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Resumen

Se analizan los resultados obtenidos en el estu-
dio de enzimas e isoenzimas de 42 pacientes que
sufrieron infarto agudo del miocardio y de un gru-
po testigo negativo, a través de un protocolo de
muestras seriadas. Se presenta un método modifica-
do en nuestro laboratorio para el estudio electro-
forético de isoenzimas de la deshidrogenasa lictica,
el cual es satisfactorio para la rutina diagnostica y
particularmente Gtil en el diagnéstico diferencial o
confirmatorio del infarto al nuoca:d.lo. Las deter-
minaciones convencionales de enzimas ‘‘cardiacas”
mostrdron que los sistemas que mas rapidamente
adquieren significacion diagnostica son la creatina
fosfoquinasa (C.F.Q.) y la aspartato amino-transfe-
rasa (T.G.0.): sin embargo, por estudio comparati-
vo con isoenzimogramas de 11:31 deshidrogenasa lacti-
ca (D.H.L.) se determino que un 35%de los pacien-
tes positivos por infarto al miocardio, presentaron
predominios en las bandas uno y dos (“cardiacas™)
asociadas a D.H.L. total normal. Solamente dos pa-
cientes de un grupo de 29 presentaron hiperactivi-
dad de creatina fosfoquinasa total antes que el iso-
enzimograma D.H.L. presentara predominios en las
bandas 1 y 2.

El 43.5% de los pacientes con infarto presenta-
ron_hiperactividad en las bandas 4 y 5 (“hepati-
cas™), lo que demuestra la contribucion, en un sec-
tor cuantitativamente importante de los pacientes,
de enzimas de otros te_]tdas al perfil enzimitico
considerado como “cardiaco”.
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Introduccion

La mayor parte de las muertes por infarto
agudo del miocardio, tienen lugar durante las
primeras horas después del ataque. Esta situa-
cion plantea la necesidad de diagnésticos ra-
pidos basados en elementos clinicos y com-
probacién de laboratorio, que debe ofrecer
procedimientos sensibles, ripidos y accesibles
a la rutina hospitalaria.

Los estudios de laboratorio adquieren es-
pecial importancia en casos de pacientes con
insuficiencia coronaria y angina de pecho,
donde las manifestaciones circulatorias pue-
den plantear un dificil diagndstico diferencial
con infarto miocdrdico, particularmente si hay
cambios electrocardiograficos equivocos o
bloqueos avanzados de las ramas del Haz de
His. Los procedimientos rutinarios de labora-
torio generalmente utilizan técnicas enzimd-
ticas de escasa discriminacion diagnostica,
por cuanto sus aumentos se dan por dafio en
diversos tejidos (13).

Los valores “normales™ para algunos mé-
todos presentan una amplia cobertura, de tal
manera que la actividad de oxido reductasas
y transferasas, en un paciente con valores en
los limites inferiores, puede duplicar y hasta
triplicar la actividad sérica de esas enzimas y
permanecer, para efectos interpretativos cli-
nicos, en el margen superior normal. Esta si-
tuacion afecta la necesaria celeridad con que
debe establecerse el perfil enzimdtico com-
probatorio de infarto.

El descubrimiento de que la deshidrogena-
sa lactica (D.H.L.) de varios tejidos humanos
estd formada por diversas especies molecu-
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lares, desperto gran interés en la busqueda de
la organoespecificidad enzimatica y en cuan-
to a sus posibles aplicaciones en la medicina
(12).

La molécula de la D.H.L. estd formada por
cuatro cadenas de aminodcidos que se consti-
tuyen en un tetrdmero. Las cadenas de amino-
dcidos de cada molécula de DHL pueden ser
de uno o dos tipos, denominados cadenas H
(favorecen migracion anodica, predominan
en tejidos “‘aerobios” como corazodn, rifon,
etc.) y cadenas M (favorecen un desplaza-
miento catddico en la electroforesis, predo-
minan en tejidos “anaerobios” como higado
y musculo) (4,6).

