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Nosotros hemos tenido interés en aportar algunos datos

enzimaticos que Sse sumen a los numerosos estudios actuales

gque intentan explicar  la etiopatogenia de la enfermedad

arteriosclerédtica y varicosa en el hombre. Hemos realizado

para ello un estudio de la actividad enzimatica por gramo
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PARED VASCULAR.

II-1 PARED ARTERIAL SANA

Podemos diferenciaz 1tes
-€5 capas en la pared

arterial:

endotelial lisa que

on la delicada banda

parte entral " de la
e Aartarial A + & o X | ; E
pared eri 2 ¢ v en - l , con abundante

tejido muscul:

ydventicia: de estructura
pocas fibras musculares, es la gue

conjuntiv ambilente,

permitiendo embargo, su deslizamientc,

La observacidén macroscdépica nos permite diferenciar,

ya a simple vista, dos tipos de arterias:

1Q Arterias de tipo eldstico: presentan gran

elasticidad por L1a gran cantidad de fibras y membranas




Lenen,

mamaria

muscular: san

en gran medida su calibre

aprecia

L

anteriormente.

La intima

endotelio

membrana elédstica

totalidad

agul gue rsales

membrana lulas

longitudi

mismo eege  San

la

la elastica interna con

fibrillas elasticas que se encuentran

la elastica interna el

ima, entre endotelio elastica

D 4 B

los vasos de

fibrncitos, Y

histiocitos musculares

Laterng.;

endotelio.

inte

mayor

lisas.

roncos supra-

capaces de modificar

donde mejor se

as capas citadas

separada  de la

gue tiene una

terminales 1 las

la membrana

los YASOS

longitudinales
interna.

la

aparezca ond.lada

endoteliales estan

nal paralelamente al

mallas alargadas

mayvor parte de las

an la intima; entire

n el seno de la

L

-
i

na, hay algunos

calibre, también

s5e

Normalmente




‘{35"}_‘!(’*]".""“ an YOy Q
ngrosamient intima en aquel]
e A aguellos pyntos
que AN
] encuentre especialme
ran Specilialmente sometidos ¢ la )
10¢ L8 acclon
mecanica de :
A i Tty S
torriente sanguinea, tales como son las
Sl Tureasfdnes & ol
iclores o LOS arranques de 1:

4s colaterales.

El subendote] S
=ubendotelio esta formade por
.crmado  por una membrana basal,
elastina microri L]
i 1 L L L) I 4 i" {‘ 1 } i 3 L& [ 8 ;
1 1llas, & membrana basal esta
constituida por u ' le ]
t 184 Ppo ina Lamina de] § ¢ |
1 2igada que, dependiendo del
tipo de vaso, s pued '
. =0y S€ DPuede ensanchar ligeramente. La elastina

se reparte homoKeéneas :
P domogenea por la  lamina eldstica

‘lilas, orientadas longitudinalmente,

encuentran englobadas dentro de la elastina

omponentes subendotelio: vaceular  sap lae

proteoglicanos, fibronectins,

saminoglicanos g egun el tipo de. vasg, celulas

lares

media esta formada por fibras musculares
lisas fusiformes y muy apretadas entre si, las cuales
rodean el -ubo vascular circularmente o siguiendo un curso
egpiral con angulos de givo muy cerrados., El sentido del
arrollamiento de espirales musculares es, hecho
notable, distinto en cada mitad dJdel cuerpc. En las
arterias del lado derecho avanza la espiral generalmente
en el sentido de las agujas del reloy Y. en el lado

izquierdo, al contrario. La medie de las arteriolas esta

formada por una sola capa de fibras musculares.




La con Ltracci Yy relajaci musculatura de 1a
media regulan -8libre del sistema arte }

lLatems Erlal. 3u curse

€splral garantiza la conerencia de la pared arte 1

! I arcterila

‘uando 3obreviene una dilatacidn pasiva.

Ehtre las = mie |
re As fibras musculares se extiende una cantidad
2 A > & L1ldas
de fibras nemt : ;
- A - ne ran S oo - = UeE i i
mbranas elasticas que varia de un lugar a
b Fa ot 1 o r 3
trc; existen ademas aqui delgados haces de fibras

colAgenas de cursc i e A
£ Ursc Algunas fibras elédsticas

marchan en sentido radial. La red elédstica de la media se

transforma en muchos

Vases S en  unsa membrana elAstica

externa al llegar a la zcna (imitante entre la musculatursa

de |1a media ¥ 1la adventicia, Lna parte de las  fibras

musculares “edlante tendenes elasticos, en la

armazon elastica de l: medila en la membrana eldstica

interna, actuando reguladores de la tension

1

parietal.

Hacia la adventicia empaima la limitante
externa con una red elastica, que es cada vez mas laxa en
direccion periférica. Las fibras colagenas ce la
adventicia se entrecruzan en espiral, forman una red en
tijera, lo cual permite gque el tubo vascular se dilate
ampliamente tanto cn sentido transversal como en el
longitudinal. Fasciculos longitudinales de fibras
musculares lisas entran en relacién con la red elastica ¥y

regulan su tension.




*8tan incluidas ]
-+41Ua88 algunasg fib
b udllil s ' RES 13 /I"&S
de colageno Last
: 10 eiastina omo fibreobl
& L1Ooreblaste

LS

La agventicia arterial esta
Ste lensos plexos
nerviosos, servicio tanto
2 i o anto Lnervacion
m -~ H 1 {
muscuiatur como . de L ¢ onduccion 1 t
; & sensibilidad
rofunda. Fib S Nerv
j& Nda. ribras nerviosas procedentes de los plexos de la

advent 1 3 . Ny | T ;
icia, penetran hacia las fibras musculares de la

P
media, | ¢ : ' ]
g&ia,. Tente en la Propla adventicla como en la proximidad
: a4 proxip

de los vas (18 tig
808, existen ~-erminaciones nerviosas tenidas por

sensitivas, en forms 2) erpusclu.os de P
{ ma de Orpuscu.os de Pacini, v placas

terminales. Un extense ampo receptor es
existe en ia diiatacien srotida in
be > | nombre de seno carotideo; ¢ este
tivamente delgada [ apa media

muy desarrollada la adventicia.

adventicia presenta también los llamados vasa

vasorum los cuales la penetran procedentes de los vasos

WHEC 108 .

En el sisiema arterial z desarrollan notables
modificaciones en relacién con la edad, que afectan
especialmente a la intima y a la media. En el trascurso de
los afios se engruesa la intima por aumentar en ella las

; ; e et Dioe S V.
fibrillas coldgenas y eliasticas. Ei tejide eldstico de la

pared arterial pierce elasticidad Yy en la in*tima y en la
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ALTERACIONES DE LA PARED ARTERIAL EN

ARTERIOSCLEROSIS.

ALTERACIONES ANA’I’QHOPATOLDGIM'

ARTERIOSCLEROSIS,

Bajo el término de arteriosclerosis se incluyen tres

variantes mcrfolégicas bien definidas:

18.,- Aterosclerosis: Caracterizada por presentar

placas de ateroma.

n 1 s . 1 .
28.- Esclercsis <calcificada de 1a media o de
Monckeberg: Presenta focos de calcificacién en la capa

media de las arterias musculares,

38, ~ Arterioloesclerosis: Se forma "nn
engrosamiento proliferativo o hialino de las paredes de las

arterias de pequefic tamano o arteriolas.

Hay que tener presente que en un mismo sujeto e,
incluso, en el mismo Vaso pueden coexistir mids de una de
las variantes mencionadas. Debid. a que la aterosclerosis

g ™ 1e
es la forma més frecuente de arteriosclerosis ambos

A

térninos son utilizados como sinénimos.
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de lesiones, la

pPlaca de ateroma vy la

. estria grasa (423-
424-4286),
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| La piaca de ateroma: Histolégicamente ge

caracteriza por:

g i :
Proliferacién de células musculares

- Acumulacién de fibras y matriz de tejido

conectivo.

~ Depositos lipidicos.

Estos hechos se piesentan en proporciones variables,
originando todo un espectro de !esiones. Tipicament~ las
placas de ateroma estidn compucstace por una zona superficial
{capa fibrosa) fcrmada por coldgeno, que contiene una
proporcién variable de célilas musculares lisas, v una zona
mAB profunda Q central aonde existe un acumulo
desorganizado de material lipfdico, cristalas de
colesterol, restoe celulares ¥ cantidades variables de
fibrina. El examen cuidadoso, incluyende el estudio
ultraegtructural, muestra inclusiones lipfdicas en las
células musculares de la capa fibrosa superficial, asi como

células esnumosas ovoides o redondeadas de origen no bien




Precisado, aunque probablemente correspenden a macréfagos
cargados de lipidos (426-427). Las células , en el interior
de las placas y en los depésitos més profundos, también
estin rodeadas por un

material extracelular consistente en

Proteoglicancs, fibras eldsticas, colédgeno Yy restos

celulares.

Las variaciones en la histologia de 1las placas de

ateroma consisten en diferencias en cuanto al nimero de

células musculares lisas, cantidad de colédgenc, matriz

extracelular vy, especialmente, contenido lipidico. Neo

obstante, muchas placas estédn compuestas,

principalmente,

por células musculares lisas y tejido fibroso, aungue en

ciertas localizaciones, como en las arterias coronarias,

gon fundamentalmente de tejido fibroso (425)
aterosclerosis avanzada la fibrosis progresiva puede
convertir el ateroma lipidico en una cicatriz fibrosa.

Las placas ateromatosas plenamente desarrolladas pueden

1 1
gufrir una serie de camblos que dan lugar a las llamadas

placas complicadas:
a) Calcificacién: En la enfermedad
] lecifi diendo
aterosclerética grave las arterias se calcifican, Ppu

transformarse €n estructuras rigidas.

Ulceracién: La ulceracidn de
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colesterol ).

>} = 1rombesis: L3 la complicacién més grave

_produc1endu un cuadro de isquemia aguda

d) Hemorragia: La hemorragia de la placa

ued i g e Wy ] ;
puede producirse por rotura del endoteli:)» de revestimiento

o de los capilares que irrigan la placa, especialmente en

las z LAl o >
i88 arterlias coronarias. LS frecuente observar, en estas

f £ -~ ~ 5 1
placas, fagocitosis ie la sangre extravasada (macrofagos

rargados con hemosiderinal.

e) Dilatacién aneurismdtica: Aunque le
aterosclerosis e3 baAsicamente uns enfermedad de la intima,
en casos graves puede atrofiarse la media subyacente por
compresion, perdiendo la elasticidad normal. Todo elio
provoca la debilidad suficilente para ocasionar dicha

dilatacién aneurismatica.

28.- egtria grasa:. oSe observa ya en nifos de
edad y se considers jgue puede ser la precursora de la
de ateroma (ver I1I-2-4-2 "mecanismos de proliferacidn

células de misculo liso"). Las lesiones comienzan




Como manchas emarillentas Rultiples

de mencs de I mm. de

didmetro, que crecen constituyendo €strias alargadas de 1-2

mm. de ancho Por 1 cm. de largo. La estria iipidica tiene

uti aspecto histolégico caracterizado por mostrar elementos

celulares (histiocitos,

células de muscuyla liso, etc.)

con
vacuolas lipidicas dando lugar a células esnpumosas, E]

componente lipidico puede observarse extracelularmente

Junto a proporciones variables de proteoglicanos, fibras de

colégeno y eldsticas.




[I-2-2 ESTADO ACTUAL

ARTERIOSCLEROSIS.

La Aarteriosclerosis

indirecta |

del 753% de los

ae Anos. tsto aa

enfermedad, motive por

estudios en todo el mundo

patogenia, tratamiento,

causa

icicnales

ar 10s

Primerocs

‘ermedad.

La hipotesis de Ross

a las agresiones propone

las celulas

arteriosclerosis
liberados de las celulas
de miuisculo liso vascular
e] concepto

papel en

aterosclerdtica

et

(&

exacta

paso

endotellales

LA ETIOPATOGENIA DE

i ~ - = ¢
la responsable directa o

teécimientos de personas de mas

160 5 i Y3 1
lea de La lmportancia de esta

el jue se realizan ilnnumcrables

a fin de encontrar su etiologia,

g

ie R arteriosclerosis

sugleren que los

del endotelio

s 4que conducen al desarrollo de

acerca de la respuesta endotelial

estimulos pueden danar

iniciar asl el proceso de la

factores sintetizados

andoteliales, macrdofagos, células

y plaquetas juegan un importante

de la formacidén de la lesion

(271-276-279).
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nulo directo de las ceélulas endoteliales.

En la aterosclerosis inducida

por dieta hiperlipidica
en primates, los monocit se adhieren a la capa
endotelial en las dos primeras semanas (302).

M1 e O Q 1 ) o | 1
Mientras que en modelos animales de la

iterosclerosis =l endotelld mal desde el punt

de vista morfoldeico, en las paredes arteriales humanas se

ha observado un peclimortfisme con celulas
endotellales consecuencla, un descenso
del numerc de células por milimetrc cuadrado.

La adhesidn de | Monoc : se hace particularmente
importante en 3 zonas de unién de las «ceéelulas
endotelilales jesde donde pueden emigrar al espaclo
subendotelial alli acumular grasa (celulas espumosas /.
Estas "células espumosas’ S las responsables de las
"egtrias grasas’ de lesion inicial de la
aterosclerosis.

Las células de musculo liso pueden emlgrar desde la
capa media a la intima y acumular también grasa por lo que

1

pueden tomar parte en la formacién de estas lesiones
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_ rativas. Mas adelante "e
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En el transcurso del progreso de la enfermedad la capa
- - 2 i » &

de ceélulas erndoteliales empieza a separarse, sobre todo a
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subendo sl 1a nired 1 IS i
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sanguinea. Es 3 s nlveles donde las plaquetas se
iberan sustancias asocactivas (t

tromboxano Az,

seroto 18 vdenosin nucledtidos) is1 como el "factor de

creciniento derivado de las plaquetas". Todo estc conduce

a un més rapido crecimiento del musculo liso en la lesidn

aterosclerdtica (407)

El hecho de gque la proliferacion de las -élulas de
musculo lisc se produzca tambien =2n lugares donde el
endotelio esta 1ntacto, indica qu2 todas las celulas
responsables de la formacién de la placa de ateroma
(monocitds/macréfagos, células endcteliales V¥ células de
misculo liso) pueden también producir ¥ liberar factores

de crecimiento.
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~a48 plaquetas podrian Liegar a ser activadasg v liberar
= Q8 ¥ ( 4 L

‘i&t‘.”. | ~ * AT i - 3

| te de su contenide en lugares sin lesidn morfoldgica

del endotelio, pero con

la funcionalidad del

mismo
alter Rl ] :

ilterada. Ciertamente los animales con nipercolesterolemia
P o \ .
inducida por la dieta tienen una supervivencia de sus

1 = 1 < 5 .- 1 A - ]
Plagquetas disminuida en relacién al desarrolle de Lla

enfermedad arterial (271).

La extensa neovascularizacidn de la pared arterial, por

les vasa-vasorum, en las lesiones ateroscleroticas humanas

da lugar a una alta concentracidn de "sustancias derivadas

de las plaquetas'” e¢n d esiones v eeto da lugar 5 g

mayvor crecimiento vasdconstricecion. La

hemorragia ruptura de la placa de

ateroma san olen conocidas del proceso
arteriosclerotice y podrian estar relacionadas con la
fragilidad los wvasa-vasorum neoformados en la lesidn
ateroscle.“tica.

A este fenomeno se suma una adhesividad masiva de

plaquetas, vasoconstriccidn ¥ muy frecuentemente,

oclusidn vascular.
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AGREGACION PLAQUETARIA
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MASA PLAQUETARIA ESTABILIZADA
(TROMBO BLANCO)
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AGREGACION PLAQUETARIA.

Les plaquetas son los elementos masg Pequerios de |a

SAangre cocn un tamano medio de 3-6 pym, ¥y una supervivencia

i . . S L
aproxinacamente 7 dfas. En condiciones fisioldégicas, en

la circuviacion,

las placuetas no estéan activadas, presentan

una forma discoidea ¥ discurren por la periferia de los

vV&sos sanguineos al wser empujadas por los hematies que

circulan por la parte central slgulendo las constantes

reclGgicas del transporte de fluidos. Cuando se produce

algun tipo de alteracién en la superficie de las células
endoteliales que =stan en contacto con la sangre circulante
o bien existe lesién vescular con exposicidén de las capas
subendoteliales, las plaquetas se activan y la disposicién
de los componentes de su membrana se modifica con =21 fin de
aumentar al maximo su superficle de contacto, adhiriéndose
rapidamente a la superficie vascular lesionada. Una vez
adheridas las plaquetas sufren una serie de reacciones,
incluyendo la de liberacién vy de agregacion, que tienen
como doble finilidad la activacién de otras plaquetas
circulantes ¥y la consolidacién del denominado trombo

plaquetario sobre la superficie vascular alterada.




II-2-3-1 ULTRAESTRUCTURA.

Con el fin de

simplificar las complejas caracteristicas

eatruc
ucturales de las plaquetas vy de relacionarlas con su

activi ol 1¢
idad funcional vy bioquimica, consideraremos en su

anatomia cuatro zonas fundamentales:

18 LLa zona periférica esta formada por las

membranas y estructuras afines, como el sistema canalicular

abierto.

La capa m&s externa, dencminada glicocalix, es
especlialmente rica en glicoproteinas que actuan como

receptores de determinadas moleculas y cuya ocupacion por

o

ellas desencadena la reaccién de adhesion y agregacion
plaguetaria.

La capa intermedia de la zona periférica es rica en
fosfolipidos, que 3ge distribuyen asimétricamente ¥
constituyen la superficie de ansamblaje sobre la cual se
produce la activacion de las proteinas coagulantes o0
factores de la coagulacion.

La capa interna de la membrana es el tercer elemento
de la zona periférica y su funcién esencial es la

transduccién de gefinles desde la zona externa al interior

de las plaquetas.




28 E e g .
28 El segundo componente anatémico de lasg
Plaquetas es la denominada Zona

de asol-gel, matriz del

Citoplasma piaquetario, que contiene VArlios sistemas de

fibras en distintos estados de polimerizacién a los que

corresponde el mantenimiento de la forma discoidea de las

bplaquetas no estimuladas. Este armazon fibroso constituye

asimismo el sistema contractil responsable de los cambios

de forma, emisidén de pseuddpodos,

contraccion y secrecion.

