextrinas de bajo grado de polimerizacién
(3 a 7 moléculas) y pequenas cantidades de glucosa;
los puentes alfa 1,6-glucosidicos —puntos ramifican-
tes— no son hidrolizados por este enzima.

La alfa-amilasa salival es idéntica en algunas pro-
piedades a la alfa-amilasa pancredtica: poseen un
PH 6ptimo de actividad idéntico, y ambos enzimas
requieren CI'. Difieren, sin embargo, en su movilidad
tlectroforética, en su solubilidad y en su estabilidad
& distintos pH. :

El método de determinacién mas utilizado es el de
SoMoGYT 54, que esta basado en la cantidad de azu-
tares reductores formados. Los resultados se expre-
fan en miligramos de glucosa por 100 ml. de plasma,
medidos por el incremento de sustancia reductora
después de incubacién de la mezcla almidén-suero,
Mmenos la cantidad contenida por el suero solo.

Puesto que no existe ningun substrato homogéneo
Puro para la amilasa, el almidén soluble es sin duda
dlguna el material de eleccion. Se consigue una so-
!"(‘-_ién estable durante una semana en nevera e inde-
finidamente si se esteriliza por el calor del siguiente
Modo: hervir un gramo y medio de almidén soluble
‘0 setenta ml. de agua, enfriar y llevar el volumen
2100 ml. con fosfato buffer M/15 a pH 7,2. La can-
t[f!ad de azicares reductores que contiene esta solu-
‘ion es muy pequena, de tal modo que el valor obte-

nido en el tubo control es practicamente idéntico al
valor normal de aztcar en sangre. En relacion con es-
te punto tenemos que senalar que los valores altos
de azlicar en sangre disminuyen la precisién del mé-
todo, ya que la actividad amilasica se determina por
diferencia. Si, como acontece con algunas muestras
de almidon soluble, el filtrado obtenido no es limpi-
do, el almidon soluble debera ser sustituido por la
misma cantidad de almidén de maiz.

A pesar de que los valores se refieren siempre a
glucosa, debemos resaltar, como hemos indicado an-
teriormente, que el azticar producido por la accién
amilasica no es glucosa, sino maltosa y algunos sa-
caridos de alto peso molecular. Por esta razon, el
método utilizado para la valoracion del azlcar tie-
ne influencia en los resultados obtenidos. La inter-
ferencia de los azlicares no reductores presentes en
el suero es nula en los resultados, puesto que se ha-
llan tanto en las muestras problema como en las de
control.

La prueba de Somocyr se lleva a cabo con 1 ml. de
plasma, incubando a 40" C. treinta minutos.

La cantidad de azicar reductor se determina, des-
pués de defecar, por el método de FoLIN-Wu *°, El va-
lor normal medio es el de 98 miligramos por 100, pu-
diéndose considerar como normales los valores com-
prendidos entre 80 y 160 unidades.

Fl método de Somocyr también puede expresarse
por la cantidad de eritrodextrina formada, medida
por la reaccion del yodo, y por el tiempo necesario
para que 1 ml. de plasma digiera 3 miligramos de al-
midon.

Otro método es el de King *%, en el que la unidad
se define como la cantidad de amilasa precisa para
hidrolizar 1,5 gramos de almidén en 8, incubandose
0,5 c. c. de plasma con la cantidad de substrato in-
dicada y viendo el tiempo que tarda la mezcla en no
dar reaccién azul con el yodo.

La determinacion de amilasa (diastasa) en orina,
procedente de la secrecion pancreatica, y que, absor-
bida por via digestiva, se elimina por el rinén, se ha-
ce normalmente por el método de Wohlgemuth o Fa-
bricius-Moller, de facil realizacion.

Las unidades utilizadas son las de Wohlgemuth,
que se refieren al nimero de ml, de una solucién de
almidén al 0,1 por 100 digeridos por un mililitro de
orina en treinta minutos, Expresada en estos tér-
minos, los valores normales son del orden de 6-30
unidades por ml. En anormalidades pancredticas es-
tos valores alcanzan las 100 U.

El método consiste en mezclar distintas dilucio-
nes de orina, tamponadas a pH 6,1 con solucion
de fosfato, con solucion de almidén al 0.2 por 100.
Después de una incubacion a 37° C. se adiciona yodo
a las muestras, y el altimo tubo en que no se produ-
ce color se toma como la maxima dilucién a la que el
almidon ha sido completamente digerido.

Algunos resultados obtenidos por este método son:
pancreatitis aguda, 200 U./ml.; pancreatitis erénica
10 a 50 U./ml., y pancreas invadido por neoplasia,
30 a 100 U./ml.

La amilasa sanguinea se incrementa enormemen-
te (200 a 1.000 unidades) en las pancreatitis agu-
das no hemorragicas desde el primer momento de la
enfermedad. Esta elevacion puede persistir durante
pocas horas o pocos dias, segun la intensidad del
ataque. Las pancreatitis crénicas no producen ha-
bitualmente incremento en la actividad amilasica sé-
rica. La enfermedad hemorragica del pancreas da
resultados variables. También se obtienen ineremen-
tos de actividad en neumonia, tirotoxicosis y nefri-
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tis con azotemia. Valores bajos se encuentran soélo
después de elevaciones muy agudas producidas por
pancreatitis, hepatitis y cirrosis hepatica.