Al sintetizarse la molécula de DHL (tetrd-
mero), existe la posibilidad de constituir cin-
co formas moleculares que catalizan la misma
reaccion quimica, resultantes de las diversas
posibilidades en que pueden organizarse las
cuatro cadenas de aminodcidos (5).

Normalmente la mayor parte de la activi-
dad D.H.L. reside en la banda 2. La banda 1
esigual o ligeramente mds activa que la banda
3 y esta ultima lo es mas que las bandas 4y 5
(8).

Aunque las isoenzimas no son absoluta-
mente organoespecificas (1) desde que en los
diferentes tejidos existe diversa distribucion,
es posible, con razonable certeza, determinar
el tejido que origina una hiperactividad sérica
de acuerdo al patron de especies moleculares
presentes. Cabe sefialar, que el patron de dis-
tribucion es mas bien tejido especifico (8):
en tejido cardiaco, por ejemplo, se reporta
predominio de las bandas 1 y 2, presentando-
se ligeras variaciones dependiendo del drea
anatomica que libere la enzima: en el septum
posterior interventricular predomina la frac-
cion 1; en el dpex y musculos papilares de la
valvula mitral predomina la fraccion 2;enla
cara anterior al ventriculo izquierdo se pre-

senta igual actividad de las bandas 1 y 2.

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo contiene los resulta-
dos obtenidos en el estudio de 76 pacientes
de ambos sexos, internados en la Unidad Co-
ronaria del Hospital San Juan de Dios, 42 de
los cuales presentaron infarto agudo del mio-
cardio, no complicado y comprobado por
elementos clinicos y de laboratorio.

Las muestras del propositus fueron obte-
nidas por puncion venosa, siguiendo un pro-
tocolo seriado de 3 horas, 6 horas, 24 horas,
48 horas, 7 dias y 12 dias después del posible
infarto.
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No se utilizaron anticoagulantes ni preser-
vantes quimicos, desuerindose las muestras
pocos minutos despues de obtenidas y previ-
niendo la hemdlisis. Cuando las muestras no
se procesaron de inmediato, fueron refrigera-
das por unas horas y luego congeladas a
—70°C (congelacion ripida en mezclas al-
cohol:acetona).

Separacion electroforética de la actividad de
la Deshidrogenasa Lactica.

Para la separacion electroforética (8) se
utilizaron placas de vidrio de 8,3 x 10,2 cms.
(Eastman Kodak Company, # 1402130), las
cuales se cubrieron con 7,5 ml de agarosa al
0,80 g/dl. El revelado se logro a partir de la
siguiente secuencia de reacciones:

Lactato + NAD—>pjruvato + NADH*
NADH* + PMS —PMSH* + NAD

PMSH* + NBT —>pMs + Formazin

NAD = Coenzima I, DPN
NADH' = Coenzima I reducida
PMS = Metasulfato de fenacina
NBT = Azul de tetrazolium
NBTH" = Formazin

Los compuestos quimicos fueron obteni-
dos de la Compafita Sigma Chemical Com-
pany (Saint Louis, Missouri) y los sustratos
preparados en nuestro laboratorio.

La separacion electroforética consistio en
un sistema discontinuo de veronal NaCl en
los tanques (2) y tris-borato-barbital pH 9.1
enel gel. La fuerza ionica del gel fue la mitad
de la de los tanques. Luego de una corrida
por 35 minutos a 70 voltios (aproximada-
mente 25 cms de migracion) se agregan los
sustratos de revelado sobre otra capa de aga-
rosa, demorando aproximadamente una hora
a 37°C la obtencion de las bandas. Durante
la corrida electroforética se debe prevenir la
inactivacion de fracciones termoldbiles por
refrigeracion de la cdmara.