Los elementos del sistema contrdctil son componentes

mayoritarios en las plaquetas, ya que constituyen,

aproximedamente, del 30 al 40X del total de proteinas

plaquetarias,. En ia zona de sol-gel e encuentran
distribuidas ie forma homogenea algunas particulas de

Zlucogeno.

El tercer componente anatomico de las
plaquetas estda constituido por los orgédnulos plaquetarios
que, divididos en granulos alfa, cuerpos o granulos densos,
peroxisomas, lilsosomas Yy mitocondrias, se reparten de forma
homogénea en el citoplasma plaquetario. El conjunto de
granulos juega un importante papel en el almacenamiento de
sustancias activas, asi como en los procesos metabdlicos
plaquetarios. Las sustancias almacenadas en los granulos
dependen de su naturaleza; asi, en los gréanulos alfa se
almacenan Jlas proteinas, en los cuerpos densos los

' ] ¢ lisosomas
nucleétidos, la gserotonina y el ealeio, v en  los 1i




lasg proteinas, fundamentalmente hidrolasas é4cidas.

4a Los sgistemas de mer Hhrana tienen especial

importancia en la anatomia plaquetaria. El

sistema tubu.ular

denso es la zona plaquetaria donde se almacena el caleio,

elemento fundamental para las reacciones ie contraccién

plaquetaria, y el sistema canalicular denso donde se

localizan las enzimas relacionadas con la sintesis de

prostaglandinas. La porcion del sistema tubular denso

conectada con la parte externa de la plaqueta constituye la

via de salida al exterior de las sustancias liberadas por

las plaquetas durante la reaccién de liberaciédn.
11-2-3-2 RECEPTORES DE LA MEMBRANA PLAQUETARIA.

Al producirse la activacidn plaquetaria tiene lugar una
modificacién profunda de la membrana por la que sus
glicoproteinas se disponen en la conformacidn funcional
adecuada.

Estas g4licoproteinas actuan como receptores que
reconocen, de forma altamente espezifica, a las estructuras
endoteliales o subendoteliales a las que deben fijarse.
Cuando las plaguetas no estén activadas las glicoproteinas
se hallan intimamente ligadas a los rtosfolipidos

constituyentes de la membrana.

En la actuelidad se han aislado va varias

L]




glicoprote ]
P inas de la membrana plagquetaria, aunyue 861l
o
algunas ¢ 2] '
g de ellas estan bien caracterizadas, inmunolégi
ca y

estructuralmente:

18

£
Glic ' ; '
oproteina Ib (EFIb). es la principal

glicoproteina de la membrana plaquetaria y aporta

mayoritariamente la carga negativa de su superficie.

Estudios recientes, utilizando anticuerpos monoclonales

especif.cos, han permitido Jemostrar que cadg.plaqueta

posee unas 25000 moléculas ae GPIb.

La importancia de la GPIb en los procescs hemostaticos
se debe a que regula |a adhesion de las plaquetas al
subendotelio. Este mecanismo adhesivo viene mediado por la
unién del factor de Von Willebrand a 1la GPIb. A este
respecto es importante hacer notar gque los enfermos afectos
del sindrome de Bernard y Souller, que carecen de la GPIb,
presentan graves alteraciones hemorrdagicas relacionadas con

la deficiente adhesién de las plaquetas a las estructuras

suberidoteliales.

29 Glicoproteina Ia (GPIa): Au?que durante afnos
el estudio de los mecanismos que regulan la adhesién de las
plaquetas al subendotelio se centré en la unién del factor
de Von Willebrand a la GPIb, estudios recientes indican que
otras glicoproteinas de la mem?rana plaquetaria pueden

estar asimismo implicadas en este proceso. Este es el caso




de ] 1CO ]
C la glicoproteina Ia, cono-ida desde hace unos afos pero
b ]

Cuyo papel en la hemostasia no se descubrid

hasta observar

que las plaquetas de un paclente con hemorragias graves

carecian de GPla. Estudios recientes indican que el

auténtico receptor del colAgeno en las plaquetas ea el

complejo formado por la GPla y la glicoproteins 1Ia (413).

3a Complejo glicoproteico IIb-IIIa (GPIIb-

1Ila): Las gliccoproteinas IIb y IIla son componentes

mayoritarics de la membrana plaquetaria. El complejo GPIIb-

Iila, cuando se dispone en la conformacion adecuada,

funciona como receptor de las denominadas procteinas
adhesivas que actuan como cofactores de la agregaciodn
plaquetaria. Los estudics efectuados con anticuerpos
monoclonales especificos para el complejo GPIIB-IIIla han
confirmado la existencia de 50000 de estos receptores por
plaqueta.

Entre las proteinas adhesivas que se fijan a este
comple jo debemos senalar la importancia del fibrindgeno,
caofactor esencial para las interacciones entre les
plagquetas que conducen a la formacién de los agregados

plaquetarios, ¥ también de la fib-onectina ¥y del factor Von

Willebrand.




II-2-3-3 METABOLISMO DX LAS PROSTAGLANDINAS,

La membran
y mt a de a5 2] ¢ ‘ 3
d tas plaquetas, al 1gual que las

membranas ce]l:: Lares,

esta constituida por una doble capa de

lipid '8 v de prof 1a8 ‘ i
: de proteinas LOS primeros son fundamentalmente

fosfolipidos en los que las posiciones Y 2 del glicerol

estructural seé encuentran esterificados por moléculas de

Acidos grasos, un acido graso saturado en posicion. 1 v un
acido graso de cadena larga y con miltiples insaturaciones
en la posicion 2; la posicién 3 esta esterificada por una
molécula de a&acido fosfdrice forma diesteres
con ciertos alcoholes tales como la colina, la etanolamina,
la serina o el inositol. Los fosfolipidos son hidrolizados

por enzimas especificas, las fosfolipasas que, seguin sean

puntos de accidén, se clasifican en fosfolipasas A1, Az,

D

La importancia de los fosfolipidos de la membrana
plaquetaria radica en el acido graso esterificado en la
posicidn cido araquiddénico, precursor de la sintes1s
de determinados prostancides relacionados con la génesis Yy
el desarrollo de numerosas enfermedades cnrdiovasculares.
El acido araquiddnico es un dcido graso cuya cadena consta
de 20 atomos de carbono v que presente cuatro dobles
enlaces ¢ insaturacilones en las posiciones &, B, 11 3 1%
Su estructura es biciclica, con dos cadenas laterales cuyos

. ) Y
‘ : ) oxilo v un grupo metil
grupos terminales son un ETrupo carbox
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En condici igi
clones fisioldgi AC
; cas los A4cidos g
rasos y, por
consigui AC ] i
Bulente, el Acido araquidénicoe no se encuentran en
estado libre, ya

o : .
que  incluso a bajas concentraciones son

téxicos.

Para la sintesis de prostanoides a partir del &cido

araquidénico plaquetario éste debe

ser liberado de las

moléculas de fosfolipidn por accion de fosfolipasas

especificas, la fosfolipasa A: v le fosfolipasa C, rmbas

dependientes del Ca++. La primera rompe ei enlace en la

posicion 2 del fosfolipido liberando directamente el &cido
araquid“nico; la segunda rompe el enlace en la posicién 3,
con 1. que se forma un diglicérido jue, una vez hidrolizade
por una digliceridolipasa, libera el acido araquidénico.
Este es transformado en prostaglandina Gz (PGG2 ) mediante
peroxidacion per la prostaglandina endoperoxido-sintetasa o
ciclooxigenasa, que se localiza en la cara citoplasméatica
del reticulo endoplésmico. Como esta enzima posee también
actividad peroxidasa, la PCG:2 se transforma inmediatamente
en prostaglandina Hz (PGHz ). La PGz ¥y la PGH: se denominan,
asimismo, endoperéxidos intermedios debido a su corta vida
media en las condiciones de temperatura Yy pH fisioldgiccs.
Es importante sefalar gque la ciclooxigenasa se inhibe por
la accién de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos,
tales como el &cido acetilsalicilico y la indometacina.

En las plaquetas la mayor parte de los endoperéxidos

intermedios formados se transforman por la accién de otra




enzima mic ] ]
rosomal, la tromboxan031ntetasa, en tromboxano A;

(TXAz ). 2
2). El1 TXAz es el agregante plag.etario mas potente que

se conoce '
ademas posee marcadas Propiedades

vasoconstrictoras. El1 TXA: es también muy inestable y se

hidroliza formando un derivado estable pero biolégicamente

lnactivo, el tromboxano B: (TXB: ). Simulténeamente al TXBz ,

Yy a partir de los endoperdxidos intermedios, se forman

otros dos producios sin acclon sobre la activacién

nlaquetaria, el Acido l2-hidroxi-heptadecatrienoico (HHT) y
el malonildialdehido (MDA), de 17 y 3 4tomos de carbono

respectivamente. Los endoperoxidos intermedios pueden ser
convertidos, asimismo, en las prostagiandinas clésicas,
PGEz , PGDz y PGF2a, aunque en condiciones fisioldgicas esta
ultima transformacidn ocurre de forma muy minoritaria.

La sintesis de tromboxanc Az no es privativa de las
plaquetas ya que puede darse también en las células
endoteliales. Contra el concepto cldAsico que consideraba al
endotelio vascular comoc una superficie inerte sin otro
papel que el recubrimiento de los vasos sanguineos, se ha
demostrado durante la Gltima década que las células
endoteliales de los vasos sanguineos poseen un metabolismo
muy activo y participan en importantes funciones
fisioldgicas, incluso en el mantenimiento de le hemostasia.
Hoy sabemos que las céiulas endoteliales presentan la

capacidad de gintetizar determinados prostanoides a partir

i tr 1fi en los
de los Acidos grasos que se sncueniran esterificados




metabolito que en condiciones

fisiolégicas sintetizan mayoritariamente es la

prostaciclina (rGIz2), gracias a la prostaciclin-sintetasa

(420).

La importancia fisiolégica de la PGI:

radice en sus

rotentes acciones vasodilatadora y antiagregante, opuestas

a las del tromboxano A2 (422). Es por ello que el balance

entre estos dos prostanocides constituye una de las claves

del mantenimiento del equilibrio hemostatico. La formacién

de la PGI:2 también puede ser inhibida por el acido

acetilsalicilice y otros farmacos antiinflamatorios no

esteroideos, vya que la ciclooxigenasa endotelial es tan
sensible a estos farmacos como la enzima plaquetaria (414).

Sin embargo, en las plaquetas, por carecer de nucleo Yy,
por lc tanto, de capacidad para sintetizar proteinas, esta
inhibicién es irreversible, mientras que en las células
endoteliales es pasajera dada su capacidad de sintetizar de
nuevo ciclooxigenasa. La actividad de prostaciclinsintetasa
es muy sensible a la presencia de peréxidos lipidicos y la
formacién de PGIz "in vivo" puede ser influernciada por
diverscs factores tales como los niveles plasmdticos de
lipoproteinas, la presencia de otras prostaglandinas, la B-
tromboglobulina, la angiotensina Y el factor mitogénico
derivado de las plaquetas.

Aunque la PGIz es también relativamente inestable al pH

y temperatura fisiolégiccs, la albimina plasmética parece




ejercer cler ec ‘
J un clerto efecto estabilizador sobre la misma. Su

Principal producto de degradacidon es la 6-ceto~PGFi1a
1

estable pero metabélicamente inactiva,

Son varios los estudios encaminados a determinar las

dosis adecuadas de los

fArmacos inhibidores de la

ciclooxigenasa, especialmente la aspirina, para mantener la

actividad enzimdtica vascular inhibiende la plaquetaria y
sus efectos protrombéticos indeseables.

La accioén bioldgica diametralmente opuesta del

tromboxano Az vy la PGI: sobre la funcidn plaquetaria y

vascular ha permitido postular una relacidn entre la

tendencia trombotica v el coclente TXA2 /PGI:. Esta
atractiva hipotesis no ha podido ser probada
definitivamente, debido sobre todo a la dificultad de
encontrar parametros adecuados vy reproducibles para la
medicién de ambos metabolitos en distintas situaciones
patoldégicas (421).

Recientemente se ha anadido un nuevo elemento a la
lista de sustancias blologicas que regulan el tono
vascular; se trata del denominado "Endothelial Derived
Relaxing Factor (EDRF)", cuya estructura quigica ha sido
identificada como ©6xido nitroso (NO) (416). E1 EDRF ha
demostrado poseer, al margen de su capacidad relajante de

la musculatura lisa, una potente acciodn inhibidora del

' i i i ' la
funcionalismo plaquetario ¥ efectos sinérgicos con

prostaciclina.
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plaquetarios vasculares, otros

acidos grasos pueden

s f . . . 4 : .

slstemas enzimaticos descritos y, por lo tanto, convertirse

en prostanocides con acciones biclégicas diversas,

Otras funciones biclégicas de los Acidos grasos

incluyen las funciones de transporte, que coadyuvan en la

eliminacidén de los triglicéridos y del colestercl, vy la

capacidad de reducir la sintesis del acido gdraso-sintetasa,

pDor - un mecanlismo relacionado, - probablemente, con la

reduccion de la sintesis de acidos grasos saturados. Estos

efectos de los Acidos grasos poliinsaturados pueden
interferir en el desarrollec de la aterosclerosis y otras
enfermedades relacionadas con el metabolismo de
determinados Acidos grasos, come el cancer, la esclerosis
miltiple, la fibrosis y la diabetes mellitus.

Los dcidos grasos poliinsaturados constituyen tanbién
el sustreto de otro sistema enzimatico, el sistema de la
lipooxigenasa, que se encuentra en las plaquetas y en el
citoplasma de los leucocitos, de 'as células endoteliales ¥y
de determinadas células tumorales humanas La
lipooxigenasa, ai ignal que la ciclooxigenasa, €3 capaz de
metabolizar distintos tipos de Acidos grasos
poliinsaturados ¥ los metabolitos que resultan de ambas

10 Ac i . En
rutas metabélicas son funcion del dcido graso precursor
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metabolitos derivados de la

via netabdlica de la

lipooxi
pooXilgenasa no se conoce todavia con exactitud

El AMP-c es un elemento antiagregaente plaquetaric que

se sl i 16
intetiza por la accidén catalitica de la adenil-ciclasa

sobre el ATP. La &adenil-ciclasas estd gobernada por la

accién de la PGEi, que la estimula, y la PGEz que la

inhibe.
II-2-3-4 REACCIO~ DE LIBERACION PLAQUETARIA.

Cuando las plaquetas se activan, uno de los fenomenos
que se producen es la liberacion al medic extracelular de

los componentes almacenados en sus granulos.

1.- Grédnulos densos: De los granulos densos
liberan ADP, ATP, serotonina Y calcio destacando, por
importancia en el funcionalismo plagquetario, el ADP vy
gerotonina. La liberacién del ADP endégeno induce
agregacion de las plaquetas circulantes, fenémeno todavia
mal definido, pues el receptor egspecifico para el mismo no
ge ha podido caracterizar aun.

Lo que sfi sabemos es que la agregaciénp de las plaquetas
por accién del ADP implica una gerie de modificaciones

complejas en la membrana plaquetaria. La serotonina © 5=
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hidroxitriptamina esta presente en can

tidades relativamente

a 1 t as L | 8% -’lu(ill\‘ as }\U“l Allas es i1 be adﬂ a ln':.'d 10O
| 1 ] -8 E ar I J.

extraplaguetar; g
I guetario durante el prcoceso de activacidn. Aungue

las ylaquetas > i
& plaguetas  de algunas especies animales pueden ser

activadas por ‘
ctivadas por la serotonina, esta capazidad esta disminuida

en el hombre,

"

2.~ Granulos alfa: Cuando las plaquetas

estimulan por medio de agentes exogenos liberen el
contenido de sus granulos a constituido totalments por
proteinas. Entre éstas se encuentran las especificas de las
plaguetas, tales como la B-tromboglobulina (B-TG) y el
factor plaquetario 4 (PF4), y otras no especificas, como el
fibrinégeno, ¢l factor de Von willebrand, la fibronectina,
la trombospondina y los diferentes factores de crecimiento
(PDGF v EGF). Las funciones de estas proteinas son varias,
pero la mayor parte de ellas contribuye a la adhesion ¥y

estabilizacidn del trombo plagquetario.

Durante el proceso de activacidén plaquetaria se forma
asimismo el PAF (Platelet Activating Factor), Que es un
lipido activo, sintetizado por basofilos eetimulados, por

macréfagos y por leucocitos poleorfonucleares. A

diferancia de las plaquetas de conejo, que sgstimuladas con

i ' 5 i, las
trombina sintetizan cantidades importantes de PAF, ia

1 v v e + 1o s
plaguetas humanas no SOD capaces de liberar cantidades




apreciables de PAF

aun bajo fuertes estimulos. La

formacidén de PAF por las plaquetas

eg independiente de la

13 o
iberacidén de ADP y de la generacidn de TXAz. Hasta el

mome ' 1fi
nto no se conoce el significado fisioldgico de la

sintesis plaquetaria de PAF, aunque parece ser que los

efectos del PAF sobre las plaquetas estin relacinrnades con

procesos 1nmunoldgicos ¥ G son consecuencia de su

generacidén endégena por las plaquetas activadas (417).

Entre las proteinas liberadas por las plaquetas merece

especial interes el denominado '"factor mitogeénico" o
"factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)".
El PDGF y el conjunto de moléculas de estructura similar,
que tienen la capacidad de .igarse al mismc receptor y de
ser reconocidas por anticuerpos anti-PDGF, pueden ser
secretadas tambieén por determinadas células. Se han
encontrado receptores de alta afinidad para el PDGF en las
células musculares lisas, fibroblastos y células derivadas
del tejido mesenquimatoso, a excepcidén de las del endotelio
vascular. El1 PDGF posee también capacidad quimiotactica, lo
que le permite unirse al tejido conectivo de las zonas
lesionadas y atraer hacia la intima células musculares
livas de la media.