MusGRrRovE y colaboradores * han indicado que, de
acuerdo con otros autores, un nivel normal de ami-
lasa sérica elimina la posibilidad de pancreatitis agu-
das, mientras que un nivel muy elevado (5 veces el
valor normal) indica con seguridad la existencia de
esa enfermedad, siendo debidas las elevaciones mo-
deradas a algunas de las causas siguientes: a) Afec-
tacion del pancreas por un proceso patolégico. b) In-
flamacion aguda de las glandulas salivales. ¢) Insu-
ficiencia renal que disminuye la secrecion renal de
amilasa. d) Perforacion libre de lesiones gastroduo-
denales con liberacion de amilasa dentro de la cavi-
dad peritoneal y subsiguiente absorcion de la misma.

En otros trabajos de reciente aparicion se cita la
correlacion entre la actividad amildsica del plasma
v la concentracion de acidos grasos no esterifica-
dos ** y la influencia de los iones inorganicos sobre
la actividad amilasica, destacandose la precision que
del ion CI' presenta la alfa amilasa salival *.

La cantidad de amilasa se eleva, aproximadamente,
alrededor de setenta y dos horas después del ataque
de pancreatitis aguda. Una caida rapida puede in-
dicar una pronta resolucién de la inflamacion, ex-
cepto en el caso en que el pancreas quede tan fuer-
temente lesionado que repercuta en la produccion de
enzimas.

La amilasa se eleva igualmente en afecciones de la
vesicula biliar *°, Glceras pépticas perforadas ™', ure-
mia “, después de una colangiografia * y después
de la administracion de nareoticos del tipo de la mor-
fina y drogas parasimpaticomiméticas *. L.a amila-
sa es excretada libremente por los rifones, de tal
modo que la cantidad excretada en un tiempo dado
puede reflejar la cantidad segregada por el pancreas
en la sangre *". LAXoN y colaboradores han informa-
do de este paralelismo entre la amilasa urinaria y sé-
rica, indicando, ademas, que la de la orina perma-
nece, por regla general, de siete a diez dias después
que la concentracion en suero ha vuelto a la norma-
lidad, lo cual es muy util cuando el enfermo no es
examinado dentro de los primeros dias después del
ataque o cuando este ataque es benigno.

En el plasma, valores de mas de 1.000 U./ml. los en-
contramos sblo en casos de pancreratitis aguda.
McCoRKLE y GOLDMAN ** hicieron un estudio compa-
rativo entre numerosos enfermos, encontrando varia-
ciones entre 225 U. y 2.500, con un promedio de 670
unidades, hallando también que el valor de ami-
lasa plasmatica puede estar elevado en colecistitis,
uleera péptica perforada y obstruccion intestinal.

En caso de paperas, los estudios realizados por
GANDEL y WHEELOCK ** demuestran la existencia de
altos niveles de amilasa. En ausencia de pancreatitis
se encuentra que los niveles altos de enzima estan
relacionados con afecciones de las glandulas paroti-
das. WARREN indica que aun desapareciendo la pa-
rotiditis, se conservan los niveles altos de amilasa en
suero, y piensa que se debe a una complicacién de
las glandulas cerocimogénicas intestinales. En apo-
yo de esta sugerencia, WALLMAN y VIDoOR ** han en-
contrado 8 casos de paperas meningoencefaliticas
que mostraron altos niveles de amilasa en ausencia
de ningfin otro estado morboso de las glandulas sali-
vales y pancreas. Esto es importante, puesto que la
etiologia de la meningoencefalitis puede ser oscura
y no es facil distinguirla de otras infecciones vira-
sicas, tales como la poliomielitis no paralitica.

15 junio 195

LIPASAS

Las grasas digeridas en los alimentos (triglicéri.
dos, fosfolipidos, ete.) son hidrolizadas en e] intes.
tino del_gadu por _l:\_ -rurcmn_dc la Il}l:i‘t-'::l_ presente en |y
secrecion pancreatica. Existe también, segin demos.
tro \a'ttII;LST.KT]iIi‘\ una Ii]r_nru;x df-‘ secrecion gastricg.
cuya importancia en la digestion (il." I:l’.‘-‘u Erasas es
secundaria, La lipasa produce la hidrélisis de lag
uniones ésteres enfre los dcidos grasos y el glicero
de los triglicéridos y de los fosfolipidos. La hidra)j.
sis parcial produce diglicéridos, monoglicéridog
acidos grasos libres. La hidrolisis completa resylty
en solo dos componentes: glicerol y Acidos grasoes
La actividad lipasica se determina midiendo cuanti.
tativamente, por acidimetria, los dcidos grasos libe.
rados.