Ingredientes del revelado:

Lactato de sodio 1M (0,35 ml), cloruro de
magnesio 0,005 M (0.75 ml), cianuro de so-
dio recristalizado 0,1 M (0,38 ml), cloruro de
ditetrazolium 0,2 M (0,88 ml), nicotinamida
adeninadinucle6tido 0,03 M (0,38 ml), meto-
sulfato de fenacina 0.01 M (0,1 ml). La solu-
cion debe prepararse el dia de su uso y man-
tenerse protegida de la luz.
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Los isoenzimogramas pueden leerse por
observacion visual directa o por interpreta-
cion de graficos densitométricos, en cuyo ca-
so debe haber buena certeza de la resolucion
de las bandas.

Deshidrogenasa Lactica (DHL) (NAD oxido
reductasa del acido-L-Lactico, EC 1.1.1.27)

Su actividad se determiné por el método
cinético cuantitativo de Wroblewski y LaDue
(14), con reactivos de la Compafiia Sigma
Chemical Company (Saint Louis, Missouri).

Aspartato aminotransferasa (TGO) (EC

2.6.1.1)

Su actividad se determind por el método
de Reitman y Frankel (9), con reactivos ob-
tenidos de la Compafita DADE (Miami, Fla).

Creatina fosfoquinasa (CFQ) (EC 2.7.3.2.,
ATP Creatina fosfotransferasa)

Su actividad fue cuantificada por medi-
cion de la creatina formada por catalisis de la
creatina fosfoquinasa sérica, utilizando reac-
tivos de la Compafiia Sigma Chemical Com-
pany (Technical Bulletin /£520).

Hallazgos en el grupo “testigo” durante las primeras 48 horas
de su ingreso a la Unidad Coronaria

Enzima 3 Hrs. 6 Hrs. 24 Hrs. 48 Hrs. Promedios Normales
literatura
n= 18 20 20 15 58 -
CF.Q X= 5,6 5.8 59 6,6 6 —
Rango= 0-11 1-11 1-11 2-11 1-11 0-12
n= 15 18 21 15 14 =
AAT.X= 31 34 30 36 33 o
Rango= 0-17 0--68 5-65 7-63 1-66 40
n= 14 17 20 13 62 -
DHL.X= 205 196 194 203 200 =
Rango= 146- 143— 130— 129- 140—
264 249 260 278 260 100—-350
CUADRO 1

C.F.Q. = Creatina fosfoquinasa
A.A.T. = Aspartato aminotransferasa (T.G.0.)
D.H.L. = Deshidrogenasa Lictica
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ACTIVIDAD TOTAL DEC.F.Q., AL AT. Y D.H.L.
EN EL GRUPO “INFARTOS”

Enzima 3Hrs. 6Hrs. 24 Hrs. 48 Hrs. 7 dias 12 dias Valores Norm.

n= 18 28 32 29 13 11
C.F.Q. X= 17 32 58 36 9 7 0—-12 U/ml
media = 15 29 35 26 7
n= 18 28 32 27 15 11
AAT. X= 77 101 134 110 40 38 5—45 U/ml
media= 45 65 120 85 40 35
n= 17 27 38 25 15 12
D.HL.X= 245 335 766 750 373 218 100350 U/ml
media= 300 350 800 640 350 240
CUADRO 2

HALLAZGOS ENZIMATICOS EN EL GRUPO “INFARTO” DURANTE
LAS 6 HORAS POSTERIORES AL EVENTO

Actividad enzimatica Presente No. %
en Pacientes

Hiperactividad “primaria” 6 29 20,7
D-H-L- 1_2
Hiperactividad D.H.L.; 5« 13 37 35
¥ D‘H'I-‘Total “normal”
Hiperactividad 17 42 40,5
D.HLY,
Hiperactividad “primaria”™ CFQ*** 2 29 7
Pacientes con infarto y 13 28 54
enzimas hiperactivas a
las tres horas
Pacientes con infarto y 40 40 100

enzimas hiperactivas a
las seis horas

CUADRO 3

*  Primera enzima que mostro hiperactividad
** Fracciones 1 y 2 de la deshidrogenasa lactica, bandas “Cardiacas™
***Creatina fosfoquinasa