Cuando el PDGF se une &a 8du receptor celular se

desarrollan una gerie de cambios moleculares, algunos

extraordinariamente rédpidos (del orden de segundos), que




culminan en la sintesis de DNA, CUyo acmé tiene lugar a las
18-24 horas. Inmediatamente después de la unién del PDGF
c€on Su receptor se produce la fosforilizacién de una serie

de proteinas de la membrana, entre las cuales se encuentra

el propio receptor para el PDGF, iniciandose asimismo un

rapido "turnover" para el fosfatidilinositol de la

membrane, que induce la activacién de la fosfolipasa C y la

formacién de diglicéridos con ia correspondiente liberacién

de acido araquidénico.

Otras proteinas de caracter mitogénico que se

encuentran en las plaquetas son ei "factor de crecimiento
epidermal (EGF)" y el "factor de crecimiento transformado-§

(TGF-B)". Ambos pueden desempenar un papel relevante en la

aterogénesils.




tulal.
[T-2-3-5 ADHESION DE LAS PLACUETAS AL 3UBENDOTELIO

L' . & p i
a adhesién de las plaquetas a la pared vascular

constituye la p.olmere atapa de une secuencia de

acontecimientos ’ 1 : 10
que conducen a la formacién, en primer

lugar, del tapodn hemostatico,

y luego del trombo

plagquetario. La totalidad de los cambins que tienen lugar

durante la formacién del trombo en lsa pared de los vasos

sanguineos no se conoce todavia con exactitud., ya que los

estudios en el animel de experimentacién no per..iten

determinar por separado las distintas fases de este proceso
y los estudios 'in vitro" no reproducen con cxactitud las
condiciones que se dan en el inierior del vaso. 3in
embargo, se han podido determinar alguncs de los factores
relac onados con la adhes1lon de las plaquetas al
subendotelio y con la formacidn de logs agregados
plaquetarios en condiciones dindmicas. Asi, sabemos que dos
proteinas plasmaticas, el factor de Von Willebrand Yy la
fibronectina, estan directamente implicadas en la adhesion
de las plaquetas al subendotelio vascular.

Una tercera proteina I asmatica, el fibrindogeno, se

relaciona también con la hemostasia, ¢ 'ngue no interviene

i ; - : g
directamente en el proceso de adhesién sino en la formacion

de agregados plaquetarios.

1.- El1 papel del factor de Von Willebrand en le




adhesidn de las plaquetas a]

subendotelio pudo determinarse

e e
gracias g los estudios de perfusién resalizados por
Sakariassen y cols. (418)

con sangre de un paciente afect.

de i1a enfermeuad de Von Willebrand. Estudios que utilizaron

sustratos adhesivos y sistemas dinam:cos distintos han

confirme'o esta primera observacidén, y se

ha establecido la

importancia de FvW en el p-oceso de adhesidn de las
plaquetas al subendotelio.
El FvW es wuna glicoproteina que se sintetize en las

células endoteliales ’ en los megacariloc tos. Una vez

conformado, el FvW es una colec <¢n heterogeénea de

oligémeros cuyos peros molecrlares oscilan entre 3500.000 y
10.000.000 Da.

Tras =5 sintesis el FvW es secretado al medio
extracelular, donde se incorpora a la matriz de las célul!as
enaoteliales, o es almacenado en los cuerpos de Weibel-
Pglade de las propias élulas endoteliales. El1 FvW g~
encuentra, ademis, en los granul = a de las plaquetas.
Contrariamente a mayor parte de los factores de la
coaglacién <l FvW no tiene actividad enzimatica propia.
pero act -~ como principal c factor de la intereccién de las
plagquetas con .1 subendotelio vascular al servir de puente
entre los receptores de la membrana plaquetaria ¥ la
gsuperficie vascular expuesta. Las plaquetas poseen, WO
minimu, dos puntos de unién para el factor de Von

willebrand: la glicoproteina Ib (GPIb) y el complejo




glicoproteico IIb~IIIa.

La enfermedad de Von Willebrand se

o 1
cuando este @factor no se

presenta, bien

gintetiza, lo que constituye

ik :
ntonces un trastorno greve, o bien cuandoe la molécula

presenta variabilidad erstructural, en cuyo caso el grado de

importancia es variable,.

2.- La segunda proteina plasmatica que influye en

la acdhesidén de las plaquetas al subendotelio, la

{ibronectina (Fn), se sintetiza en las células endoteliales

v es una de las glicoproteinas que estd presente en mayor
proporcién en las matrices extracelulares; se le ha
relacionado también c¢con procesos de adhesién y extension
celular sobre diferentes sustratos.

En estudios realizados bajo condiciones de flujo se ha
demostrado que la Fn plasmatica modula la adhesién de las
plaguetas al subendotelilo vascular y al colageno
purificado. También se ha observado que la Fn interviene en
la formacién de los agregados plaquetarios que influye
directamente en la generacién del trombo plaguetario.

El receptor plaquetario para la Fn se localiza en el

comple.o glicoprotelco IIb-I11I1a.

Le agregacién de las plaguetas tiene lugar cuando, al

activarse, exponen sus receptores de membrana gue S€ ligan

a4 unas proteinas que gctian como cofactores Y, finaimente,




Se¢ unen entre s{ formando agregados.

Exi
isten numerosos agentes capaces de inducir la

agr 16 i
gregacion plaquetaria a través de distintos mecanismos

As{, podemos distinguir la agregacidén inducida por ADP
]

endoperéxidos intermedios, TXAz ,

coldgeno, trombina,

epinefrina, PAF, ionaforo de calcio, determinados

anticuerpos, bacterias y ciertas células tumorales. La

agregacién plaquetaria inducida por el ADP tiene lugar & lo

largo de tres etapas de actuacidén diferentes;

a) -La interaccidén del ADP con su receptor (o
receptores ) de {a membrana plaguetaria.

b) =-Los cambios en el interior de 'a plagueta, gue
conducen a la exposicion de los receptores para el
fibrindégeno.

¢) -La interaccién del fibrinégeno con los citadoa

receptores.

A pesar de los numercsocs estudios efectuados con
analogos sintéticos de la molécula del receptor plaquetario

para el ADP todavia no se ha podido determinar.

3,- La interaccién dei fibrinégeno con las
plaquetas es fundamental para 1a formacién de agregados. En
la molécule del fibrinégeno encont.ramos distintas

secuencias de aminonéAcides que explican B8u capacidad de




interaccidn con las plaquetas,
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muiti -
tiples entre éste los complejos GPIIb-Iila de la

membrana plaquetaria.

La relacicén de la trombina con los fenémenos de

activacién plaquetaria no esta bien establecida pese a que

son diversos los estudios realizados. Harmon ¥y cols. (419)

derwoatrarcn que la trombina se ligaba egspecificamente a las

plaguetas por medio de receptores de alta de moderada

afinidad y han propuestc que esta se produciria ¥racias a
la GPIb de la membrana plaquetaria.

La importancia de la ‘trombina en la hemostasia deriva
de su capacidad para activar las plaquetas induciendov las
reacciones de agregacion y liberacidn con el conziguiente
efecto en el desarrollo de agregados plaquetarios. Por otra
parte, hay gque tener en cuenta que la formaciodn de trombina
en Aareas determinadas del iarbol vascular puede proaucilr
lesiones en las células endoteliales, convirtiendolas en
una superficie trombogénica.

En las plaguetas, coac eh otras células, el inicio dei
proceso de activacién corresponde & la hidrélisis de los
fosfolipidus de membrane. Por la accién de la fosfolipasa C
scbre los fosfolipidos se forma 1,2-diacil glicerol, que

tiene la capacidad de movilizar el calcio citoplasmatico.




En resumen, mediante una serile de

estimulos, entre los

que cabe destacar el ADP, el colageno, la trombina, la

adrenalina, la seroctonina, el

propio Acido araquiddnico,

los endoperéxidos p ok trcmboxanos, la tripsina y los

inmunocomple jos, la plaqueta reacciona adhiriéndose a la

pared vascular. Estos estimulos activan la fosfolipase A2

de la membrana plaquetar que cataliza la conversién

de los

fosfolipidos de la membrana en acidc araquidénico, éste se

transforma en endoperoxidos «ciclicos por accidén de la

cicloxigenasa. Los >ndoperoxidos, por su  parte
permeapbilizan la membrana plaguetar para el paso del Ca‘'‘’,
por accion directa sobre L8 membrana ¥ per . su
transformacion directa en Tromboxanv Az de vida muy efimera
perc con gran actividad.

E]l Ca*® actia directamente scbre el sistema contractil
plagquetar {actominsiln like gyatem), originando la
contraccidon de la trombcstenina del sistema micrctubular,
con consumn de ATP.

Todo este da lugar & que Se desarrollen <cambions
morfolégicos en la plaqueta ¥ al vaciado (release) de los
granulos plaquetarios que liberen su contenido de ADP vy
Ca‘* entre ctras sustancias, y finalmente el ADP y el Ca'?
gse constituyen como el nexo de unién interplagquetar.

Pero paralelamente a eato, existen unos mecanismos
anti 4regantes que tratan de frenar la agregacién. La

g . -5
for .clipasa A2 estd frenada por 1a accién del AMP




(sdenosin monofosfato ciclice) que impide la agregacidn

plaquetaria espontanea, Este AMP-c se sintetiza por la

accion catalitica de 1la adenilciclasa sobre el ATP. La

adenilciclasa a su vez esta gobernada por la accidén de la

PGE1 que la estimula y la PGE: que la inhibe.

La plaqueta, en definitiva, manifiesta una tendencia a

la agregacidon que se contrarresta por la accién del AMP-c

que frena la sintesis de factores proagregantes y desactiva

el CA** relegandolo al interior de los granulos densos. Por

ltimo e«xiste ademas un factor antiagregante plaquetar PGI:
que tiene su origen en las celulas endoteliales de la pared

vascular.




MUSCULO LISO DE LA PARED VASCULAR.

I[I-2-4-1 ENDOTELIO Y CAPACIDAD

DE RESPUESTA DEL MUSCULO
LISO VASCULAR.

II-2-4~1-1 INTRODUCCION.

El endotelio de wuna amplia gama de arterias puede

o : =
liberar wuna sustancia vasodilatadora potente "el factor

relajador derivado dei. endotelio”. La relajacidn de las
~élulas musculares lisas inducida por este

asocia con la activacion @ de la guanilato c¢iclasa. Bajo
clertas condiciones jue mas tarde analizaremos, el
endotellic puede rambién generar factores contractores. La
existencia de determinadas disfunciones del endotelio
pocdi'ia dar Llugar a un comportamiento anémalo del musculo
liso subyacente. Uh tipice ejemplo esto es el
vascespasmo permanente. De esta forma puede
responsabilizarse a la disfuncién aludida de la aparicion
de la hipertrofia del misculo lizo que, al asoclarse a la
acciéon de diversos factores de riesgo (tabaco, diabetes,
dislipemia, hipertensidn etc.), pondrian en marcha una
gerie de hechos fisiopatoldogices que tendrian como

resultado final la aparicion de la arteriosclerosis

obliterante.




Se han observado relajaciones dependientes del
endotelio por el efecto de la acetilcolina €n una gran
variedad de sarterias de distintos mamiferos (211-212-213-

214~-215-216),

Las respuestas en las venas, por lo general,

son menos
Pronunciadas (217-218),

La presencia de respuestaé dependientes del endotelio

en vasos sanguineos no irervados por nervios adrenérgicos

sugiere que la capacidad del endotelio para modular la

respuesta del misculo liso vascular subyacente es un

fendémeno ancestral (218 que, probablemente, se ha
desarrollado a partir de estructuras muy primitivas.

La presencia de relajaciones dependientes del endote-
lio, e 1inducidas por acetilcolina, ha quedado establecida
no sélo en vasos sanguineos de animales de laboratorio,
sino también en los de corigen humano. As{, en arterias de
diferentes lugares del crganismo se ha demostrado que la

acetilcolina causa relajacién sélo cuando estén presentes

las células endoteliales (219-220).

Se ha establecido gque la relajacién de los vasos
sanguineos animales y humanos no se debe a la produccidn
de prostaciclina (211). Una pregunta evidente es qué tipo
de sefial es generada por las célules endoteliales y coémo
se transfiere al misculo liso vascular subyacente.

La pregunta se responde con dos posibilidades que son




la conducecién

eléctrica célula a célula,

© la generacién

por las células endoteliales de una substancia vasodilata-

dora. Pues bien, varios estudios de biocensayo (221-222-

223) han demostrado de forma convincente que las células

endoteliales producen

una substancia (o substancias)

vasodilatadoras gque pueden difundir a las células del

musculo liso vascular y causar relajacidén. La sustancia

vasodilatadora es un compuesto muy  Lébil, ¥ baje Ia

mayoria de .88 condiciones experimentales tiene una

semivida muy breve que oscila entre 6 y 30 segundos (224-
225).

"El factor relajador derivado del endotelio” se
inactiva en el plasma ¥y, por lo tanto, es improbable que
se trate de una substancia hormonal.

Recientemente Furchgott (226) e Ignarro y cols. (227)
han demostrado qu~ las células endoteliales producen déxido

nitrico y que la actividad "6xido nitrico" no es distin-
guibie de la del "relajador derivado del endotelio"”, por
lo que se acepta como probable que este elemento sea el
responsable de la relajacion del musculo liso vascular
{211=-228-229).

Sin embargo, varios experimentos farmacoldgicos
indican que otro factor podria ser liberado al mismo
tiempo que el dxido nitrico (230) produciendo también

relajacién del musculo liso vascular aungue Su mecanismo

de accién no fuese activando directamente la guanilato




Ciclas 4 i 1
'
I.H}le de l& induCClén de una

niperrolarizacién en la

que activase la bomba Na-K {231).
identidad de este

menbrana celular
La

segundo factor se desconoce por el

momento.

II-2-4-1-2 IMPORTANCIA FISIOLOGICA.

La importancia fisioldgica de las respuestas del

endotelio es dificil de valorar en vista de la respuesta a

la acetilcolina; de hecho, estudios en vasos sanguineos
mayores indican gue la acetilcolina liberada en los
nervios colinérgicos (la Unica fuente de trasmisor
colinérgico en el cuerpo) no puede difundir a través de la
pared del vaso para alcanzar los receptores muscarinicos
de las células endoteliales que liberan el '"factor
relajador derivado del endotelio’ {232-233 ).

Adicionalmente, una serie de substancias que
potencialmente estdn presentes en la sangre pueden evocar
relajaciones dependientes del endotelio, y éstos son
probablemente los factores més importantes en la
influencia endotelial sobre la funcién del misculo liso
vascular subyacente.

Entre estas substancias se encuentran las

catecolaminas por Su accién sobre los adrenoceptores a-2

(234-235). Otra hormona que puede inducir relajacidn




depeadiente del endotelio

&8s la vasopresina, aunque este

efec 3 > ] ]
to se gaprecia en L88 arterias cerebrales Pero no en

‘ :
L0S vasos sanguineos periféricos, La accion de la

“r a -
asopresina al causar vasoconstricecion periférica por

activacion directa del musculo liso vaszular

{incrementando asi la tension arterial), combinada con la

accion vasodilatadora sobre el

endotelio de las grandes

arterias cerebrales parece ser un mecanlismo para mantener

la circulacidén cerebral ante reduccilones agudas de la

tension cerebral como en el shock o la hemorragia (236},

El origen mas probable de las sustancias Ggue causan

-

relajacion dependiente del endotelio es el proceso que se
dgocia con la égregacxdn plaguetaria v la coagulacion de
la sangre . Asl, la trombina produce . importantes
relajaciones dependientes del endotelic en distintos vasos
sanguineos 1 237-238-239-240]). Puede llegarse a4 una
conclusion similar respecto a las piaquetas en proceso de
agregacion. Las plagquetas pueden causar contracciones
importantes en vasos sanguineos "aislados
ga: ha eliminade €1 ‘endotesio, o ha '2ido dafiado (por
traumatismos externos o microtraumatismos producidos por
el golpe repetido de - la sangre, sobre todo en las
bifurcaciones, ¢ en la hipertensioén).

Si las células endoteliales estan presentes e intactas

inhibi ' la
ejercen un considerablz efecto inhibitorio sobre

st i ; oductos
ragpuesta vagsoconsirictora vasoespastica & los pr




plaguetarios (241-242).

=1 15 ' 8 1 a8t 4 1
S VASOS sanguineos estan contraidos antes de ser
expue ;
Puestos a las plaquetas en proceso de agregacion, éstas
- LL I |
causara 1jaclo ;
usaran relajacién, pero 26lo en presencia de células

endoteliliales intactas.

Es muy probable que las relajaciones dependientes del

endotelio inducidas por plaquetas en proceso de agregacidn

¥ por la trombina sean parte del mecanismo endotelial que

protege al organismo de una

agregacion plaquetaria vy

coagulacion intraluminal indeseables (243-244).

II-2-4-1-3 RELEVANCIA PATOLOGICA.

¥n términos fisiopatoldgicos, la ancrmalidad cronica

de la respuesta dependiente del endotelio alcanza
probablemente su madxima importancia cuandc las célulasg
endoteliales se hacen disfuncionales., En consecuencia, una
serie de estudios han demostrado que las relajaciones
dependientes del ‘endotelio 'gquedan reducidas despues de
traumatismos (245, o en el Curso del proceso
aterosclerctico (246-¢ . Aed cupna funcion anormal dei
endotelio puede dar i a episodios vasoespasticos,
especialmente en lag arterilas coronarias (243-244-248~-
249 ).

La hipertensidén es una de las situaciones patolégicas

:antes del endotelio estan
en las que las respuestas dependientes del
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esidn end.telial

inducida por dicha hipertensién.

Por Oy ; '
lo tanto, las plaquetas en p.ocesc de agregacion

Sy : i
illberan adenin-nucledtidos {(ATP y ADP), serotonina (5-

hidroxitriptamina, ©5-HT), tromboxano A-2 (TBAz)., factor

activador plaquetario (PAF) y vasopresina (VP), al tiempo

que inician la cascada de la coagulacidén con 1la producciodn

de trombina. La presencia de endotelio intacto impide la

agregacion plaquetaria a traves del inhibidor plaque‘ario

"prostaciclina (PGIz)". La PGIz <©s tanbién un potente

vasodilatador.