Los substratos mas utilizados son los triglicéridos
—como el aceite de oliva—, los ésteres etilicos de
acidos grasos de larga cadena, tales como el etilpal-
mitato, y los derivados solubles en agua, como el
sorbitanmonolaurato (“Tween 20") y el betanaftil-
laurato. El mayor inconveniente de los triglicéridos
es su insohibilidad en agua, lo cual hace necesario sy
emulsificacion previa. La actividad lipasica tiene lu-
gar en medio alealino, y es activada por proteinas
jabones e iones caleicos. Estos tltimos actiian eli-
minando los productos de hidrolisis de la solucion.
precipitando los 4cidos grasos liberados al estado
de jabones cdlcicos. Por otra parte, los ésteres solu-
bles en agua mencionados presentan el inconvenien-
te de que no son atacados sélo por la lipasa, sino
también por esterasas inespecificas sanguineas que
existen en ciertos procesos patolégicos en cantidades
considerables, y que pueden dar altos niveles de hi-
drolisis atribuibles erréneamente a la accion lipa-
sica. Puesto que la especificidad de la lipasa depende
del enlace de la cadena de los Acidos grasos en el
substrato, no se ha encontrado hasta este momento
un producto que sustituya con ventaja al aceite de
oliva. Como la cantidad de lipasa en sangre es pe-
quena y la velocidad de hidrolisis del aceite de oliva
es lenta, las cantidades de Acidos grasos liberados en
un tiempo dado no son muy grandes, lo cual obliga
a una incubacion del orden de veinticuatro horas,
con la finalidad de obtener cantidad suficiente de éci-
dos grasos para una valoracién exacta,

Varios son los métodos utilizados para la valora-
cion de lipasa sérica. Desde el de Loewenhardt, mo-
dificado por CHERRY y CRANDALL ** hasta el de BUNCH
y EMERSON '", otros procedimientos, como el de
NORTHMAN y colaboradores '"', el de GoMoORI y GOLDS-
TEIN y colaboradores '"?, han obtenido una notable
difusion. En el método de BuncH y EMERSON se ex-
presa la unidad como el niimero de mg. de so0sd
0,05 N requeridos para la valoracion de los acidos
grasos liberados en cuatro horas, a 37° C. por un ml.
de suero en las condiciones experimentales. CHO-
TEAU y colaboradores '™ han propuesto un nuevo
método para la valoracién de la lipasa sérica median-
te un sistema potenciométrico. Tusa y Hoare '** han
descrito asimismo un semimicrométodo para la de-
terminacion de la actividad lipasica sérica.

Otros procedimientos de valoracién son el esta
lagmométrico, basado en el incremento de la tension
superficial de los substratos por la accién lipast
ca 195, 106 o] manométrico, que mide CO, despren
dido, a partir de un buffer de bicarbonato, por €l aqldﬁ
liberado en la hidrélisis enzimatica '*" y otros méto"
dos de menor interés, como son el procedimiento dila-
tométrico y turbimétrico.
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puesto que la lipasa se forma principalmente en el
4pereas, es en relacion a la actividad pancreatica
ra 1o que es 1til la determinacion de la actividad
jpolitica sérica. Como sucede en el caso de la ami-
qa, 1a lipasa afluye a la sangre en cantidades mu-
o mas elwada_s que las normales en caso de pa-
pgenia de la glandula secretora. Su determinacion
0 es tan ampliamente utilizada como la de la ami-
ysa, debido a la menor facilidad de su determinacion
«4l hecho de que su incremento en los estados de dis-
fmeion pancreatica no es tan manifiesto como el de
jp amilasa.

Los valores francamente elevados corresponden,
omo se deduce, a pancreatitis aguda. Inerementos
poderados de lipasa se producen también en pan-
sealitis erénica, a diferencia de la amilasa, en casos
¢ carcinoma de pdancreas, de la ampolla de Vater
ven ciertos casos de enfermedades cronicas del trac-
i biliar, observandose también ocasionalmente va-
bres elevados en cirrosis hepaticas, hepatitis, tulce-
n duodenal, esclerosis multiple, colelitiasis, ete. Los
wlores elevados persisten, como en el caso de la ami-
isa, durante un cierto tiempo después del atague
sgudo de pancreatitis, regresando luego lentamente
s su nivel normal.

Se ha sugerido el empleo de la lipasa sanguinea
im el diagnostico de la tuberculosis pulmonar %%,

Gomort ' fue el primero en adaptar un método
j¢ lipasa a la determinacion histoguimica, siendo
il trabajo posterior ' un estudio de la distribucion
ie la lipasa en los tejidos en condiciones normales y
patologicas,

ESTERASAS., COLINESTERASAS

Las esterasas catalizan la reaccion de hidrolisis
le log ésteres de Acidos grasos de bajo peso mole-
wlar, lo que las diferencia de las lipasas, que lo ha-
ten sobre los ésteres de dcidos grasos de alto peso mo-
keular. Las esterasas de varios tipos estan presen-
lesen muchos tejidos. Describiremos primero la este-
tasa, cuya funcion fisiologica es hidrolizar la acetil-
twlina, acetilcolinesterasa o colinesterasa, cuya sig-
tificacién biolégica y diagndstica le confieren un lu-
gar de privilegio, y que puede ser distinguida de las
iiras esterasas por un buen numero de propieda-
les biologicas y enzimologicas. La acetilcolina se
lbera durante el paso del impulso nervioso y luego
& ripidamente destruida por la colinesterasa. La
wlinesterasa ha sido obtenida a partir del plasma y
Ge los eritrocitos de los mamiferos. Las preparacio-
Ies enzimaticas, tanto plasmaticas como hematicas,
;":ltimlizan la acetilcolina, pero la del plasma hidro-
‘za también los ésteres derivados de los alcoholes
difaticos, mientras que la de los eritrocitos hidroliza
solo la acetilcolina, siendo inactiva frente a otros és-
‘?rﬂb‘-. Por esta razon, la colinesterasa del plasma re-
tibe ¢l nombre de seudocolinesterasa, y la de los eri-
rocitos el de eucolinesterasa. Es una diferenciacion
referida a la especificidad ''', La accién de la coli-
lesterasa es fuertemente inhibida por los alcaloides
Llf} la fisostigmina, eserina, prostigmina y atropina,
“in utilizados a grandes diluciones. Es también in-
libida jrreversiblemente por los insecticidas organo-
“0sfCricos, VoruAUs y KARK ''* han revisado la im-
Mrtancia clinica de la colinesterasa en suero. En
feneral, se encuentran niveles bajos en pacientes
-?_fi'ews de enfermedades hepaticas, nutricion defi-
‘lente, debilitamiento crénico, dolencias infecciosas
igudas y anemias, Se encuentran niveles normales
i log enfermos de ictericia obstructiva, miastenia
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grave e hipertiroidismo. También aparecen niveles
hajos en el sindrome nefritico.