Fracciones 4 y 5 de la deshidrogenasa lactica, bandas “Hepaticas™
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Actividad enzimdtica X10™ (U./ml)
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Actividad enzimatica X101 (U./ml)
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Suero:

Aplicacion
muestra

CH D

Isoenzimogramas D.H.L. mostrando: a) control normal, b) hepatitis aguda
(hiperactividad en banda 5 “hepdtica”), c) infarto al miocardio (hiperacti-
vidad bandas 1 y 2), sueros en posicion CH y D representan infartos luego
de cinco dias de evolucion (ligera hiperactividad en bandas 1 y 2).

La banda 1 se ubica en la posicion superior de la migracion, la banda 5 en

la inferior.

DISCUSION

Les pacientes que ingresaron con diagnds-
tico de posible infarto al miocardio, pero des-
cartado éste cuando se dispuso de otros ele-
mentos diagnosticos, se tomaron como un
grupo testigo, que representa al verdadero
grupo de pacientes, cuyas manifestaciones
clinicas, particularmente las circulatorias,
representan el elemento sobre el cual debe
establecerse el diagnodstico diferencial de in-
farto.

En el Cuadro | se resumen los hallazgos
de laboratorio obtenidos con el grupo “testi-
go”’, dentro de lo cual se destaca una tenden-
cias ascendente en los valores de C.F.O. sérica,
de origen posiblemente iatrogénico, durante
su estancia en la unidad coronaria. El prome-
dio aritmético (X) del grupo en cuanto a
aspartato amino transerasa, coincide con los
valores normales reportados en la literatura
(9) pero los valores limite son muy amplios,
determinados por un grupo de 6 pacientes
con hiperactividad para aspartato amino
transferasa y que no presentaron infarto. Es-
ta aberrancia de los valores margen determi-
no que fuera el mas inespecifico de los recur-
sos evaluados, aunque por analisis seriados no
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se observaron tendencias compatibles con
infarto.

En relacion a Deshidrogenasa Ldctica (Cua-
dro 1) se aprecia una notable constancia en
los valores promedio y el rango.

Las actividades “normales” superior e in-
terior senaladas por el fabricante resultaron
muy amplias cuando se aplicaron al grupo
testigo, lo que confirma la necesidad de que
cada laboratorio establezca parametros esta-
disticos propios para sus métodos enzima-
ticos.

En el Cuadro 2 puede apreciarse como las
dos enzimas que mds ripidamente adquirie-
ron significacion diagnostica lo fueron la as-
partato amino transferasa y la creatina fosfo-
quinasa. Notese que los tres sistemas enzi-
mdticos alcanzan su hiperactividad mdxima
dentro de las 24-48 horas posteriores al in-
farto. Al sétimo dia de éste, todas las enzimas
excepto la D.H.L., habian formalizado su ac-
tividad. La D.H.L. recupero su actividad nor-
mal entre el sétimo y el doceavo dia.

En el Cuadro 3 se muestra un estudio com-
parativo entre actividad total de “‘enzimas
cardiacas’, versus isoenzimas de la D.H.L.,
del que se concluyen las ventajas que resul-
tan del disponer de anilisis isoenzimaticos

- No. 4, 1978 - 321-415



como el propuesto. El hecho de que un 35%
de los pacientes con infarto presentaran hi-
peractividad sérica de las bandas uno y dos
en asocio a D.H.L. total normal, demuestra
que con este recurso se incrementa nota-
blemente la sensibilidad diagnéstica, ademds
de tratarse de un método virtualmente espe-
cifico cuando se aplica a un paciente con
posible infarto del miocardio (11).