La serotonina es captada las células endoteliales

y degradada por la monoamino-cxldasa. El factor activador
plaguetaric (a caoncentraciones elevadas), - 5-HT, la VB,
los adenin-nucleotidos . la trombina pueden todos ellos
estimular la produccidn endotelial de facto;es
endoteliales que tienen efectc ‘ initeri sobre =1
miscule liso. La relajacicn ¥ 1a acxndilatacidon tenderian
a eliminar cualguier agregado 0 trombo que se estuviera
formando.

Finalmente, un endotelio vy membrana basal intactos
probabiemente sirven como barrera de difusidn para impedir
que estas sustancias alcancen las capas de muscu © liso de
la media.

t 3] ¢ endctelio esta dafiado, la agregacion
En cambio : andotel 1
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II-2-4-1-4 FACTORES CONTRACTORES DERIVADOS DEL ENDOTELIO.

May  poco despues de ! iescubrimiento . papel

endotelio > Le respuesta a la aceti]l-

colina v t s vasodilatadores, ;e establecio gue las

células endote..ales podian producir también factores
contractores.

En la mavoria de los vasos sanguineos 'a prosteciclina
causa relajacién directa. Sin embargo en la aorta de rata
produce una contraccidén depe diente del endot~lio y gue es
abolida por indometacira (403).

Se han descrito dos tipos de contracciones del misculo
liso vascuiar dependientes del endotelio (215-2501.

Le primera se deseucadena t{picamente por la anoxia.

v

metabolismo del acido araquiddénico no esta implicado, ¥

el mediador derivado del endotelio aun no se ha conseguido

identificar (217
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ncrmal

contractor derivado del
endotelio" contrib no solo a -l respuesta anormal a la
acetilcol ; ‘N : las vascconstricciones
inducidas por ls ocnina v por las plagquetas en proceso
de agregacion (254), Asi, al estudiar 1las respuestas
dependientes del endotelio en vasos sanguineos hipertensos
es necesario coneiderar tanto una menor produccién de

"factor relajador dependiente del endotelio” como una

formacidén acelerada de "factores contractores
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17-2-4-2 MECANISMOS DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS DE

MUSCULO LISO.

GENERALIDADES.

Stephen M. Schwartz en trabajos publicados en 1987 es

de los autores que mas ha profundizado en el problema
de la proliferacién del miasculo liso en las paredes
arteriales en las uaciones que mAs se produce este
fenémeno (arteriosclerosis e hipertensidn)

Anteriormente hemos visto los mecanismos que conducen
a un espasmo de las células de misculo liso y que pueden
ser el inicio de su posterior hipertrofia.

En las pédginas siguientes estudiaremos, de acuerdo con
los trabajos de Schwartz, los mecanismos que producen el

crecimiento e hipertrofia posterior del muisculo liso.
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De forma = Lar, la proliferacién de las células

de musculo liso seria una parte fundamental en la
patologia de la hipertension, y asi Folkow ha insistido en
que podria ser la causa de una resistencia periférica
aumentada gue provocarlia una temprana hipertensidn (259-

260).

II-2-4-2-2 LESIONES DE LA ATFROSCLEROSIS.

Una aterosclerosis desarrollada pero todavia no

complicada tiene varios componentes. Estos incluyen

células de misculo liso, lipidos, células necroticas y
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musculo liso e t, S los

lechos arteriales. El

agte

a hipertension
iesconocido. La células de musculo
en los grandes vasos 10 deberia producir ningun
'resion sanguinea ya que los grandes vasos no
-esistencia al flujo sanguineo.

Fisioldégicos ( todas las formas de
hipertensién cronlca mues jue los pequerncs vasos han
incrementado la resistencie 3 flujo 1incluso cuando el

tono vascular se encuentra completamente relajado.
Fata resistencia al flujo, como propone Bjorn Folkow
(259), debe ser estructurel porque persiste incluso cuando

la fuerza contréactil activa de las células de musculo liso

ha sido abolida. El significado del componente estructural

de la hipertensién en humancs eg dificil de determinar.
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pPeriférica,

Folkow (259)

2 estima que un 5% de reduccidén de ja luz
¥

unn vari L&n « i i
ariacion demasiado Pequena para poder ser medida

produciria un incremento de 20 mm, en la presid
& n

sanguinea. MAs aun, deberia considerarse el papel de ]
la

masa contréctil en el mantenimiento active de la presién.

Este incremento del misculo ' de la capa media

arterial también difiere de cambios en la

arteriosclerosis porque contribuye a la funciédn

de la

pared vascular, lecir la capacidad de poder

contraerse.

A diferencia de la aterosclerosis, la hipertensién
produce un incremento de la masa, o del numero, de las
células de muscule liso s8sin que emigren a la tiunica
{intima.

Puede ser correcto referirse a la aterosclerosis
hipertensiva ccmo un cambio adaptativo que incrementa la
habilidad de la pared vascular para mantener una presiodn
elevada. Y a la inversa, podriamocs también imaginar qgque
este "cambio adaptativo" llegue a ser por si mismo una
causa del mantenimiento de resistencia periférica elevada.

La base celular de que la masa incrementada contribuya
a la resistencia periférica puede ser muy simpie. La

hipertensién por s{ misma puede producir une variedad de
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hipertensivo puede dejar al arbol arterial con una memoria
permanente y posiblemente, con wunha alteracidn permanente

de las respuestas a los estimulos externos.

II-2-4-2-4 PAPEL DE LA HIPERTENSION EN ATEROGENESIS.

Fasta ahora 1la discusién sobre la etiologia de la
aterosclerosic estaba centrada en la busqueda del papel
que las células de muisculo lisc, lipidos y trombosis
tienen en la produccién de las lesiones tipicas.

El mecanismo mas obvio parece ser el de
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hipertension aguds estas 11ones se rompen dando lugar a
trombosis 4 al depodsitc 2 1) ] pared vascular, de
prcteinas plasmaticas v plaquetarias 268) .

ontrariamente, L8 hipertensiol ronica muestra un
‘'incremento’ de ia complejidad  de las estrechas uniocnes
celulares del endotelio.

El probiema cc respecto a estos cambios en la

permeabilidad endotelial C causa del crecimiento del

misculo liso, radica en que por el momento no existe

ninguna evidencia de que 2] plasma contenga mitégenos

(269 ).
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detectada por el microscopio el

Existen estudios en la rata 'que muestran que el
endotelio puede recubrir el area de una. célula en
aproximadamente 3 horas (290). Hay evidencias de gque puede

incrementarse la pérdida endotelial como respuesta a

factores de riesgo agnciados normalmente con la

aterosclerosis.
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PROLIFERACION MUSCULO L1SO

scriben el papel

omo mitogenos de las células

empieza
denudacion endotelial seguida de trombosis
iliberacidn de PDGF. Desde este punto

proliferecion es un proceso reactivo.

Benditt 5ls (298} describen un mecanisuc totalmente

diferente. Demuestran que la prcliferacidén de musculo liso

un fenomeno

las placas aterosclerdoticas humanas es

focal que aparentemente comlenza en una o, a lo sumo, en
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Sobre la base de | Parecide de las lesiones
aterosclerdticas con los tumores de misculo lise en g}
utero, Benditt SUglere que la proliferacién es
consecuencia de un crecimiento monocional que ' se origina
POr un extrano proceso mutante .

Este autor apoya dicha hipdtesis en la demestracién de

las lesiones aterosclercticas

contienen a menudo una

de las dos formas alogenicas de glucosa-6-fosfate

deshidrogenasa (G-6-PD). un hallazgo sorprendente

parque ' la G-6-PD se encuentra unids al-sexo. v

individuons heterozigéticos ada uia expresa sdle un

la expresion de un inico alelo en une lesién

origen de una ¢ a lo sumo unas pocas celulas.

La diferencia esencial con la hipétesis de Ross es que
la de Benditt localiza la causa de la proliferacidn de las
células de musculo liso en estas mismas células

menos, en cambiios intrinsecos le la pared vascular y

sugiere que la lesidn comienza en una uUnica céluia o como
o ~

mucho en un pequefno numero de =2]llas,

RESPUESTA A LAS AGRESIONES CCMO CAUSA DE LA

PROLIFERACION DE MUSCULO LISO.

id ' ! . se
1 sido superado ¥y no
El punto de vista de Ross no ha
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pregunta
pr
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¥s Ademas de
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8do por diferentes células

células endoteliales las
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secrecion - de PDGF por 1los

menos  en la experimentacidn

agos es un fenodmeno inicial y

iesion, lo cual precede a

endotelial.

(301 =302

ila perdida de continuidad

encuentran en gran cantidad
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iferacion ie

.ntes fel mismo fendmeno, es

rofagos de la pared vascular.

que por el momento no

oceso i1nflamatorio precede al

on celular,

sugieren que, de la misma

agregacién plaquetaria, la de
de

que la proliferacion de

secundaria a alguna forma de lesidn

pérdida de la habilidad
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para excluir & 39
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CONTROL ENDOGENO DE LA PROLIFERACION DE

MUSCULO 1LISO.

El descubri :
> rimiento de que el factor de crecimiento

=G n[r&do 1 la- L = “
= . ¢ 1 3 b“”

enco er S [ 1188 (a - d() ar el

Q‘“(.ILD\ el 1 celulas (1€ 15 ¢ 1 ) 1 S0
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puede explicar
Benditt | ¢ ~ual N
xdit segun : ual las lesiones

ateroscieroticas se p uc ¢ '
as se producen como camblo i1ntrinseco en

1 g
JA L4

las propiedades prol
[ prc de la pared

vascular'.
hecho conocido jue

endoteliales

segregan péeptides mitéegenos (299), igualmente sabemos
jue parte de esta actividad se atribuye al PDGF (303)
De todas formas, la hipétesis endotelial que propone
el endotelio alterado produce proliferacién de musculo

C10

no puede explicer la proliferacidn en ausencia de

Por otra parte, ni mecanismos reactivos ni la
hipétesis endotelial ofrecen una explicacién adecuada de
la observacién de Benditt acerca de la monoclonalidad de

las lesiones.

En consecuencia, resulta inevitable el planteamiento




1€ una serie de

qué nedida - 1o -
i da proiiferacién de musculo
constituve DT OCE )
t € uUn proceso enddgeno en la ateroscl ?
1 aterocs erosis?,
Q}l D
c2 JPuede activar un
ol o B una mutacisdn, co ]
“1on, como la propues
i esta
por Benditt, el gen l > ]
Je las celulas de musculc iiso

vascular?.

3a +En qué

medida son responsables de

la
proliferacidn de

musculo ] :
C de las células

de la pared vascular?.

aparecen N leterminado analisis

lenudacidn producida

comentado anteriormente que estos
experimentos constituyen la bas )riging de la hipodtesis
segun la cual la trombosis es la causa de la proliferacidn
de musculo liso en la aterosclerosis.

La denudacion total produciae po > ] baldén se sigue

inmediatamente de agregacidén plaquetaria. 8 3 dias:
aproximadamente, después de la manipulacidén se produce la
sintesis de DNA de misculo liso (304-3C5).

La infusidn de heparina inhibe la respuesta
proliferativa pero sélo si se administra dentro de los dos
primeros dfas (306).

¥ . - . » 1" "
Esto sugiere gque la heparina actia previniendo algo
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la

denudadas

parte, resulta critice

Fritze y ccls,

(308) han

de sulfato de heparina

musculo liso apuntana la

inicial responsable del

de musculo lics ea la

vez del estimuleo al

entre la denudacién

musculo liso requiere un

temporal de los fenomenos

el ocatéter dé  baidpn, a

la superficie vascuiar con

los granulos plaquetarios

{308=3101

adhieren después de los

e retorna a una situacion

£311) - Si 1In

importante, este periodo

gecuencia ulterior de

ge encuentran también

por catéter de

mcnonucleares. Mientras




Cuando
Carotida de

las  eolyl i | i
enzan el ciclo
después de la lesion.

observazié diar] 3 o8 :
bser : diaria los  datos muestran una

conti ~ién de 1 replicacid e i
ontinuacion ¢ A replicacion celular durante el periedo

e e oS :
de un mes (287). De forma simllar, el contenido de DNA de

1 T - & £ S i } .
la 1ntima continua rcrementandose durante este intervalo.

Entonces, aguel las cél 8 que contribuyen al
crecimiento > & lesidn on responsakbles de una
replicacion mu: oco tiempo después de la lesion.

Es interesante saber que a replicacidén no aparece en
todas las cé gue penetran en la intima, estimando en
urn 50% de estas células las que no se divider nunca (287).

Resulta ‘azonable gpecular gque pueden relacionarse

las células responsables la hipertrofia de la pared

| B =1

vascular con la migracién de las células de musculo liso

desde la medi a la intima lesicnada,

itodiinéticos v morf

Segiun mues.ran estudios:

(287-301-302-304~-312) las células de misculo liso emigran

a través de la parea vascular, La llegada

células a la intima no




replicaciodn elular
importante Porque
avYe e 1 1
Xeluye L8 posibilidad

entrada inicial de

1o e L ; 1
repi requiera la recolocacidgn
e musculo liso en la Ccapa

“OMo ¥a se ha citado anteu,

1 =5 Ao }
14 respuecta trombogénica

B Iax u- 16n c
denudacién -remadamente transitoria., A las 48

ha = T S e
loras, numero iquetas adleridas ia pared
denudada eg menor

de ig mitad  dal nimero observado

inmediatamente después de quedar lesionada {314)

51 ‘©sta respuesta plaquetaria inicial es nacesaria

para la ces podria esperarse

gue hubiera proliferacidn e musculo . liso inclliea s apn

de una pequena herida endotelial. La observacién
gue sueros antiplaquetarics inhiben proliferacion en
iones vasculares dan un papel principal a las plaquetas
la respuesta producida al paso del catéeter de balén
15-316).

Sin embargo, puesto que la proliferacion no sucede en
lesiones endoteliales peguenas, la trombosis aguda nuo
constituye un estimulo suficiente (286},

Mientras que la persistencia de pequenas cantidades de
gsustancias liberadas por las plaquetas podria sep
importante pare la replicacién continua del musculo liso,
estos experimentos sugieren gque otros fenomenos son

responsables inicialmente de la replicacién de las células

de misculo liso en los tres primeros dias.




: = ;
LOS fenomenos lniciales

del contenido de Las

lactores podrian induc’r

Potencial de proliferacisn

d

Otra hipotesis es que

\1‘ g 1 -
iis0 libera un factor «cit

pPara otras células de

La lesion preducida en

balén causa una denudacidn

producir siempre muerte

{318 ),

La liberacicn de fact

la respuesta a la lesi

relacionados con la impor

de 'celulas 'de musculo L1

solamente mitogenico, s51no

quimiotactismo por las

Las plaguetas *ambién

growth factor-8}),

cuando se presenta caon

crecimiento de células normales

podria ser

s'ranulos

e

oplasmatico

podria

tante

celulas d

un polipéptido

inducidos por la liberacidén

plagquetarios o

Por otros

“ambilos persistentes en e]

ias celulras de misculo liso

i8 muerte de células de misculs

jue es mitogénico

1 e
L1180

ta1da.

el endotelio por el catéter de

total, lesicn suficiente para

celulas de musculao

liso

plaquetarios ome parte de

tener diferentes efectos

localizacioén

g0 en la intima. El1 PDGF nho es

que presenta tambiér un

A

e mugeculo liso (3139).
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podrila activar selectivamente a una

subpoblacién de cél 3 -
Lac] le células que te : as :
8 que tendria las PPOPIESades de 1w

|_'('; L lae A aritl \ 1
lulas de misculeo liso inmaduras encontradas en la aorta

Fat 11 1 1A 1 i f
Eata ultima ldea es atractiva por diferentes razones:
]

una pequena poblacidén de celulas inmaduras v residuales se

encuentra en el Jjuega un papel en'la

regeneraclon de este musculo como respuesta a

} P £¥i
la lesion unas pocas ceéelulas de

MUsCuUic L 180,

inmaduras, fueran
estimuladas tntima, podrian finalmente
liberarse | sntrol e jercido por otras celulas adyacentes
mas maduras.

Pero idemas , el intima, estas células no solo
podrian proliferar, sino tamibién producir mitodgenos
capaces de estimular & células "adultas" adyacentes.

Esta forma d > selectiva de células es
coherente con la ev 1cla ciné ' je que sélo el 50% de
las células gue atraviesan ] intima proliferan, como
respuesta al catéter de balodn.

La importancia de este fenémeno en la aterosclerosis

depende de si realmente existen estas células en el hombre

y, si es asi, qué preporcion de las mismas tiene esas

propiedades.




11-2-4-3 CONTROL MOLECULAR DEL CRECIMIENTO DE

MUSCULO LISO.

Como se ha omentado * l
comentado en las pPaginas Precedentes uns
BEran variedad de :
1€ l€ Mltogenos v factor
ENOR atlores accesorioe i 1
te lnduce e]
crecimiento le 1
) ia8 celulas musculares 1
1 usculares lis s vag
vagculares
(CML) en cultiv
! Cultivo. Debido a ¢ i
ek iUe e8tas sustancias ti
ciacs .lenen que

actuar tipicamente en combinacidén

con otras, es posible que

g 1 ] L -~
I V1V actuen varias vias IHLT.CH{OF'L!I'R‘%

Bl ore | i
Ed crecimiento de las células musculares l1sas puede

ser regulado o & ' ) j ]
egulado tambien n la pared del vaso mediante

sustanclas enddgenas seme jantes heparina Poar o
1 na.,

tanto, el vrado en jue las células musculares lisas
proliferan después de ualguier lesion arterial dada,

puede depender de las intensidades

relativas de las
sefnales inductoras o inhibidoras dJdel «crecimiento que se
presentan en la célula.

La trombospondina, na glucoproteina matricial
inducida por mitdgencs puede actuar como un integrador
extracelular de algun senales reguladoras importantes
del crecimientc de las células musculares lisas.

La proliferacién no programada de células musculares
lisas es un factor importante en la génesis de lesiones
ateroscleréticas (324) y en el fracaso de un nuimero

significativo de injertos después de reconstruccion

vascular (325-326).