Las valoraciones de colinesterasa se han utilizado
como pruebas funcionales del metabolismo hepatico,
anemia megaloblastica, deficiencia de vitamina B,,
tireotoxicosis y diabetes; pero sobre todo la impor-
tancia clinica de estas investigaciones reside en el
campo de las dolencias hepaticas, en las cuales se
observa una disminucion esencial de este enzima,
muy especialmente en la cirrosis hepatica. Hay ni-
veles inferiores al normal en las hepatitis “a virus”,
en la colangitis creciente y en la hepatomegalia. En
la ictericia obstructiva sencilla las actividades estan
manifiestamente rebajadas.

La colinesterasa sérica se produce aparentemente
en el higado, y su formacién es paralela con la for-
macién de alblimina, de tal modo que su sintesis pa-
rece ser estimulada e inhibida por los mismos facto-
res que actian de un modo semejante sobre la for-
macién de albGmina.

La potente acecion farmacolégica de la acetilcoli-
na fue descubierta, en 1906, por Rem, HunG y Ta-
BEAU, y se la consideré como el transmisor neuro-
humoral desde el final del nervio al érgano o desde
el final de un nervio a la célula nerviosa del segundo.

Ulteriores y extensas investigaciones han demos-
trado que la acetilcolina es un factor esencial para
la generacion de las corrientes hioeléetricas que pro-
pagan los impulsos a lo largo de los nervios y de las
fibras musculares. Actualmente se acepta que la ace-
tilcolina genera estas corrientes cambiando la per-
meabilidad del i6n sodio al ser afectados los gradien-
tes de concentracidon idnica entre el interior de la
fibra y su exterior inmediato, fuentes potenciales de
la fuerza electromotiva, Habiendo producido su ac-
cion, el éster es inactivado por la acetilcolinestera-
sa, hidrolizandole en dos componentes inactivos: la
colina y el acido acético. De este modo se restaura
la relajacién, pudiendo pasar ya el siguiente impul-
so. La accion del enzima es, pues, esencial para el
proceso de la conduccién nerviosa. Debido a su fun-
cion vital, este enzima ha atraido el interés de gran
numero de investigadores, y sus propiedades han
sido discutidas y expuestas en varias revisiones
(NACHMANNSON y AUGUSTINSSON ''1),

Como hemos indicado, los productos de la reaccion
son el acido acético vy la colina. Sera posible, por tan-
to, medir la actividad enzimatica por la cantidad de
colina liberada y, de una manera mas facil, por el
incremento de acidez en la mezcla reaccionante de-
bida a la liberacion de acido acético.

Entre los métodos titrimétricos —alcalimetrias—
podemos citar los de STEpMAN y colaboradores '4,
modificado por BRrRAUN y colaboradores''s. VAHI-
QuIsT "%, BoVET y colaboradores ''", PLICK ''%, SAw-
YER "' y GAWYTSKY '*", han descrito asimismo mé-
todos titrimétricos que utilizan como indicadores
el rojo de fenol, la fenoftaleina o el azul de bromo
timol.

Los métodos electrométricos, basados también en
la valoraciéon de la acidez producida en la reaccion
enzimatica, medida mediante un pH metro, son pre-
feridos a los anteriores 7%, 121, 126,

En el método electrométrico, que consiste en incu-
bar la sangre con acetilcolina en una solucion muy
débilmente tamponada, se emplean las unidades pH,
que son iguales a la variacion del pH inicial multi-
plicada por 100. Segin CALLAWAY y colaboradores '*7
los valores normales de colinesterasa de las células
rojas estan dentro del margen comprendido entre
las 75 y las 142 11,

s ]
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La colinesterasa puede ser también determinada
practicamente en el aparato de Warburg. La deter-
minacion esti basada en la medida del CO, liberado
por la accién del dcido acético sobre el bicarbonato
sodico empleado como buffer '#5, 124,

Otro método muy sensible para la determinacion
colorimétrica de colinesterasa en los eritrocitos o san-
gre total ha sido descrito por FLEISHER y Porov '

HersTING ' demostré que la acetileolina reaccio-
na con la hidroxilamina para formar acido acetohi-
droxamico, el cual produce color rojo con las sales
férricas en solucion acida, y la intensidad del color
es proporcional a la concentracion de acetilcolina.
Esta propiedad proporciona un método muy sensi-
ble para seguir la velocidad de hidrdlisis de la acetil-
colina en la reaccion catalizada por la esterasa. Tam-
bién han sido utilizados métodos espectrofotométri-
cos '*, Cuando es necesario determinar la actividad
de la eucolinesterasa deben emplearse los eritroci-
tos, aunque también puede ser utilizada la sangre
total '*%,

SABINE '*, destacando la mayor concentracion de
colinesterasa hemética, ha ideado un simple métado
colorimétrico para el empleo clinico rutinario en la
determinacion de eucolinesterasa. La determina-
cion puede hacerse utilizando sangre total con adi-
cion de quinidina, que inhibe selectivamente la ac-
tividad de la seudocolinesterasa.