Solamente dos pacientes de un grupo de
29 (cuadro 3) presentaron hiperactividad
temprana de creatina fosfoquinasa sérica sin
evidencias de hiperactividad en la primera zo-
na de las isoenzimas. En la muestra siguiente
de la serie (tres horas después), ambos pacien-
tes presentaron hiperactividad de *‘primera
zona”.

Debido al elevado porcentaje de pacientes
que mostraron congestion hepatica (cuadro
3), o al menos hiperactividad en las bandas
4 y 5, debe enfatizarse que los métodos de
eleccion son los electroforéticos y de separa-
cién en “columna’, Gnicos recursos que per-
miten la observacion directa y cuantificacion
de las cinco bandas de actividad D.H.L. sérica
(7).

Los métodos de inactivacion térmica e
inhibicion quimica (3), cuyos resultados
dependen del predominio en la muestra
de cadenas Tipo “H” o Tipo “M”, pueden
llevar a interpretaciones erroneas cuando
se presenta hiperactividad simultinea por
cadenas de ambos tipos (43,5% en el grupo
estudiado, cuadro 3), ya que la compensa-
cién del equilibrio entre las especies mole-
culares presentes puede llevar a normaliza-
cién de los porcentajes de inactivacion tér-
mica o quimica.

Un inconveniente de las técnicas de inhi-
bicion quimica (Formacién de complejos ter-
narios DHL—NAD—piruvato (3) lo consti-
tuye la dificil estandarizacion de las técnicas
que dependen de concentraciones muy criti-
cas de la coenzima (coenzima I) y el sustrato
(piruvato), ademads de otros factores inheren-
tes a cualquier reaccion enzimdtica (pH,
temperatura, activadores, inhibidores, etc.)

Enlas figuras I, 11 y 111 se representa grafi-
camente los resultados obtenidos en todo el
grupo del propositus que presento infarto de
miocardio. Dado que la hora del infarto no
siempre pudo establecerse con certeza y en
virtud de que se registré como la hora del
mismo aquella anotada a su ingreso en la Uni-
dad Coronaria (fundamentalmente en base al
dolor precordial) algunas muestras (tres en
el caso de C.F.Q.), a las 24 horas del momen-
to anotado, mostraron valores bajo el limite
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superior normal, lo que debe interpretarse co-
mo error en la determinacion cronolégica del
evento y no a que esas enzimas estuviesen
realmente normales a las 24 horas del mis-
mo. En todos los pacientes estudiados del
grupo “infarto”, se logré demostrar hiperac-
tividad sérica para los sistemas de enzimas e
isoenzimas estudiados.

CONCLUSIONES

La determinacion de isoenzimas de la des-
hidrogenasa lactica, por el método propuesto,
permite diagnosticos confirmatorios mds tem-
pranos que con los recursos convencionales
de laboratorio. Antes que la deshidrogenasa
lactica total alcance valores sobre el limite su-
perior normal, es posible detectar aumentos
isoenzimdticos confirmatorios de infarto del
miocardio.

Las bandas cardiacas en los isoenzimogra-
mas pueden ser hiperactivas antes que la crea-
tina fosfoquinasa total supere el limite nor-
mal, con la ventaja de ser mas especificas. El
interés mas relevante del método reside en su
aplicaciéon al diagnostico confirmatorio de
infarto al miocardio, el embolismo pulmonar
y la enfermedad hepdtica, aunque, por la ex-
tensa distribucion de la deshidrogenasa ldcti-
ca en el organismo (3,9), en diversas condi-
ciones clinicas es de utilidad.

Protocolos de muestras obtenidas en for-
ma seriada para determinaciones enzimaticas
rutinarias e isoenzimogramas electroforéti-
cos, representan un conjunto valioso de re-
cursos modernos de laboratorio, que deben
estar a disposicion del clinico para evaluar
sus pacientes con procedimientos mds sensi-
bles y especificos.
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