£

LS LaCctores

“; i.f‘] i "as 1 | : o
- L L \iff i .
2 { g Subvacentes al ontrol de ]
o LITOL (e L&
}"r /‘«‘i 1 fE—’I"B.L‘i ] e ] - L 3
ot » on ‘l{. 2 i‘ 3 e 1{ ]
e 3 as celulas muscul ares | i%‘&S continu
| . o - nuan
sSlendo pocc rlaros N ach s f
PRl CLATOS 3 }‘n‘:ll i"nlC g 1¢ T
. . i O t \ a ﬂ. C g 81 1 ]
= 18N -8 1vos
!7.3.(:1::‘ 1{ com ‘}[-'3 18 ) ca |
- K F ension fflt.)lt,‘k.'{.l,ji ar ‘--il? EQS me n.
i 4 L Lil smos gque
cant r Jl{ln ("]. i 5 a:
S = L ceClMie t ®F. él ] C ares S| 3
iento d i Uicl&; mus L;i e -1‘1 S8
‘_,ult.‘.‘k‘v'a.da C ) 1 O
S . Lai ‘Omp "—ﬂ&':l”l‘ 25 I‘;QUI -;1!".0 1 1 i
re Qar S e 5 lmprescindible
Jarsa E‘l f\..l t uro IGSéll"I"C‘E \./ A€ Los j
I : e L dgentes t,(')r‘a;)e Uticos
Iil‘- ﬁ"‘i 3 L‘é I‘} 2 ‘
- < cantrolar pr & = 1
se aas : 4 1 a8l Proceso ‘)Spe(-ltlx.o Lje

enfermedad vascular.

II-2-4-3- r [AS ¢
t-3-1 RESPUESTA DE  LAS CML LOS MITOGENOS

DERIVADOS DE LAS PLAQUETAS Y DE LAS CELULAS.

musculares lisas de las arterias -cultivadas
2 partir 1stintas especies responden a una variedad de
peptidos mitogénicos, tales como el factor de crecimiento
derivadc de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
epidérmico (FECE ) @ £ yr de crecimiento de los
fibroblastos {FCE ) Y los factores de ‘recimiento
seme jantes a la insulina (FCI-1).
Tipicamente la proliferacién de la CML depende de la
accion concertada por lo menos de dos factores de
crecimiento incluyendo un factor de "competencia” (eJ.

PDCF) y un fa~tcr de "progresion" (ej. el FCE o el factor

de crecimiento semejante a la insulina) (327-328 ).

Se cree gque algunos de estos mitégenos (PDGF, FCE ¥y
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Se - ha demostrado fecientemente que -85 proteinas

seme jantes al PDGF son Producidas por las CML vasculares

=3 1 1wy o } ]
® N cuitivo despuées de slamients | partir de vasos

adultos 32913,

en sdarrolilo Laduldl o feglonadoe . 1o que

Suglere que, Bn clertas ‘ML pueden
producir sus propios mitogenos
ulas  seme jantes

ser tambien

sintetizadas por las ceiulas endotelio vascular en

eulitive (303). especlalmente después de lesidén engotelial
{330). Ademas g & al  POGF sintetizandg FCI-

(R un : L€ 6 fecesario para la
progresion de

PGy - 1o tanto, los mitégenos originados
plagquetas, el endotelio lesionado o las propias CML pueden
combinarse para estimular la proliferacidn de las CML
vasculares.

Poco se sabe actualmente sobre los mecanismos mediante

16 5t ] 1 iferacid e las
los cuales el mitdgeno estimula la proliferacién d

CML. Se sabe que el PDGF (el mitégeno mejor estudiado y
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jue sge expresan cemo una

xa o oal PDGF, median muchos

iUe conducen a ja sinteg

los f;broblastos.
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1C
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A LOS INHIBIDORES DEL
CRECIMIENTO SEMEJANTES 4 L

A HEPARINA,
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tipo de la hepari B o )
p 8 heparina en la pPared de los vasos.
fnarnovsky demostraron que la heparina inhibia

marcadamente el engrosamient intima después de
lesién experimental en

.

ratas; Estudios

Posteriores verificaron que

Lipo de la
heparina eran potentes inhibidores del crecimiento ln vivo

vitro (a33=308) de las ML ¥ mostraron gue
lgs efectos inhibidores i desarrollec no

estaban
relacionados con la activide anticoagulante de  la
heparina

jue las moléculas inhibidoras del tLipo de la
heparina son sintetizadas vy secretadas por el endotelio
vascular cultivado vy las CML (308). Estos glucosamino-
glicanos secretados como componentes de compleios
protecglicancs mas grandes (344-345) son liberados a
partir de estos precursores mediante la accidén de una
endoglucusidasa encontrada en las plaquetas y en las CML
{346},

Fritze y «col. (308) encontraron que la produccion de




por las CML estaba limit ada a log

Estos dat. SUgieren que

2Clmiento

Puede ser regulado de una forma
autocrina Qlé j ibi
I moléculas inhibidoras producidas

5.’!:1..' @ & e -4 ot aQac o1 2 -
acgenamente, De acuerdo con este concepte Marcum

han demostrado la  presencia de productos

L PG de Lta  heparina en las paredes de los

Lraumatizados.,  Se cree actualmente que  la

2stimulacion efectiva de la proliferacidén de las CML por

los mitégenos puede depender de lLa eliminacidén o
neutralizacion de estos inhibidores endogenos.
El mecanismo : través del cual las moléculas
seme jentes a la heparina inhiben el crecimiento de las CML
gonocido, Estudios recientes han demostrado (348)
que los heparanos son potentes inhibidores de la migracién
de las CML in vitro. Si es necesaria la movilidad celular
para la proliferacion (come parece probable para las CML
gue emigran hacia el interior de la intima vascular antes
de la proliferacién), la inhibicidn de la migracioén puede
funcionar reduciendo el crecimiento de ‘las CML de la
intima nueva después de lesidn in vivo (287).
Majack v Bornstein (349-350) han demostrado que las
CML tratadas con heparina sintetizan cantidades cada vez
mayores de coldgeno y proteinas. Ademds, en presencia de
] : 1C incorporan la trombespondina
heparina, las CML no incorpora
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componentes de la matrigz, como o colageno
y i ] geno, la

laminina, la fibronectina v rombospondina apoyan la
S W od Jyall s

idea de que el crecimiento de las CML es controlado, por

lo menos en parte, por influencias de la matriz
extracelular (332-333),

Es de particular interés a este respecto la regulacién
antagdénica de la produccidn de trombospondina por un

mitégeno de las CML (PDGF) y por los inhibidores deil

crecimiento del tipo de la heparina (332),.

11-2-4-3-3 TROMBOSPONDINA: POSIBLE PAPEL COMO INTEGRADOR
EXTRACELULAR DE LAS SENALES REGULADORAS DEL

CRECTMIENTO DE LAS CML.

Las nociones actuales sobre la regulacidén del
crecimiento de las CML incluyen una interaccion
antagénica entre los inhibidores y logs estimuladores del

crecimiento gque puede determinar el grado de respuesta

proliferativa de las CML, después de la lesidn arterial.




Datos recije -
atos eclentes SUglerer L€
SUg ) que la trombos Iir
1 hlumbu&pondjna, un
Coilponente - ] op L e {
rlucoprote Matriz extracelular de las
CM] puede actuar e !
yol ctual integrador de algunas sefiales
reguladoras del crecimiento de las CML.

Majack 7 I 3
Jack ¥ ool L3332 han demostrado que la

rombospondina es sintelizada y secretada por las CML de

la rata en respuesta a la

.

estimulacion mitogénica medlante
el PDGF. La sintesis inducida se produjo rdpidamente (en

una hora), de forma transitoria (la sintesis volvié de

nuevo a sus niveles de base en 5 horas) vy en una forma
dependiente de la dosis (la induccién mdxima se produjo
con 2.5 ng/ml de PDGF) que condujo a la expresion de una
matriz extraceluler rica en trombospondina (332),

En presencia de inhibidores del crecimiento del tipo

de 1la heparina, la sroduccidén de trombospondina en
E k

respuesta al PDGF no estaba afectada, pero se impididé en

gran medida la incorporacidn de trombospondina a la matriz
extracelular (332). Por lo tanto, la heparina actud
extracelularmente para prevenir la expresién de la matriz
rica en trombospondina, regulada por el mildgeno.
Experimentaciones adicionales revelaron que la
sintesis de trombospondina y su incerporacidén a la matriz
extracelular fueraon componentes esenciales durante el
crecimiento de las CML, puesto que log anticuerpas
monoespecificos contra la trombospondina bloguearon la

migracidén de CML y la sintesis de DNA en respuesta a los




mitogenos purificados {36 ]

:‘\C_jt’!h..—lh ERnCONnLro

Lrombospond ina Jugaba un
apel flac ador 8l creci
papel facilitador en ej crecimiento de las CMIL.

Bajo condic; 58 Ibres
Jj ondiciones libres de suero, las CML de rata

respondieron sélo débilmente & la estimulacién mitogénica

por el FCE., Sin embargo, en presencia de trombospondina

enddgena, la mitogénesis mediada por FCE estaba

significativamente aumentada. Por lo tanto la

trombospondina "sensibilize" a las CML a responder al FCE.

La actividad facilitadora del crecimiento era especifica

para el FCE, puesto que la trombospondina no aumente la
mitogénesis en respuesta a olros mitogenos purificados.

La heparina que se wune a la trombospondina (336-352)
es un potente inhibidor de las vias mitogénicas mediadas
por la trombospondina, lo gque estd de acuerdo con la
capacidad previamente demostrada de 1la heparina para
bloguear la interaccion entre la trombospondina v los
fibroblastos (353) y CML cultivados,

La formacidn de wuna matriz extracelular rica  eg
t rombospondina en respuesta al PDGF puede facilitar el
crecimiento de las CML por:

10 Permitir u optimizar la respuesta de las CML
al FCE como un factor de "progresidn" (354).
20 Permitir a las células vecinas, sensibilizadas

por la trombospondina, responder al FCE solo, ©
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Lrombospondina (332},

Las vias itogénice lescri
Las mitogeénicas descritas, mediadas por la

trombospondina, son inhibidas por la heparina, .un

componente de la matriz due se sabe que inhibe |la

migracidén (348) y proliferacidn de lag OML (313=341-34%3,

II-2-4-3-4 RESUMEN,

Estos datos sugieren un mode.c para el control del
crecimiento de las paredes de los vasos, en el cual la
trombospondina puede acltuar como un integrador
exftracelular de las senales estimuladoras e inhibidoras
del crecimiento.

Segun este modelo, la trombospondina segregada por las
CML en respuesta a la estimulacién por PDGF interactuaria
con la superficie celular para facilitar la proliferacion
y/o para expander la respuesta proliferativa a las células
vecinas.,

En presencia de moléculas endogenas del tipo de la

heparina, la unién de la trombospondina a la 'matriz de las
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BE, &  In SUperficie celular podria sgerp Prevenida o
alterada, bProduciendec una inhibicién de] crecimiento

Este modelo Permite,

por lo tanto, una serie graduada
de respuestas de las CHML a) Lrauma de lag arterias

=
dependiendoe (e lasg canlidades tipos de sefales
reguladoras del] crecimiento presentes en las zonas de
lesidn.

La respuesta Proliferativa de  las CML  puede ser,

ademas, modulada mediante mecanismos aun no determinados o

por factores hormonales adicionales o por factores

lipoproteicos.




I[I-3 PARED VENOSA SANA,

La estructur
‘ a ' 5 Vari ‘
de las venas Varia de ung region a otra

todavi 1S ¢ ‘
8vVia mas que la de las arterias. Una de las causas de

€sta sorprendente variacion es a diversidad de los

requerimientos mecanicos planteados POT  los tejides He

alrededor (musculatura). otra, las oscilaciones de lg

Presion hidrostatica ejercida por la columna de sangre

vencsa. Sin embargo, podemos aplicar también a las venas

; - T ; : :
ta divisidn de la pared en intima, media ¥ externa 0

adventicia, 51 bien &g frecuente que ne puedan ser

claramente delimitadas entre si tales capas. Esto slicede

sobre todo en lasg venas mas finas que no contienen mas que

algunas fibras musculares lisas.

Como quiera que la musculatura Yy la armazon eldstica
de la pared venosa son nmds débiles que las de la pared
arterial, las venas tienen en general paredes mas delgadas
que las de las arterias. Las paredes de mayor grosor,
superior incluso a la de las arterias, son las de aquellas

venas que tienen que soportar una mayor presion

hidrostatica.

l1.- La intima de muchas venas, especialmente la de
las grandes venas de las extremidades, contiene fasciculos

longitudinales de fibras musculares lisas. Muchas venas




eStan previstac T4
p stas de vdlvulag venosas, que ggp Pliegues ¢
T 'S de
la intim
a S€ne janteg
8 nidos de pal :
S oma; se localij
zan
egpeci :
p almente por debajo de la desembocadura d 1
e as

Péquenas venas o en la entrada

de una . Colateral. por regla
general ha do g: ) '
y S valvulas Juntas situadas a] mismo nivel

Las valvulas estan cubiertasg de

endotelio en sus dos

caras, . entre las dos

cubiertas epiteliales hay un

esqueleto denso de fibras colagenas que Se cruzan

oblicuamente, las cuales impiden la dilatacién de la

valvula. Por el contrario, la pared venosa es dilatable a

nivel de las walvulas lsenos)., Cuando la sangre corre

normalmente por las venas, las valvulas estadn adaptadas a

la pared vascular, de #a] manera que son dificilmente

perceptibles., Unicamente delata su exlistencia un ligero

engrosamiento de la pared a nivel de la insercidn

valvular.

2.~ lLa media de las venas se caracteriza por la
gran variabilidad de su estructura. En las pequenas venas
de 30 micras de didmetro encontramos generalmente una capa
laxa de fibras musculares lisas de direccién circular,
entre las que se encuentran finas fibrillas eldsticas. Al
aumentar el calibre, se hace mads compacta la musculatura
circular. En la zona externa de la media aparecen ademés
elementos musculares de direccién longitudinal.

En las venas de las extremidades inferiores hay capas




de musculatur )
UTra clrcular egnp
¥ . Speclalmente
* desarrolladas; tj
: lenen
en cambio
; una musculatur \
. & mucho mas débj 1
- il las venas de
i ext lades 3
remidades superiores sobre todo
> ) ; las de la
chbers v sl &~
3 > cuelle., = La musculatura de la media de ]
as

grandes venas e 4 \ ) Y
2s8ta Fe.}.atl‘v'ﬂ.mente mu s poco desarrollada '&
’

que, eén este caso,

- .
t84S paredes son requeridas ante todo

Por la traccidn longitudlnal,

Por tener que soportar una

Presién hidrnstdtica menor.

3. - adventicia de las pequefas venas se

’ : : oy & . Jos .
-ontlnua sin limite preciso con el tejido conjuntivo de las

vecindades. Muchos vAsos tilenen musculatura longitudinal

en su adventicia, y a veces puede esta musculatura incluso
estar mas desarrollada que la de la media.

Las venas cavas poseen una muszculatura longitudinal
muy desarrollada y lo mismo sucede con la vena porta, las
venas suprarrenales v las venas del plexo pampiniforme. En
las venas de la cabeza v del cuello, asi como en las de
las extremidades, se observa una notable variacion

individual en lo que respecta al desarrollo de la

musculatura longitudinal de la adventicia.

El desarrollo de la armazén eldstica es paralelo al de
la musculatura lisa. En la superficie de las capas
musculares se encuentran redes de fibras eldsticas. Las

pequefias venas carecen de una membrana eldstica interna,




la cua] EX 18
exist 3 | '
ste en lag venas de mediano calibre
g * Y en las
grandes, T (
tanto en la media como en Ja adventiciga
2 'nticia, donde
las lé&mi ‘
Lnas eldasticas b
: Pueden estar npuy :
: uy proximas ent 1
3 re gj,

£l r -
en

te una direccidn longitudlnaj.

En OpOSsi 10 C
P 1C1on a lo que Sucede en las arrterias las
’

aredes v s i
ol des venosas contienen abundantes fibras colédgenas Las

fibras colagenas se

€ncuentran en el seno de la media y en

la adventicia. Los haces espirales de fibras colagenas son

muy onduladeos; al estirarse, perdiendo esta ondulacién,

permiten la dilatacién del tubo

Venoso, vy el estiramiento

eén conjgunto de la espiral permite un clerto alargamiento.

Las mallas de la adventicia forman hacia fuera una red en
tijera de amplios &angulos, por intermedio de la cual las

paredes venosas quedan tensadas ¥ unidas a los

alrededores.

En las venas se observan también modificaciones
ligadas a la edad, que conducen al engrosamientoc de las
paredes vasculares. Su extensién depende en mucho del
comportamiento de la presidén sanguinea.

La musculatura de la media v de la adventicia aumenta
de masa en los tres primeros decenios de la vida; es
frecuente que después involucione, asi como que aumente,

en cambio, la cantidad de fibras coldgenas y elédsticas.




Lasg Ultimasg se

caracterizan Ser muy onduladssg Y muy
Eruesas.

intima de las venas que tilenen Musculaturg
longitudinal es frecuente observar Un considerable
aumento de las fibras musculares lisas, El estancamiento
de la sangre en el sistems Yenoso origina un engrosamiento

de todas las capas vasculares,




ALTERACIONES ANATOMOPATOLOGICAS DE

LA PARED
VENOSA EN LAS VARICES,

A 1ve ] - o '
nivel de la C&pa media se produce Un engrosamiento

4 : i ; .
POr el aumento del tejido conjuntive Y particularmente de

tanto que en las varicosas se

nallan disociadas, flotando

en un tejido conjuntivo abundante,

Los estudios de

Microscopla electronica muestran que

las fibras colagenas presentan importantes modificaciores

estriucturales, como hinchazon ie las mismas

desflecamiento de su estructura. 5¢ encuentran fibrillas

atipicas finas gque podrian ser debidas a una neosintesis

demasiado rdpida o, por el centrario, fibrillas muy

engrosadas debidas a una formacidén exagerada y prolifica.

Se observa también en la vena varicosa disminuc:ion y
desorganizacion de las fibras elasticas de la media. De
hecho su numero debe ser 1dér .1co pero, como Se encuentran
inmersas en la proliferacidon del tejido conjuntivo, parecen
menos numerosas. Por el contrario su fragmentacidn es un
hechc importante que tiene una traduccidn hemodinamica.

La sustancia fundamental, constituida por proteinas

unidas a polisacaridos, esencialmente al dcido
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III ENZIMAS E ISOENZIMAS.