Muy recientemente, Bices y colaboradores ''' han
publicado una revision de los métodos utiles para la
valoracion de colinesterasa, proponiendo uno nuevo
consistente en la determinacion de la cantidad de
acido acético liberado por la alteracion de la absor-
cion del azul de bromotimol en las condiciones ex-
perimentales. Recomendamos este trabajo al lector
interesado en el tema.

Segun ScunAMORE y colaboradores '**, la cantidad
de eucolinesterasa en la sangre periférica puede ser
un indicador, incluso méas sensible que el recuento
de reticulocitos, de la actividad hematopoyética. Es-
tudios llevados a cabo en pacientes de varios tipos
de anemia indican que la eucolinesterasa disminuye
en la anemia perniciosa no tratada y en la anemia
hipoblastica, siendo alta su concentracion en los ané-
micos por hemorragias y en la anemia espruescro-
tical. SABINE '%" cree que la actividad de la eucolines-
terasa puede usarse como una prueba de la funcién
de la médula 6sea en estados anémicos, sirviendo de
indicador de la eficacia terapéutica. BRIDCHARD y
VEIDMANN '*7 han estudiado el efecto del aumento
de eritropoyesis en la preniez normal sobre el conte-
nido de colinesterasa de las eélulas rojas.

McARDLE '** encontré que la colinesterasa sérica
disminuye sensiblemente en relacion al nivel normal
en caso de ictericia. En los casos de cirrosis y he-
patitis los valores disminuyen sensiblemente, mien-
tras que en la ictericia obstructiva la disminucion es
muy suave. VORHAUS y colaboradores '*" han reali-
zado un uso extensivo de la medida de la colineste-
rasa sérica en sus estudios sobre las enfermedades
hepaticas y sistema biliar. Sin embargo, esta deter-
minacion no ha obtenido, de momento, una aplica-
cion tan amplia como las otras pruebas empleadas
para estos estados patoldgicos, tales como la deter-
minacién de bilirrubina, colesterol, fosfatasa alealina
y las pruebas de floculacién proteica.

Mogre y colaboradores ' han estudiado los cam-
bios que se preducen en el nivel de seudocolineste-
rasa en pacientes del corazon, higado y sistema mus-
cular esquelético, senalando que es muy 1til su es-
tudio en el higado, que, como hemos dicho, parece
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ser el organo formador de este enzima, Y que, en g
caso del sistema muscular esquelético, sirve p'amf
diferenciaciéon de dermatomiositis y otrag enfermea
dades del colageno. s

La colinesterasa sérica ha sido estudiada tambigy
por PATHAK y colaboradores '*' en sujetos nOrmales
y enfermos afectos de enfermedades hepaticas, Ie.
saltando su valor diagnostico. Lobr y Racazzoy s
han realizado una serie de estudios en enfermog pe.
paticos con el fin de observar hasta qué punto pye.
de servir la valoracién de la actividad colinesterg.
sica del suero en la determinacion de la intensidgg
de las lesiones hepaticas. Para ello han utilizadg ¢l
método de Moranp y colaboradores ', en el que |a
actividad colinesterasica se expresa en décimas de
centimetro etibico de NaOH N/100. Dan cifras nop.
males entre 54 y 70 U. En los enfermos cirréticos g
promedio era de 30 U., siendo los valores més bajos
en casos muy graves, con pronto fallecimiento, Ey
el plasma aprecian también una disminuecién de lag
proteinas plasmaticas, que relacionan con la dismi.
nucién de colinesterasa., En los casos de hepatitis
hay valores mas o menos bajos, dependiendo del cur-
so evolutivo de la enfermedad. La prueba de la coli.
nesterasa no es especifica de las hepatopatias, y aun-
que tampoco es diferencial en el diagnoéstico de las
ictericias obstructivas y hepatocelulares, puede te-
ner cierto valor en lo gque respecta al diagnoéstico de
la causa de las obstrucciones. Asimismo otros aute-
res '*" han examinado el valor de la seroacetileolines
terasa en diagnostico.

Los compuestos organofosféricos utilizados como
insecticidas inhiben, como hemos apuntado, a los
enzimas que hidrolizan a la acetilcolina. Sus propie-
dades toxicas son debidas a la acumulacion conse-
cuente de la acetileolina en el organismo. La prueba
de la acetilcolinesterasa es en este caso de especial
importancia como indice de la intoxicacién producida
por estos compuestos.

LEHMANN y colaboradores '** comunican haber en-
contrado niveles de seudocolinesterasa bajos que
guardan relacion con el parentesco.