III-1 GENERALIDADES DE LAS ENZIMAS.

L8 mayoria de lag enzimas se encuentran en el interior

1 - ] - —~ - Y A
de las celulas a una concentracion mayor que en el plasma
e ]

Sleéndo lo habitual que algunas de ellag Se encuentren

predominantemente en ciertosg Lipos de células
~0S niveles normales en e] rlasma son un reflejo del

Ead . i A B ] 5 ; -
Jalance entre la sintesis - la liberacidn de enzimas. Una

o 1 e I . T = . 5 : <
prolilferacion celular mayor deno celular lnduccidn

enzimatica 1 lugar ; ine elevacion de SUE niveles
Plasmaticos. Por lo tanto, las enzimas pueden ser usadas
como "marcadores" gue detectan y localizan una lesién o una
proliferacidn celular.

Muy ocaslonalmente la actividad plasmatica puede ser

mas baja de lo normel debide ¢ sintesis reducida, a

deficiencias congénitas o a presencia de inhibidores,

III-1-1 LESION Y PROLIFERACION CELULAR

Los niveles plasmdticos de enzimas dependen de:

12 Su liberacién de las células, como consecuencia

del grado de lesidén celular.




20 | o .
¢x La extensién de la lesign celular, e} Erado de
Proliferacign celul '

celular L& induccidn de la sintegig
enzi . Atica,

estos dos factores €8 necesario restarle |g cifra de]
~ ¢ X
aclaramiento enzimatico de] plasma.

Una réapida lesién celular

de relativamente pocas

céluias, por ejemplo hepatitis virica, puede dap lugar a

una elevacidén enzimdtica muy alta, que descendersi cuando

me;ore el cuadro clinico.
For el contrario, el higado puede ser mucho mas

eXtensamente darado en las 1 ErG8ig avanzadas, pero las

lesiones celulares activas 50N mencres v los niveles

enzimdticos pueden estar sélo ligeramente elevados o

1ncluso normales.
En las enfermedades hepaticas muy severas, si muchas
células han sido destruidas, quedan pocas que puedan ser

lesionadas y los niveles plasmaticos de enzimas incluso

descienden.

El mecanismo por el que muchas enzimas son eliminadas
del plasma es desconocido. Las relativamente Fequenas
enzimas pépticas, tales como la a-amilasa, pueden ser
aclaradas por el rindn, pero la mavoria de ellas estén
formadas por proteinas grandes que pueden ser catabolizadas

por proteasas.




Cada €nzima tijene

una vidg biolégica media constante

q fl r a lﬂ C ‘ « - i I—)

a enfermeds aguda,

ayudar g valorar e] estado de un

Después de un infarto de miocardio, POr ejemplo. leg
niveles Plasmaticos de CPK vy  GOT (que tienen vida media
corta) dlsmxnuyen hasta nivelesg normales antes que los de

la LDH (que Presenta una vida media mas larga). Si existe

una 1nsuficiencia circulatoria la vida media ge puede

Prolongar. Si la caida de los niveles enziméticcs durante

la mejoria clinica depende en gran medida de la excrecion

renal, como es e] case de la a-amlilasa, la enfermedad renal

retrasaria esta caida: incluso los altos niveles en

ausencia de enfermedad pancreatica serian consecuencia de
este déficit en su eliminacidn.
Por estas razones slempre sera necesario cotejar lag

cifras de enzimas plasmaticas cop los hallazgos clinicos.

ITI-1-2 LOCALIZACION DE LAS LESIONES CELULARES.

La mayoria de las enzimas de iiportancia clinica se
encuentran en casi todas las células, aunque algunas estén
asociadas predominantemente a ciertos tejidos.

Incluso si la enzima es relativamente especifica de un
tejido particular, los niveles elevados indican solamente

anormalidad celular y no el tipo de enfermedad. Por




eJemplo, después d
» € una intervencién aui
enc iulrurgica mayor
10 O un
gran trauy 1s los '
4 traumatismo, los niveles de LDH, GOt ¥ CPK d
( B pueden
elevarge mientras exista

una salida de enzimes de las
células le31onadas, Principalmente del misculo esquelético
S1 existe insuficiencia circulatoria Por fallo cardiaco o
shock, especilalmente después de parada cardiaca, se
'
Produce una gran

elevacion de varias enzimas a causa da

hipoxia celular generalizada y

reduccidn del aclaramiento,

por elile niveles elevados de "enzimas cardiacos”" no

quieren decir necesariamente que haya sido un infarte de

miocardio el causante de la parada cardiaca.

Cuando se observan niveles elevados de enzimas
{especialmente de LDH), debe de considerarse la posibilidad
de enfermedad maligna va que algunas células neoplasicas

contienen concentracicnes muy altas de tales enzimas. El

lncremento de transaminasas se asocla, por ejemplo, con

hemdolisis,

La precisién diagndstica puede ser mejorada de dos

manerss:

18 Por determinacidn isoenzimatica:
Las isoenzimas son formas multiples de una familia de
enzima3 que catalizan la misma reaccidén bioquimica.
Es una de las miltipies formas de una enzima en el

organismo. Son pues diferentes, quimica y fisicamente, del




la misma reaccidn

lSoenzimag pueden gep ;dentlflcadas POr medigsg
fisicos o quimicos y asumen un Significado clinico cuando
son diferentes Ltejidos de erigen: Por ejemplo,
diferentes lS0enzimas de LDH Predominan ep corazon
higado,

28 Por estimacion de

mas de una enzima:

Aunque muchas enzimas

e, tan extensamente distribuidas,

SUS concentraciores relativas en tejidos diferentes varian,

Por ejemplo, 1la GOT v la GPT ae ehcuentran en abundancia en

el higado, mientras que en al musculo cardiaco hay mayor

actividad de GOT que de GPT. La diferencia se refleja en e]

evidente mayor nivel en plasma de (GOT que de GPT después de

un infartoc de miocardio, mientras que ambas estan elevadag

en caso de lesidon hepatica.

La distribucidén de las enzimas en el interior de las
celulas es diversa. Algunas como la GPT Yy la [LDH se
encuentran solamente en el citoplasma. Otras en las
mitocondrias, mientras que la GOI aparece en citoplasma y
mitocondrias.

Niveles enzimaticos relativos diferentves indican

diferentes enfermedades.




ITI-1-3 CAUSAS INESPECIFICAS

DE ELEVACION DE NIVELEs

ENZIMATICOS.,

Antes i a '
de atribuir cambios enzimiAticos a enfermedades

especifi
Pecificas, es aconse jable considerar causas ma
s

generales. Algunas de €éstas va se han mencionado

Pe nas
quenas elevaciones de la GOT aparecen como un

hallazgo inespecifico 2n  una variedad de enfermedades,

algunas de las cuales pueden ser de menor entidad.

Mas aun, incluso un ejercicio moderadoc o una lnyeccion

intramuscular elevan los niveles plasmaticos de enzimas
musculares como la CPK.

Otras causas que deben de considerarse son:

12 Fisiolégicas.
=Recién nacidos: Los niveles de alginas enzimas tales
como la GOT se encuentran moderadamente elevados en el
periodo neonatal.

-Nifos: Los niveles de FA se encuentran aumentados
hasta después de la pubertad, debido a la isoenzima dsea
gque aumenta en el periodo de crecimiento.

-Embarazo: En el uUltimo trimestre los niveles de FA se
encuentran elevados habitualmente. Durante e inmediatamente
deshués del parto hay moderados incrementos de varias

enzimas como las transaminasas y CPK, probablemente por las

contracciones uterinas.




‘ Lo e
<8 Induccién énzimética por drogas

Alguna '
g S drogas, €specialmente la fenitoina y
barbitiri
it CO0S pueden estimul
o ar ‘la Produccid
on de enzimag
micr Les liv
Crosomales, Niveles elevados de GGT en Paclentes que
. : = ; 5
oman dichas drogas no implican necesariamente yn Proceso
Patologico.

Ja Elevaciones de enzimas debidasg a artefactos,

Las muestras antiguas hemolizadas no son validas para

la estimacién enzimética, Incluso si los hematies no

contienen la enzima que se analiza la liberacidn de ctras

puede interferir la estimacion producir un resultado

falsamente elevado.

I-1-4 MEDICION DE ENZIMAS.

La concentracién enzimatica total del plasma es menor
de | gr./litro.

Los resultados, sin embarge, no se expresan como
"concentracién'", sino como "actividad".

La actividad "in vivo" e "in vitro" de las enzimas no
depende solamente de sus concentraciones, sino también de
la presencia de activadores e inhibidores.

Diferentes factores analiticos afectan & la actividad

L

j ' i . i los resultados de
enzimadtica "in vitro". Por este motivo




una mismag €nzima, incluso en las mismas unidades, Pueden
varilar entre diferenteg laboraterios. De forma similar, la
relacién numeérica entre dcs  enzimas Ne tiene Jag mismas
implicaciones diagndésticas en dos laboratoriog clinicos
diferentes,

El Sustrato y la temperatura del ensayo constituyen

factores importantes,

Pebido a que la definicion de "unidades
internacionales" o

tiene en cuenta estos factores, los

resul tados de diferentes laboratorios, aparentemente en lasg

Mlsmas unidades, pueden no ser directamente comparables,

Por lo tanto, las actividades enzimaticas deben ser

interpretadas en relacion - cah @ el ‘rango normal” de cada

laboratorio,




ITI-2 GENERALIDADES DE

III-2-1 DEFINICION.

Lasg isoen21mas Son formas

familia de enzimas que

bioquimica,

Cada lsoenzima de una

diferente POr los sustratos

lsoenzimas de una tfamilia

‘apacidad de ser inhibidas

SM8  Ppropiedades fisicas,

carga, y en su composicidn de

lsoenzimas de una familia

difieren en su

Las 1soenzimas de un

lsorreactividad.

Todas o la mayoria de

utilizadas a fin de diferenci

familia de isoenzimas.

catalizan

pueden
por

tales

LAS [SOENZIMAS.

multiplesg (1somerog ) de una

la Mlsma reaccidn

familia Posee yna afinidad

y cofactores. Las distintas

tambien diferir en-la

agentes especificos b —an

“omo  termoestabilidad

r

J

aminoacidos. Sin embargo las

particular generalmente no

tamano molecular.

a familia

poseen diferente

estas propledades han sido

ar las diversas formas de una




ITI-2-2 BASES ESTRUCTURALES.,

lLas familiasg de isoenzimas

m&S comunmente halladasg en
el lab i ~linic 1

oratorio clinico son proteinas compuestas por dos o
mas

cadenas polipeptidicas o subunidades,

o
51 las subunidades son idénticas en su estructura

primaria, secundaria vy terciaria, la enzima resultante eg

un homopolimero. Si las subunidades son diferentes, la

enzima es un heteropolimero.
La composicién final de una 1soenzima depende del

numero de subunidades polipeptidicas que constituyen la

molécula completa. Por ejemplo , si hay dos subunidades y

dos tipos diferentes de subunidad (A y B), las tres

combinaciones posibles son AA, AB y BB. Si hay tres
subunidades con dos tipos diferentes, las cuatro
subunidades posibles son AAA, AAB, ABB y BBEB. Con cuatro
subunidades se formaran cinco combinaciones diferentes:
AAAA, AAAB, AABB, ABBB vy BBBB. En consecuencia, con estas
combinaciones, la enzima puede estar presente como
homopolimero o heteropolimero.

Un ejemplo de familia de isoenzimas dimeras es la
creatin-quinasa (CK), formada por una combinacién variable
de subunidades M y B. Las subunidades, difieren entre si en
su estructura primaria, secundaria y terciaria. Las formas
isémeras resultantes son CK-MM, CK-MB vy CK-BB.

La familia de isoenzimas Lactato-deshidrogenasa (LDH)




(] .as
1 ( on ( & b n d&des

son HHHH, HHHM , HHMM ,
HMMM v MMMM (He , HaM;

» HaM2, HiM3 ¥ oMy
-

III-2-3 ORIGEN: BASES GENETICAS.

Desde 1los Primeros estudios que establec.eron g

existencia de isoenzimas se han hecho

grandes avances en el

conocimiento de las bases quimicas de la diversificacién

estructurai.

Asi, la digestion triptica de 1las cadenas de las

subunidades H y M de las iscenzim.s LDH Suglere que estas

subunidades son la expresion de dos genes relacionadaor pero
separados (2). Algunas secuencias de aminoacidos de las
cadenas son idénticas, incluyendo el sitio enzimaticamente
Aabtivo, pero hay diferencias en la composicién de
aminoadcidos y en las propiedades antigénicas de las cadenas
Hy M.

Estas diferencias suvdgieren que la diversidad pudo
haberse originado a través de la duplicaci¢én de genes,
seguida por mutaciones independientes de ambos genes, con
la produccién de diferentes secuencias dec aminoacidos,

oy : Ly
Podria presumirse qu~ la selecci“n evolutiva influye sobre

la conservacidén de genes para formas 1socenzimaticas que




JLOorgan cierpt: D '
g Clerta ventaja Liologica al organismn

I1I-2-4 FUNCION,

i1I-2-4-1

FACTORES MICROAMBISNTALES.

El significade funcional de lag lsoenzimas
cuestiodn bioldgica poco clara.
Dicha funcidn ha sido estudiada nivel de las células

individuales, la organlizacion de las células en tejidos v

Y

el proceso de desarrollo del Organlsmo en su con. .. .tn,

Las observaciones de la compartimentalizacidn de las
isoenzimas dentro de ~ losg organoides de ias células
individuales hen conducidu a teorias relacionadas con las
interacciones subce. lares y los requerimier “os
metabdlicos. La carga neta de la isoenzima influiria sobre
Su interaccidn on otras moléculas cargadas dentro de la
célula. Es.: produciria vna localizacidn diferencial de las
isoenzimas con respecto a paites especisclizadas de la
célulea

La carga desempena probablemente un papel en la
localizacidén preferencial de la LD1 en la mitocondri (3),
est: lejoraria la actividad metabdlica y se ha sugerido que

las propiedades cinéticas de la isoenzima LD1 son optimas

en condiciones aerdbicas.
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I1I-2-4-2

FACTORES MACROAMBIENTALES

La localizacid 1if
4 +V.-dllzZacion diferencial o
{ 1al de LAS 1sSoenzima I 5 1
S na sido

t.uﬂ]D : 3 "V af
ien ubsex\nda a mavor t‘“\_‘t..’!.l.ﬁﬂ, 28 t‘ecir dentro de
4 1

:' 3 1 =1 C 3
Jidos diferentes. En efecto, tejidos tales como el

corazon . cerebro ALk
z A el ‘erebro exhihen una predominancia de D,

mientras que o) 5 Ome I
ras jue Ytros ., omo  oj musculo, poseen un alts

- \ i LD ) . i
caontenido de LDs. EIl tetramero de cadenas H que forma la

LD1 posee una afin d por el i L { 3
dad par el  piruvateo 10 veces mayor que

1

ia LD jue es un tetramero le cadenas M. A causa de sus

propiedades *1lneticas la iscenzima LD1 predomina en
tejidos ricos en aporte de oxigeno que tlenen
metabulismo oxidativo no pueden acumular lactato o
piruvato (Calin y cols

La isoenzima LDs es la principal forma hallada en el
musculo esquelét.co, que experimenta glucolisis anaerocbia
con acumulacidon de lactato v plruvato. Ademds se cree gus
los perfiles iscenzimaticos varian de acuerdo con .as
necesidades particulares y el ambiente metabdlico de los
diversos t:jidos.

En las células musculares, que frecuentemente deben

recurrir al metabolismo ne2robio, lcs requerimientos




bi i
ioldgicos demandan un predominio

: de actividad de LDH, que
uerza la ¢ 4 16 '
conversion de piruvate a lactato a fin d
' n e
regenerar el NADH
! para la glucolisis
| aerobia. El piryv
y ato
no 3 il
puede ser metabo’ izado con éxito en condici
ciones
anaerobi 4 ' ‘
bias y 1la lncapacidad de regenerar NADH impide 1
as

re i ‘
accilones productoras de energia disponibles
En te;i ' 1
los tejidos ricos en OXlgeno como el corazdén o

cerebro, la LDH predominante favorece la catdlisig del

lactato (captado de la sangre y derivado del misculo) a

Piruvato a fin de metabolizarlo totalmente a CO; H20 vy
s o 1 v

energia (adencsina 5'-trifosfato, ATP).

Debido a que la distribucidén real de los tejidos exhibe

positivamente este patron, e debe suponer que las

1soenzimas existen fin de satisfacer las diferentes
necesidades metabolicas planteadas por la diversidad de

cordiciones presentes en el organismo.
I1I-2-4-3 FACTORES ONTOGENICOS.

Considerando el desarrollo del organismo en si, el
perfil iscenzimaticoe de los tejidos que evolucionan
ontogénicamente reflejaria los tremendos cambios producidos
por interaccién del organismo con su medio ambiente.

A medida que varia el medio ambiente durante su
desarrolleo fetal, el organismo debe adaptarse a fin de

lograr reacciones enzimaticas optimas. Los cambios




drésticos del metabolisme

aerobio intracelular requieren

lmportantes desviacionen en la

composicidn de isoenzimas.

Si bien no €8 una enzima Lradic1onal.

el cambio de la forma
fetal a la forma adulta de

la hemoglobina ilustra la
adaptacién las condiciones ambientaleg (respiracién
Verdadera) que ge Produce al nacer. Las afinidades por el
OXigeno de las hemoglobinas fetal y adulta Purificadas sop

casi idénticas, Pero el fosfato orgédnico de 1la sangre

disminuye la afinidad por el oxigeno de lg adulta en mayor

medida que de la fetal.

La hemoglobina materna transporta oxigeno a la

circulacion fetal, donde =] intercambio de oxigeno puede

Producirse como consecuencia de la mayor afinidad por éste

de la hemoglobina fetal, por le tants como sucede con

ciertas isoenzimas, exlsten diferentes hemoglobinas en

respuesta a diferentes necesidades bioldgicas del

desarrollo.

Durante los primeros estadios del desarrcilo
embrionario también puede haber cambios en el perfil
isoenzimatico. Por ejemplo, la CPK se halla inicialmente
presente como isoenzima BB en todos los tejidos. En el
miocardio en desarrollo, las isoenzimas MB y MM aparecen
gradualmente al estar el gen M en asociacién con elementos

miofibrilares contractiles (5).