WEBSTER y colaboradores '** han estudiado los ni-
veles de seudocolinesterasa en plasma y liquido cere-
bro espinal en enfermos afectos de esclerosis multi-
ple. ‘

GOUTIER, PIROTTE y colaboradores '** han estudia-
do la actividad colinesterasica, seudocolinesterasica
y benzilcolinesterisica en el intestino delgado e hi-
gado de cobayas. GIACOBINNI'*' ha determinado
cuantitativamente la actividad colinesterasica en te-
lulas nerviosas aisladas medicnte el método de 13
tioeolina modificado.

DENNY y HAGERMAN '"" han comunicado queé en
contra de la opinién sustentada hasta ahora, los leu-
cocitos humanos contienen apreciables cantidades de
colinesterasa.

Consecuentemente a su importante papel en la cor”
duccién de los impulsos nerviosos, la localizacion de
la acetilcolinesterasa es de un gran interés biologic®
empleiandose, en los intentos para localizar e} enZle‘“'
téenicas miero y ultramicrobioguimicas. hqr:l.Lb_Y
FRIEDENWALD "' han descrito un método h!stt’f{)“"
mico para su determinacion, que consiste en incu 3‘"
durante diez a sesenta minutos la preparacion )‘_
tejido en un medio que contiene acetiltiocolind L{':‘r
mo substrato y glicinato de cobre saturado con B
colina de cobre. Después de este tratamiento, 18 5‘:;0
cion de tejido es lavada con solucién saturadaso_
tiocolato de cobre y sumergida entonces en und ol
lucién de sulfuro aménico. Este altimo convierte
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precipitzndo blanco de ticcolina de cobre en un depé-
gto de sulfuro de cobre negro parduzco. Ulteriores
m\‘estigucimm‘s sobre este procedimiento histoqui-
mico pueden encontrarse en los trabajos de KoELLE
; COUTEAUX 192, 160 ZAJICEK '** ha realizado estu-
dios sobre la histogenia de plaquetas y megacarioci-
tos en la sangre, llevando a cabo investigaciones his-
toquimicas de acetilcolinesterasa en el sistema eri-
trocito-eritropoyeético y plagueta-megacariocitico de
varios mamiferos, Utilizando asimismo técnicas his-
toenzimolégicas, BECKETT y colaboradores '*% han es-
tudiado la colinesterasa en musculo normal y pato-

logico.
El otro tipo de esterasas, encuadradas en la deno-
minacion general de “esterasa hepdtica”, “esterasa

inespecifica” o “aliesterasa”, catalizan la hidrélisis
de ésteres de acidos grasos de bajo peso molecular.
Como en el caso de la acetilcolinesterasa, son posi-
bles varios métodos de valoracién: el titrimétrico, en
¢l cual el acido liberado es medido por alcalimetria;
¢l manométrico, en el que el CO, desprendido a partir
del bicarbonato que se emplea como tampon es medido
en Warburg, y el colorimétrico, basado en que los
¢gsteres que se utilizan como substrato producen una
base coloreada al ser hidrolizados (por ejemplo, el
paranitrofenilacetato o propionato que producen pa-
ra-aminofenol '%¢). En otros métodos colorimétricos
la base producida se une con sales de diazonio para
formar azocolorantes (por ejemplo, el betanaftilace-
tato produce betanaftol, el cual pasa a azocoloran-
Pa) AN $59.

AUGUSTINSSON ' ha indicado que la butiril-colin-
psterasa plasmética es normalmente mucho mas ele-
vada en los varones que en las hembras, mientras
que la acetilbeta-metilcolinesterasa de los eritrocitos
no muestra diferencias en relacion al sexo. Bach '™
indica que la actividad de la esterasa hepatica se re-
dujo sensiblemente después de practicada la adrena-
lectomia, produciéndose también cambios, menos no-
tables, después de inyectar cortisona. GOUTIER '°* ha
realizado un estudio muy completo sobre las distin-
tas clases de esterasas séricas, consiguiendo sepa-
rarlas por electroforesis.

TRIPSINA

La tripsina fue uno de los primeros enzimas diges-
tivos descritos, siendo el principal fermento proteo-
litico del jugo pancreditico. Hidroliza a las proteinas
v a los productos de su hidrolisis parcial proceden-
tes del estomago, al estado de oligopéptidos y cons-
tituyentes elementales. La transformacion del trip-
sindgeno en tripsina se lleva a eabo asimismo por un
Proceso proteolitico, catalizado por la enterocinasa.
La transformacién no es cuantitativa, puesto que,
ademés de la tripsina, se forma una proteina inerte,
tuya cantidad relativa depende del pH y de la pre-
sencia de iones en el medio de activacion '°2,

Al contrario de lo que ocurre en el ecaso de la ami-
lasa y 1a lipasa, la tripsina no existe en la sangre en
tantidad suficiente para hacer util su determinacion
en ella, pero si lo es su medida en el jugo duodenal
bara la interpretacion diagnodstica de las disfuncio-
Nes pancreaticas, especialmente en los nifos. La di-
gestion incompleta de las proteinas puede sospechar-
S¢ del examen de las heces, pero es preferible deter-
Minar el contenido enzimatico en una muestra de
Jugo, que da concentraciones considerablemente re-
ducidas de enzimas en el caso de la insuficiencia pan-
(redtica.,

La actividad tripsica hematica puede ser deter-
minada por la reaccién xantoproteica, después de la
activacion del suero con acetona, usando como subs-
trato la caseina.

Habitualmente el contenido de enzima se deter-
mina por la velocidad a la cual una muestra dada di-
giere la caseina, La cantidad de productos de hidré-
lisis formados en un tiempo determinado estan en
relacion con la cantidad de enzima presente, La hi-
dro-lisis se controla determinando la cantidad de pép-
tidos y aminodcidos liberados, midiendo el incre-
mento de los grupos carboxilicos o aminicos median-
te el método de WILLSTATER o SORENSEN para los pri-
meros, y el de VAN SLYKE para los grupos aminicos.
CHARNEY y TOMMARELLI '** han empleado un subs-
trato proteico cromogénico: la sulfanilamida azoca-
seina, En las heces, y también en el jugo duodenal, 1a
actividad tripsica es determinada a menudo por el
método de licuefaccion de la gelatina *°. Otros meé-
todos son el de la digestion de la caseina, de Ku-
NITZ ', que sigue la hidroélisis por densidades 6pti-
cas, ANSON '%° utiliza la hemoglobina desnaturaliza-
da como substrato, determinando los productos de
hidrélisis colorimétricamente o espectrofotométrica-
mente.

AGREN y colaboradores '* encontraron que, en la
pancreatitis aguda, se producia una disminucién de
la amilasa en jugo duodenal, pero no de la tripsina,
mientras que en la insuficiencia pancreatica ambos
enzimas estaban disminuidos.

Después de los tres dias de vida, las heces de los
recién nacidos poseen una gran actividad proteoli-
tica. A los doce afios esta actividad decrece marca-
damente, mientras que la del jugo duodenal perma-
nece constante. Por esta razén solo en los nifios es
atil la investigacién de la actividad proteolitica fe-
cal. PAYNE!®® demostré que las heces de los recién
nacidos normales poseian una actividad tripsica ca-
paz de digerir la gelatina a una dilucién del 1/100,
mientras que la de los nifios afectos de enfermedades
fibrocisticas del pancreas eran capaces de digerirla
tinicamente a una dilucion menor del 1/50.

QUIMOTRIPSINA.

Se conocen varias quimotripsinas y dos quimotrip-
sindgenos, uno de los cuales, el alfa-quimotripsiné-
geno, fue cristalizado por KunNitz y NORTHROP '°* .
Pequefias cantidades de tripsina activan el paso de
alfa-quimotripsinégeno a alfa-quimotripsina, la cual
se transforma en beta y gamma-quimotripsina, que
han sido obtenidas cristalizadas. Las delta y pi qui-
motripsinas, estable la primera e inestable la segun-
da, son de posterior descubrimiento. El proceso de
activacién ha sido intensamente estudiado %,

La actividad de la guimotripsina puede determi-
narse utilizando substratos naturales y sintéticos.
Estan basados en la medida de la velocidad de pro-
teolisis. Kl método méas representativo es el de Ku-
NITZ %, en el cual se utiliza la caseina como subs-
trato. Este método ha sido modificado por Las-
KOWSKY 1%, Otros métodos utilizan como substrato
natural la leche, viendo la capacidad coagulante de
este enzima. La introduccion de substratos sintéti-
cos para los enzimas proteoliticos se debe a BERG-
MANN 7!, El uso de péptidos sintéticos hace posible
establecer para cada enzima proteolitico la unioén
peptidica sobre la que actua. Las técnicas utilizadas
con substratos sintéticos han sido revisadas criti-
camente por NEURATH y SCHWERT '™*. PARKS y cola-
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boradores '™* han introducido el método manomeétri-
co, y RAVIN y colaboradores '** un método colorimé-
trico basado en el uso como substrato del N-benzoil-d,
-fenilalanina-beta-naftil-éster, que produce en su
hidrélisis naftol, el enal se copula con di-orto-anisi-
dinatetraazotiazida, extrayéndose con éter el colo-
rante azoico resultante.

Como en el caso de la tripsina, existen factores
naturales inhibidores de la actividad de la quimo-
tripsina. El poder antiproteolitico del suero, es de-
cir, la concentraciéon de factores inhibidores séricos
del enzima, ha sido estudiada en enfermos y sanos
por medio del método de WesT y HiLLiarD '™ y GuUI-
DETTI y colaboradores '™ observandose que la titu-
lacion antiquimotripsinica sérica puede ser anormal
en muchos sindromes morbosos, tales como la fase
aguda de ciertas infecciones, insuficiencia cardiaca
descompensada, hipertensién, afecciones alérgicas,
curso del embarazo y neoplasias malignas. El suero
de los pacientes afectos de tumores malignos con-
tiene habitualmente una elevada concentracién de
antiquimotripsina, que remite en los casos de regre-
sién del proceso neoplasico 77, 15, El valor pronos-
tico de la actividad antiquimotripsinica sérica es,
por el momento, limitado; pero puede ser itil para
seguir objetivamente el curso del proceso morboso
en los casos en los cuales el cuadro general del en-
fermo esta de acuerdo con el aspecto antienzimatico
sérico,

ENTEROCINASA

SHLYGIN '™ ha estudiado en el intestino delgado
las concentraciones de enterocinasa, fosfatasa alea-
lina y sacarasa en casos normales y patologicos. La
enterocinasa, enzima altamente especifico, se encuen-
tra exclusivamente en la mucosa y secreciones del
intestino, siendo producido especialmente en el duo-
deno y en el yeyuno, debiéndose destacar que en su
cantidad no toma parte la flora intestinal, siendo
su produccion funcién exclusiva de la mucosa intes-
tinal. Lo mismo ocurre en el caso de la fosfatasa al-
calina. En la producciéon de sacarasa si toma parte
la microflora intestinal. Fomina ha indicado que exis-
te una intima relacién entre la formacién de entero-
cinasa y los cambios en el sistema glandular causa-
dos por las acciones trificas del sistema nervioso
central. La concentracién de enterocinasa en un am-
plio nimero de casos no ha mostrado fluctuaciones
pronunciadas, permaneciendo practicamente cons-
tantes. La cantidad de enzima no se afecta por el
contenido en el jugo duodenal de los enzimas pan-
creaticos.