La CPK-MB Y la CPK-MM son las formasg Predominanteg en
el tejido cardiaco adulte. La CPK-MB Presenta de |4% a 42%
de actividad enzimatica. 4n modo similar, los genes M y
B se eXpresan de forma variable en e} tejido muscular

€Squeliético,

: ?
LO cual sge refleja en la aparicidén

de la CPK-

MM durante el desarrollo.

Si 2 = ' 1 G
n  embargo, la desviacién hacia Una mayor presencia

del gen M Prosigue hasta tal] Punto que en e} misculo

esquelético casi e] 100% de la actividad de CPK corresponde

a4 la i1soenzima CPK-MM. El cambio de patrén en la expresion

de las isoenzimas se produce, al igual con la

hemoglobina, como consecuencia de la activacion

diferencial de los genes v su inhibicidn en respuesta a las

necesidades bicldgicas variables.

Las isoenzimas LDH de los tejidos embrionarios
indiferenciados exhiben maxima actividad en las isoenzimas
hibridas LDz, LDs, ¥ LDi (6).

A medida que se diferencian los tejidos, el perfil LDH
varia a fin de adaptarse al tipo de produccién de energia
requerido para la funcidn especifica de los mismos.

El cora~dén, el cerebro y la corteza renal poseen un

metabolismo precominantemente aerobio y muestran maxima

actividad en las isoenzimas LD1 y LDz.




III-2-5 DISTRIBUCION TISULAR DE LAS PRINCIPALES FAMILIAS

DE ISOENZIMAS.

La CPK-MM es la

lsoenzima Predominante en el tejido

muscular esquelético, donde sélo hay una Pequena cantidad
de CPK-MB. A diferencia del

mdsculo 2squelética, el

miocardio contiene 14-42% de CPK-MB (cifra

que varia segun
los autores):

¥

la cantidad restante corresponde a la CPK-MM,

El tejido cerebral contiene

pPrincipalmente g lsoenzima

CPK-BB (cuadro 1).

El corazén es e} Organo mas rico en isoenzima LD1 (Hg)

mlentras que la LDs (M4) se encuentra predominantemente en
el higado Yy en el muscule esquelético debide & &
produccion anaerobia de energia.

Wilhelm A. ¥y col: (6) demuestran que la actividad de
LDH del tejido aortico adulto se encuentra principalmente
en la fraecion LD3, mientras aque en e tejide adviice

arteriosclerotico la maxima actividad de LDH esta presente

en la fraccidén LDs.




Actividad de CPK en diversos tejidos humanos

Distribucién de

isoenzimas en U.I./g. de

tejido (X de actividad total).

Chapman J. y Silverman L. LTy,

TEJIDO MM MB BB

Musc. esquel. JeBl (100) 0-623 (0-19) 0 (0)

Corezén 313 (78) 56-169 (14-42) 0 (0)

Cerebro 0 (0) 157 (100)

Colon 143 (96)

Estomago 114 (95)

Utero 45 (95}

Tiroides el 73]

Rinon 13 192)

Pulmon ; 9 (64)
Prostata 3 ; ‘ 9.3 193)
Bazo 8. {74)

Higado 3.6 (80)

Pdncreas 0.4 (14}

Placenta 1.4 (48]

Los glébulos rojos presentan también elevada la
actividad de LD1. El pulmén posee grandes cantidades de LDz

y LD3 (cuadro 2).

»




Aetic ;
ctividad de LDH: Distribucién €n porcentaj
e

Distribucién de lasg 1soenzimas

Pfleiderer G. ¥ col. (8)

ORGANO
Corazén
Rifién
Cérebro
Higado
Musc. esq.
 Piel
Pulmodn

Bazo

El mascuio esquelético tiene la mayor cantidad de
aldolasa por gramo de tejido (cuadro 3),

Mientras que la actividad de la isoenzima aldclasa A se
detecta en todos los tejidos, la de la aldolasa B es la
forma predominante en el higado y rinon Yy la 1isoenzima
aldolasa C se observa principalmente en el tejido cerebral
(cuadro 3).

Dos tercios de la actividad de fosfatasa alcaline
hallada normalmente en el suero es de origen hepatico. El
resto proviene del hueso. Raramente aparece en el suero

actividad de fosfatasa alcalina intestinal aunque lo hace




n

éspecial después de una comida.

Actividad de aldolasa en diversos tejidos

Jistribucién de los isoenzimas en U.I./g. de

tejido (X de actividad total ).

Flleidever ¢, v col. (5).

TEJIDO. A

Muscul. esgq. 19600 (897)

Corazon 2068 (490-596) 0=224 (0-10) 0-264(0-12)
Pulmon 254 (96} -
Bazo 470 (96)

Rindén 224 (40) 336 (60)

Higado 114 (14) 700 (86)

Intest. delg. 235 (50) 255(50)

Cerebro «i129 (10} 875 (30)

Cerebelo 1200 (33 ] 2400 (66)

La fosfatasa dcida es una enzima ubicua y localizada en
los lisosomas de todas las células. Los glébulos rojos, los
blancos, las plaquetas y la gldndula prostatica poseen
niveles particularmente elevados de esta enzima. Las

moléculas de los ultimos tres tejidos enumerados estdn muy




2T nmun . =

en suero Proviene, muy

Probablem :
ente, de las células Sanguineas mientras que sdlo

una 3 "TE 14
Pequena fraccidn es de origen prostatico

Es importante tener

€n cuenta que muchas enzimas

excepto en los casos de unas

pocas familias de lsoenzimas

como las descritas aquil, su analisis ha tenido escaso valor

demostrable. La utilidad clinica del andlisis de i1scenzimas

se describe mas adelante.

III-2-6 CAMBIO EN LOS PATRONES ISOENZIMATICOS SECUNDARIOS

A PROCESOS PATOLOGICOS.

La adaptacion de los patrones isvenzimaticos puede
producirse en respuesta a procesos patologicos tales como
isquemia, aterosclerosis o cancer. Como ya se ha comentado
anteriorn.ate Wilhelm ¥ oocoq. (6) demostraron que la
actividad de LDH del tejido adrtico adulto se encuentra
principalmente en la fraccién LD3 y que en el tejido
arteriosclerdtico aértico, la médxima actividad de LDH esta
presente en la fraccién LDs.

De igual modo, la actividad de la LDH en el miocardio

ge desplaza predominantemente de L1 a LD3 al progresar la




o : . .
cardiopatia lsquemica (6) la de CPK ep el mi di
(e : niocardio
LSquemico presenta también una mayor actividad de CK-MB en
Comparacidn con el miocardio adulto normal ,

Los estados patoldgicos que

Provocan regenaracign de

tejido darnado Pueden producir cambios en Ja composicion de

lsoenzimas que se aseme jan los

Patrones observados

durante e} desarrollo embrioldégico. Por ejempio, muchos

tipos de enfermedades musculares,

como la distrofia

muscular de Duchenne, se -aracterizan por la regeneracién

de la fibra muscular; =X declr se forman nuevas fibras

musculares para sustituir a las fibras adultas destruidas.
Las fibras musculares inmaduras pueden contener

1soenzimas jue normalmente se expresan sélo durante el

1

desarrollo temprano, de modo que la apariciéon de la

isoenzima CK-MB en el musculo esquelético indicaria una
anomalia en ese tejido,

No obstante eg preciso ser cautelosc en la
interpretacidén de las 1snenzimas, yva que la forma fetal en
un tejido puede ser la forma adulta en otro tLejido. En
efecto, la isoenzima CK-MB representa una proporcidn
significativa ade la actividad de CK en el miocardio fetal y
adulto. Sin embargc, el aumento de la isoenzima CK-MB en el
suero de adultos normales significaria probsblemente un

dafno cardiacc.
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1 desarrollo embrioldgico tempranoc. Por ejemplo, si
bien ‘K- 2 g

la CK-BB eg la isocenzima pPredominante en todo tejido

embrionario, su expresion es

mas restringida en el adulto y

esta asociada pr L n = >
Principalmente on el cerebre y algunos

tejidos “omo el lntestinal. En pacientes sin signos de

gl . Ll : ‘ ol
malignidad, la deteccidn de CK-BB en el suero se relaciona

a menudo con un estado patoldgice que afecta los sistemas

nervioso, pulmonar ¥astrointestinal (8) . Sin embargo,

durante el pProceso de trasformacidn celular, algunas

células pueden expresar cantidades significativas de CK-BB,

que se detectan en el suero (8),

En las enfermedades malignas de los tejlidos linfoides,
las isoenzimas LDH del suero son predominantemente LD2, LDa3
y LD¢ (9).

Este patrén refleja la presencia de un mayor numero de
células linfoides provenientes de la proliferacidén maligna.
El patrén de igsoenzimas LDH en las células malignas refleja

el de las células linfoides normales.




En n 3k » 5

muchos tumores sélidos Se observa un desplazamiento
hac i ]

8 la LDy, €3pecialimente en CArcinoi as genitales o del

tracto i ’ S

Lo digestive {8). 8in embargo, esto no siempre ocurre
ya ¢ -} . "
3 ile en algunos tumcres hay un desplazamiento hacia |a
excrecidn de

18 LDi. I'L hepoha de que la

desviacidn hacia la
LDs S€éa 1nconstante esg un argumento en contra de la
correlacidén entre esta 1soenzima vy la glucolisis anaerohia

19,

Parece evidente que el desarrollo de la maeyoria de las

enfermedades malignas esta acompafiadc por una eXpresion

lsoenzimatica diferente de ia del tejido adulte normal de

origen.

Las lsoenzimas brindarian flexibilidad dentro del

organismo para interaccionarlo con el medio ambiente de

forma mds eficiente.

Los cambios en el medio ambiente de las ceéelulas

individuales pueden ocurrir en la ontogénesis, como
consecuencia de una destruccidn patolégica y del proceso de

regeneracion, o bien en ¢l desarrcollo del estado de

malignidad.




311-2-7  SIONIFICACION cf $1ivs
f hIhNIF]\A(ION CLINICA DE ISOENZIMAS ESPECIFICAS

Con fTines vrartia
2. Pracricos, ha sido | a inica

muest ra

clinica examinade AL ¢
ninada para marcadores enzimaticos de
anoms as i lares ik
nomalias tisulares especificas. La liberacién de
1soengi ace | > f 1 G
enzimas tntracelulares tras lesidén o enfermedad puede

demostrarse en cultive de tedidos u otras situacione TR
L . b & £ “d o 1

i‘.'t-. L e

Liro ;- sin embargo, la liberacs y significacidn de Jas

1 ~ i, i " 1 duckta A : : .
isoenzimas intracelulares "in vivo" ns Sigue necesariamente

las mismas reglas que gobiernan los hechos "in vitre'". Por

ejenplo, se han propuesto varios mecanismos para explicar

lsoenzimas, con pesos moleculares que exceden

generalmente de 15000 daltons, pueden ser libe.adas de

células vivas sin causar dafio irreversible en la membrana

celular. El hecho de gue las células vivas aparentemente si

liberen estas moléculas ha sido deiostrado con frecuencia;

ésto constituye los niveles basales de las actividades de
enzimas o 1socoenzimas nalle s en suero., Estos niveles
definen 1los intervalos de referencia utilizados en el
laboratorio (denominados a menudo valcres "normales"”). Dado
gue estos niveles basales existen para la mayoria de las
enzimas e isoenzimas liberadas del <citoplasma de las
células, los intervalos de referencia representan una fuga
]

" 3 f " o] } 2
normal de células y recambio ("turnover lular

aumento de los niveles de enzimas e 1lsoenzimas TEeESPeECL

‘ ‘ e referencie gta asociadae con una
esL0os 1lntervalos de referencia S 1S




variedad de anomalias Petoldgicas

determinacxoneﬂ crinicas,
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[SOENZIMAS DE CREATIN-QUINASA (CPK) .

La creatin-quinasa, como més adelante se ampliara, se

encuentra principalmente en el musculo esquelético, tejide

cardiaco y cerebro. Si bien la mayoria de las 1S0enzimas

son cltoplasmaticas, se han descrito otras lc-aliza. . ones

subcelulares de la CK, especialmente en las mitocondrias.
Los niveles significativamente elevados de CK seérica

suelen reflejar liberacidén del misculo esquelético o

cardiaco. Fraccionando la CK, generalmente es posibie
discriminar las iscenzimas del misculo esquelético y las
gl tejido cardiace. Nc obstante, la complejidad de la
liberacidn enzimatica Yy los diversos mecs ismos de
depuracidon, mediante los cuales el organismc recicla las
proteinas, requieren la ir erpretacion de.ios niveles de
enzimas o isoenzimas séricas en un contexto clinico. Ea
general, existen miltiples marcadores séricos que proveen
informacién, lo cual hace méAs préactica la interpretacién
de los valores enziu.idticos. Ademds, el uso cowbinado de
isocenzimas LDH con isoenzimas e proj ‘rciona la

informacién necesaria en la mayorila de los casos, a




h‘.,‘”‘ £ u & 1
Infarto de

convenient emente

una informacién

v 1 oroblem t .
problema interpretativo més comun cuando lasg
anomral muscul 0 3t ]
musculo esguelético oproducen una

signific

elevacilon ie la actividad de CPK

;—;éI"iCB.
Jebido

musculo esquelético contiene de

cardiaco, pegquenas dreas

iscular pueden provocar elevados

e e e o -
PK ompaetibles ¢ un dano cardiaco

suele servir para

ferencilae actividad de CPK,
el musculo ssqueléetico contiene habitualmente mas

de la l1socenzima "PK~1 Sin embargo, ciertas
fermedades del musculo esqueléticc preoducen un aumento
contenido de  CPK-MB, frecuentemente asoclado con
egeneracién de las fibras musculares. Enfermedades como la
istrofia muscular de Duchenne ¢ la polimiositls provocan a
udo elevacién en suero de CPK total, con aumento anormal
actividad sérica de CPK-MB (cominmente de 5-10X% de la
actividad de CPK total), Dado que la mayorfa de los

pacientes cor estas enfermedades musculares no son

evaluados para detectar infarto de miocardio, es




liberacicon de enz 18 & l1lsoenzimas miocardi
con el infarto de
frecuentemente el
peligro de infa to 11 a cirugi 5 A recuperacién.
Por consiguilente 08 niveles de 1iscenzimas son sumamente
experiencia ha llevado
ltiples muestras de sueros

durante el periodo

para analiza sk L mas ~K

dias).

CK-MB retornan a los valores normales a las 24 horas o bien
disminuyen : proximidacd En las complicaciones

de miocardica o rejnfarto,

aumentando durante

1 e elevan después de
periodo de bien s¢ elevan de

disminucién

" 1
i i & . “ven evailuatl
Cecasionalmente las isoenzimas sirven ]

- A o S oy | 3 D ‘Q‘-('_’-‘I"ll]‘
tejidos diferertes del corazén o del musculoc. Fol Jjemg




sordenes
posibile
rmales

Mo se

nZimas lllzZzadas en

ISOENZIMAS

egstudios

‘(l".}ér\‘;'r

e

recuentemente

-apaces

discriminar hepatica. £n los
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estu- ar ] compromiso y disfuncion lal higade, poer

ejemplo la enzima gamamaglutamil-trasferasa, L no es tan

necesario fraccionar las isoenzimas FA.

En los laboratorios en los que existen metodoz para
fraccionar la FA en cinco o mas componentes, todavia surge

la controversia sobre la utilidad clinica de estas
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importante apacl ( ¢ llagnosticar metdstasis

tempranas an ualquilera de estos tejidos.

Desafortunadamente no todosg 0S tumores con metastasis en

hueso o higado estédn asociados con un aumento de actividad

de FA ¢ un patrén iscenzimatico ancrmal. Asimismo, el
empleo de otros marcadores para detectar compromiso dsec o
hepatico, ha disminuido la utilidad de la determinacidn de

FA. Ademas, las variaciones metodoldgicas en
el fraccionamiento de las isoenzimas puede dar lugar a
errores «n la identificacidén o en la capacidad de resolver
totalmente su separacidn, lc cual conduce a un alto grado

de inseguridad en la interpretacidn.




ISOENZIMAS DE

Las soenzimas i
Joenzimas 31d0 mas ampllamente
lnvestigadas jue
1gadas que tras  familias de

l3oenzimas

llevan cano de forma

rutinaria en los

iaporatorios c n

nicos. Todavia la utilidad
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i ta soenzimas se halla un tanto

limitada al infarto de micc parte por la tremenda

varledad de sus fuente La LDH se encuentra
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virtualmente en todos los idos Dien existe cierta

egpecificidad tisular para 35 diferentes isoenzimas.

obstante, SO CEdale inco formas lsoenzimiaticas

halladas en suero, existe una superposicldn considerable en

dicha especificidad. Por egemplo aunque le lsoenzima

cardioespecifica (LD1) se consid linicamente la forma
mas Uutil también se observa aumento de esta isoenzima en
los glébulos rojos y células renales.

Por otra parte, cualquier proceso que produce hemolisis
puede elevar la fraccidén LDi. Asimismo, aunque la isoenzima
LDs se utiliza con frecuencia para determinar lesidén en el
misculo esquelético, es también la 1soenzima predominante
en el higado. En el caso de las otras tres isoenzimas se
produce una situacidén similar, lo cual conduce a la
necesidad de otras pruebas mas especificas para la

evaluacidén primaria de la funcién hepdtica, muscular o

cardiaca.
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Entre estas stras es preciso mencionar la amilasa, AST

rldolasa, | las cuales s han descrito ciertas

aplicaciones

ISOENZIMAS e LIQUIDOS ORGANICOS DISTINTOS

DEL SUERC.

Diversos autores han sefialado que el fraccionamiento de
varias iscenzimas posee significacidn en el liquaide

cefalorraquideo, liguido de derrame pleural, orina, etc.
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ACtlvidades mas oajas 38 gncuentran en el corazon
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rnon, nigada, glandula mamaria, uimon prostata UAZO

pancreas

Pérez J Z E v Jimenez Alonso J estudian la
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dgistribucion en la mucosa del

fracto digestivo | ¢ rate encontrandc la 1soenzima MM

ari el eséfage v | ' = el sector gastrointestinal,

siendo la distribucidn cuantitativa de la enzima més alts

en el esofago.