La enterocinasa puede determinarse por el méto-
do de SHLYGIN '*° y por el de KuNirz '™ °, de mayor
aplicacion, en el que una solucién de tripsinégeno,
a pH determinado, es activada por la enterocinasa. Se
toman partes alicuotas, en las que se valora la can-
tidad de tripsina producida, y se define la unidad
como la cantidad de enterocinasa que activa 0,065
miligramos de tripsinégeno cristalino en tampén fos-
fatos Sorensen 0,02 molar, a pH 5,8 durante una ho-
ra a 5 C.

Esta establecido que los pacientes que tienen una
porcién del estomago eliminada en el curso del tra-
tamiento de una tlcera gastrica, muestran un inere-
mento de enterocinasa en el jugo duodenal, aproxi-
madamente, entre 1.100 y 4.000 unidades por centi-
metro cubico. En los casos de tuberculosis pulmonar
se ha encontrado un descenso relativamente acusado
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en el contenido de enterocinasa (hasta 100 U./ml))
No se han detectado cambios apreciables en la n{a:
yoria de los casos de desinteria aguda. Parg relacig.
nar estos valores con los normales se estudig un
grupo de personas sanas, que dieron como niveleg
normales de enterocinasa, de 300-670 U,/ml. Lg de:
terminacién de enzima en el jugo duodenal, unidg a
otras pruebas, puede ser usada para conocer e] gg.
tado de los procesos digestivos durante el curso ge
investigaciones clinicas de enfermedades del sistemy
digestivo.

Normalmente, la enterocinasa realiza su aceion ey
el intestino delgado mezclada al quimo: en el ciegy,
debido a la absorcion de agua, su concentracion ay.
menta, v en las siguientes secciones del intestino de.
crecen sus valores por destruccion, siendo minimag
las cantidades de este enzima que se pueden encon-
trar en las heces. Vemos que es en el intestino grye.
so donde se realiza la destruceion de la enterocinasa
lo cual indica que en esa zona existe algln factor que
la motiva, el cual, para su aceién, depende del pH.
Cierto numero de enfermedades del intestino grueso
resultan de la alteracion del proceso de inactivacién
de la enterocinasa, indicada por la presencia de este
enzima en grandes cantidades en las heces. Es muy
poco probable que un aumento en la cantidad de en-
terocinasa producida en la porcién superior del in-
testino delgado pueda afectar la cantidad de enzima
en las heces, puesto que, en condiciones normales,
seria rapidamente destruido en el intestino grueso
Por tanto, valorando la cantidad de enzima que se
produce en el intestino delgado (en el jugo duodenal),
y conociendo sus fluctuaciones, que nunca son gran
des, la cantidad de enterocinasa en las heces cons-
tituye un factor determinante de ciertos aspectos
del funcionamiento del intestino grueso. El aumento
de 1.000 U./g. en las heces, por ejemplo, tiene valor
diagnostico en el caso de enfermedades disentéricas.
Lia aplicacion de este indice enzimatico, unido a otros
ensayos clinicos (fosfatasa alcalina, etc.), nos pue-
de indicar variaciones en el funcionamiento normal
del intestino grueso que no podrian ser determina-
das por métodos convencionales de ohservacion clini-
ca, tales como la determinacion de leucocitos neu-
tréfilos o la reaccién de Tribouleta, que generalmente
se ven afectados por otros procesos patologicos.

Estos indices enziméticos en heces son de gran va-
lor en pediatria, pero su interpretacién debe ser di-
ferente. Asi, los recién nacidos presentan cantidades
considerables de enterocinasa en heces, debido a que
no tienen sistema destructor del enzima en el intes-
tino grueso y las cantidades formadas son, precisi-
mente, las apreciadas en las heces. De este modo,
los disturbios nutricionales, resultado de enferme-
dades agudas o desdrdenes alimenticios, se rel‘acw-
nan con una marcada disminucién de la enterocinasd
excretada en heces, Estos cambios son muy grandes
en pacientes con sintomas clinicos pronunciados de
hipertrofia. HEYMAN *' ha confirmado en casos de
decrecimientos enziméticos, como el indicado anté:
riormente, que la causa probable puede ser una ric-
kettsiosis, que ataca frecuentemente a los ninos.

Los indices de ciertos enzimas que caracterizan
algunos aspectos de la actividad intestinal pueden
ger utilizados en la practica en relaciéon con proble-
mas médicos, siendo los fisitlogos y clinicos 10s qu¢
finalmente decidirdn el valor diagnéstico de 108
mismos. >

(Continuard)
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