I11I-3-2 [ISOENZIMAS DE

III-3-2-1 INTRODUCCION.

1965 (20) comprobaron que




UCTtiira l »
dCtUralmente

ubunidaa 11.£
Ubunlidadesg dllerentec
- ! P |

moriomeros M y B, ‘ualesg ot |
uajies combpDinan pa
ara
'es 1soenzimas ' dimeros de lenomi d
. ueriomilnac as

lsoenzima MM esgta elevada
diversas enfermedades

SerYecg . de la Lsoenz
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Lsoenzima BB se ndamentalmente

menor >a8nti

higad
tracto digestivo,
formas soenzimaticas son faciimente
por su movilidad electroforetica v se ha
probado que la isoenzima BB es un componente noermal del
suero humano liberandcse al torrente sanguineo en grandes
cantidades en \.V:€:; dane erebral masivo, enterocoiitis
membranosa y en —Z1irugla neuroldgica.
La estabilidad de la 1soenzima

También la MB es meros estable gue la
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DETERMINACIONES

LAS ISOENZIMAS DE LA CK.

[SOENZIMAS DE CK EN ENFERMEDADES CARDIACAS.
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deta | L i
terminacidn de la isoenzima CK-MB en los enfermos
3 5 2 *T'MOS Ccaon

infarto de miocardio

Esta isoenz era detecie
a lsoenzima ra detectada en el plasma no menos de

e % :
24 horas 3 nunca mas horas, tras su aparicidn

inicial, representandc le ] 12 al 38% de la actividad CK

totsl.

La fraccién isoenzimatica MB aparece tambiéen elevada

en una serie de enfermedades gue no estan asociadas a un
infarto de miocardio como traumas multiples,
dermatomiositis, polimicsitis, mlositls virales, distrofia
muscular, embolismo pulmonar, fiebre, miopatia
acromegalica, miopatia en la paralisis = pericdica

hipokaliémica, pericarditis e insuficiencia tricuspidea en

recién nacidos.

I[II-3-2-2-2 [ISOENZIMAS DE CK EN ENFERMEDADES MUSCULARES.

Los datos sobre las isoenzimas de ia CK en el suero de

pacientes con distrofia muscular progresiva son escasos Yy
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Se ha descrito por Levine

de 1s0enzima
diferenciacidn.

Shatton y cols. en

isoenzimatica de la - CK
inducidas

experimentalmente

hepatomas, comprobando que

teniendo actividad CK
patrén isoenzimatico de
més diferenciado,

enzimas en estos hepatomas

fetal.
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Presentan lesiones
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ISOENZIMAS DE LA CK EN TEJIDOS TUMORALES.

cols. en 1974 la presencia

teratocarcinoma en

estudiaron la composicién

una serle de neoplasias

en ratas, principalmente

las

neoplasias continuaban

algunos casos el

la CK hacia otro paradéjicamente

estudios previos de otras

se desviaban hacia un patrén




Un estudic '
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alizado en YArl0sS tumores cerebrales ha
ere le n
demostrado la presencia de

isoenzimas BB y MM (Rona y

cols. en 19727%), mientras ue ba j
1 . quUe un trabajo Posterior sélo

halléd isc 1 3
O 1soenzima BB (Omeun Yy Hermodson 1975)

1250 7 S Q i i
vimenez Alonso J. describen elevaciones de

lsoer 7 i
1zimas BB y MB en suero ¢ paclentes portadores de

carcinoma rectal (21).

~

II1-3-3 CK EN FLUIDOS ORGANICOS.

111-3-3-1 ACTIVIDAD SERICA.

Szasz establecid en 1975 (22) que las

cifras normales
de un grupo de personas sanas, de edad variable, estaban
comprendidas entre valores de 10-70 U.I./l. en le mujer.

La edad influye en la actividad enzimatica, habiéndose
apreciado niveles mAs altos de CK durante el prmer ano de
vida (23); se ha observado también que los individuos de
raza negra presentan unos valores superiores a los de raza

blanca.

El origen de la CK sérica no esta del todo <claro pero
se acepta que en circunstancias normales proviene de los

tejidos que poseen maycor actividad enzimatica, es decir de




Musculos esqueléticos.

S1ln embargo, se ha *omprobado c
Ad 0 ricos
eSta enzima como el intestino pueden

Vo & :
€. origen de elevaciones de esta €nzZlma er sangre

Se ha demostrado que el ejercicio fisico intenso vy

prolongado (16), lnyecciones intramusculares repetidas de

varios farmacos,

tales como analgési-:os narcoticos como la

morfina, barbitiricos, fenotiacinas, antibioticos, sobre

todo Penicilina G-procaina, i1goxina (24) producen

elevaciones significativas de i enzlima en sangre.

Los mecanismos por los jue se produce esta liberacidn

a CK pueden ser los siguiente:

19 Trauma directo muscular o quimiotdxico.
20 Estimulec para la liberacion de histamina que

i

dana a la membrana celular.

40 Combinacion de los tres anteri¢

Los sueros hiperlipidémicos dan falsos wvalores
el interferir su determinacidn.
£1 aleohol vy el reclofibreto por via oral pueden causar
elevaciones de CK hasta 16 veces las cifras normales (25).
Tras intervenciones gquirurgicas las cifras de CK se
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.I1-3-3-4 CK EN LIQUIDO

La concentracién de

2

baja (1-2 UI/1l.} pero

enfermedades neuroldgicas

accldentes cerebrova

convulsivas,

dafio cerebral (27) etc.

cCasos

enzimatica

ado

clinica

procesos anoxicos fetales

la no
% - :
males. La elevacién se

& la l1soenzima MM,

SEMINAL,

de CK en el

liquido seminal es

S s
14000 U.I./), Bste hallazgo se ha

utlil en Medicina Legal, pero sin

gue tiene muy poco . valor

{28,

rina de sujetos normales,

10 veces inferior los niveles

elaclona con los niveles sanguineos

- -~ £ { ~ 4
rece e acla.

importe

CEFALORRAQUIDEO.

la enzima en sujetos normales es

se han comprobadc elevaciones en

de etiologia variada tales como

sculares, meningitis, crisis

en relacidén con el

Estas elevaciones .orresponden,




précticamente en el |

10U% de los Casos, a

la 1soenzima BB,

ITI-3-3-5

CK EN DERRAMES PERICARDICOS Y PLEURALES

L& SRR : r - 3 .
actividad CK en el liquide Pericardico eg Similar a
1
ia del 5 2 ¥ - ierras
suerc ¥ 2N derrames pleurales inflamatorios y

tumorales nunca ha sobrepasado las cu UT/L. Siendo la

isoenzima MM el componente primordial.

L11-3-4 APLICACIONES DIAGNOSTICAS DE LA DETERMINACION DE
CK.

I1I-3-4-1 CK EN ENFERMEDADES CARDIACAS,

La descripcidn de la elevacidén de la actividad de CK
en el suero de enfermos con infarto de miocardio, por
Dreyfus y cols. en 1960 (13), supuso un gran avance en el
diagnostico de esta enfermedad y permite calcular con
cierta aproximacidén el tamano del infarto (2B81: ol

incremento oscila entre 10 y 40 veces las cifras normales,

Posteriormente se ha comprobado que la elevacidn de la
isoenzima MB es mds sensible y especifica, en el infarto
de miocardio, que el resto de isoenzimas CK,

correlaciondndose sus niveles de actividad seérica con los
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emholisme Pulmonar vy fiebre,

II1-3-4-2

CK EN ENFERMEDADES MUSCULARES,

La determinacisn de la Serica es de gran valor

diagnostico en las enfermedades intflamatorias musculares vy

en la deteccidn de poriadores de listrotia muscular,

slendo los Japoneses Ebashi ¥ e en 1959

oy

bLE allioe
Primeros en constatar la elevacisén de L CK en enfermos
con distrofia muscular.

En la distrofia muscular de Duchenne aparecen valores,
al comienzo de la enfermedad, de cientos de veces
superiores a las cifras normales (30). Pearce v ocols, 130
también establecieron que en el 75% de portadores
asintomaticos de esta anomalia podian existir alteraciones
de la CK sérica.

Las distrofias del adulto la distrofia mioténica
también pueden cursar con elevaciones de la enzima, aunque
menos acentuadas que en la enfermedad de Duchenne.

En casos no tratados de polimiositis 1la actividad de

la CK se halla por lo general muy elevada (30).




'K EN ENFERMEDADES

Los pPrimercos

neuroldgicasg
producido i
meningitis,

perinatal se

3Z) . a

expensas
~ual

es

cerebral

Somer
elevaciones ie
cerebrales agud:e
los que
dano
lesién cerebral
prondstico (33).
se ha

Tambien

en el suero de

durante el parto,

autores como
neonatal (33).
Thomson ¥y

demencia,

isoenzima BB 10 a

lemo
POr accidentes trauma
hipertermia
segulan 18
de

sorprendente

podria

cerebral. Asi

indicador

cols.,

epilepsia ¥

NEUROI

JGICAS,

tranpajos
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Straror
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lallgna, convulsiones anoxia

elevacion de la CK sérica (3]1-

L& 1S0o0enzilime (T N
s0enzime K-MM exclusivamente

1321);

no tratarse de la isoenzima

esperarse,

iemcstraron posteriormente

5B en enfermos con lesiones

traumatico infeccioso, en

buen indice de la extension del

sU iparicion suero indica una

extensa, un si1gno de mal

1soenzima BB

a presencila ie
nacidos con sufrimiento cerebral

que se ha usado por algunos

bioldgico del iistress cerebral

(34) han descrito en enfermos con

mielopatia cervical unas cifras de

30 veces superiores a lo normal, siendo




del grado de lesidén

v Y

‘K EN ENFERMEDADES NEOPLASICAS.

G
Normalmente |
la MM predomina en el suero

a~ - ¥

detectandose peguefas

intidades en las bandas MB ¥ BBR. Se

han publicado
v icado Varlos estiudios QUE 3
0 Arlos estudio: iue poren de manifiesto la

elevacion 3 : '
1on  de en banda 1soenzimatica BB

relacion con enfermos I
rmos 181 Ledorer

ierstbrai i 1976 ‘
in 1976 este hallazgo en

snfo i o oy ;
eniermo con neoplasia gastrica, Feld ie
— {‘

19 pacientes on carcinoma de prostata y Hoag (38) en
*oplasias de diferente localizacidn. Griio
1981 descubren la elevacidn de isoenzimas
aAnormaimentce encontradas sSuero, en

enfermos ¢ & inoma rectal.,
La existenci de orrelacidn entre la elevacidn
enzimatica ¥ extension de la enfermedad con
independencia del luge oF: las metastasis, sugiere que la
CK-BB es producida por el tejido tumoral por s1 mismo.
Estos resultados han llevado a pensar a autores como
Coolen y Silverman (40-41) que la CK-BB representa un

marcador diagndéstico en 11lgunas neoplasias, superando a

otros marcadores utilizados anteriormente (42), asi como
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4121,

Jiménez Alonso J g

o Y

encuentran diferencias en
: . ¥
+8 actividad de CK

(.OI] lle e ¢ LS ra j oI h, I ne p € in eLLl\_ p ra

en cambic el cociente '

CK liquido pleural / CK Suere’ tus

/

superior en los enfermos neoplasicos (43).

III-3-4-5 CK EN ENFERMEDADES TIROIDEAS.

Los enferrmos hipotiroideos presentan una elevacion de

CK en suerc, hecho conocido lesde 1963 (41}. Dicha
elevacidn alcanza hasta € veces los valores normales v su
elevacion no estd correlacionada con los niveles sericos
de tiroxina (44).

La elevacion corresponde & la isocenzima MM lo que
confirma que procede del musculo afectado y muy
posiblemente estda en relacion con s refectacion clinica
muscular Jde estos enfermocs. Por el contrario, Doran ¥y
Wilkinson en 1971 (44) describieron descensos de CK en
enfermos hipertiroideos, si bien este hallazgo es menos
relevante.

Pérez Jiménez y Jiménez Alonso confirmaron estos

hallazgos en 1982 (208).
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La O deshi
; lactato deshidrogenasa { LDH,

una L P ma 1€ i 21 i t‘t:];}] e
n 1In¢ ‘l, = 111 lene ‘fl ;leﬂ & j a
- - t 1r ©o | 9] : : { ]
.‘ Uugc i ] .ll C - G e ] : S 1 .
L - [}
Lli L katQ = -
ruyv en l&{_ t,”,tLJ (‘;)( nsas ‘je LGS P.LE’(_ l,] (Jneb

inicialmente cedidos

por el gliceraldehido-3-fosfato que

S0n transportados peor el NADH.

La reaccion se desarrolla

eh el citoplasma celular v en anaerobilgsis

Esta  extensamente distribuida el yreanisme con

altas concentraciones

5 adig e | orazon; musculo esguelctico,
higado, rinon, gerepro 1y eritrocitos. Por 'lo fantg la
medicion de LDH total no =8 un indicador @#especifico de

lesion celular segun Joan F. Zilva y P.N. Pannall.

I11-4-1 DISTRIBUCION TISULAR.

la LDH estd extensamente distribuida por el organismo

halldndose en la mayoria de los tejidos, siendo mayores

siis niveles eon el rinon, seguida del corazon, musculo

esquelético, pdncreas, bazo, higado, pulmén, cerebro,
\

eritrocitos y suero en concentraciones decrecientes (45).

Vara Thorbeck y Ros Die demostraron en 1977 (410) que
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II1-4-2

ISOEN7ZIMAS DE LA LDH.
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4 . S e e
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HEMM.
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En la prédctica clinica se designan con niimeros del 1
al 5, segun su diferente velocidad electroforética (4).

La LDH-1, a fraccién que se mueve mas rapido hacia el
dnodo, predomina en el musculo cardiaco, eritrocitos y

rifién., La LDH-5 es la forma mas abundante en el higado ¥
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diagnostico:

XY Arras d ; i
Elevacidn de LDH=-1 r . LDH=2: Sucede en e}
F: ] e = ~ e

miocardio, anemia megaloblastica infart
; o]

22 Predominante elevac
leucemia agu . 1.

49 La isoenzima LDH-3 eg

jue principalmente se

muchas otras enfermedades malignas,

eirevacion de LDH-5 sucede daespues de lesion

hepatica o del musculo esqueleéetico.

99 Una elevacidén de | X significativa en el

diagnéstico del infarto de miocardio.

La LDH-1 Y, en menor medida, la LDH-2 y LDH-3 pueden
usar B-hydroxybutirato, asl como lactato, como substrato
mientras ia LDH-4 y la ' 7H-5 no pueden. Algunos
laboratorios hacen uso de este hecho y usan el
hydroxybutirato dehydrogenasa (HBD) como un indice de LDH1

Métodos inmunologicos se pueden emplear en la
actualidad para medidas especificas de LDH-1 pero son

caros.
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APLICACIONES DIAGNOSTICAS DE LA DETERMINACION DE
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LDH.

eqg > f r 1
= unha enzima muy utilizada en el diagnédstico

tllnlC‘ . 4 p B - [ 4 1 u
L8] bl. am 1 18 lii ‘.)t I lDi( l1on slo ¢ el \‘Igall Smo ¥

rapidez de deter 10 ]
Milnecion han hecho que su determinacidn

sea habitual en la practica medica.

III-4-3-1 LDH EN ENFERMEDADES CARDIACAS.

La LDH se eleva en e sueroc de los individuos con un

infarto agudo de miocardio, aproximadamente entre las 12 v

&4 ‘horas . tras e} Lnicio del cuadro. La mayor elevacion se
produce entre el segundo y cuarto el retorno a la

normalidad entre 8 y 40 dias (10},

Una elevacion secundarilia de los niveles enzimaticos de
LDH después de haber llegado a ser normales indica
progresién del 1infarto, o el desarrollc de enfermedad
cardiaca congestiva. Los niveles en la angina de pecho son

o

normales, Si el paciente se ve por primera vez después de
retornar los valores de LDH total a los valores normales,
el diagnéstico puede ser posible en base al hallazgo de la
elevacidén de la isoenzima LDH-1 detectada por 1a

estimulacién HBD o por métodos electroforéticos.

En la mayoria de los casos en due Se sogpeche un

infarto de miccardio, la determinacién de LDH-1 junto con
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son sufic es p
Clientes para hacer un dliagnostico de certezs

III-4-3-2

LDH EN ENFERMEDADES PLEURALES.

Segun Wroblewski cols, (48-49) los liquidos
" - . = o
Oorganicos con células neoplasicas presentan aumentos de
LDH, cuyas cifras son Mayores que las encontradas en

suero del mismo enfermo.

LB Telacidn  entre IDH an liquido pleural y LDH

sSuero. tendria valor iiagnostico en el sentido de

considerar el derrame de naturaleza maligna,

Siempre que dicha relacior S encuentre por encima . de 13

de todas formas en trabajos posteriores {50~81) no se
copfirmé la utilidad

Para Alecocba y cois. (] 5 .igh v oacols; {53) ra

exlste especificidad en la elevacidén de LDH desde el punto
e ujata cga s la o abislaglg . g lcs derrames, pero la
determinacion de la LDH en liquido pleural y, sobre tode,
el cociente con la LDH en suero, seria de algun valor para
la distincidn entre trasudado y exudado, de forma que este
Gltimo presenta un nivel de LDH por encima de 200 U/l. ¥y
el cociente es mayor de 0.6 (54).

También la LDH sérica podria ser de alguna utilidad en

el diagnéstico de linfomas y mielomas LS55,




111~4-3-; I EN EN
1-3-3 LDH EN ENFERMEDADES PULMONARES

Wacker ¥ 3 ‘
& =¥ \.. hL‘)n L o -] = a1 1QRTF
cdgrass en 1960 apuntaron que el aumento
de LDH es uno d |
! 8 uno de los pocos c
% POCOs criterios objetiv :
Jetivos que oc irpe
n
f‘[] t'»l 3 1 &8 5
embolismo pulmonar. Sin embar ]
} embargo, en la actualidad

éste no es un

hallazgo constante y es bPoco especifico por

b1 Y r 1 4
10 que su valor clinico es muy limitado.

Se han encontrado tambien aumentos de LDH sérica en el

s
& o8] - ] Acle
0% de los pacientes con neoplasias de pulmén

metastasls en general. Por stra parte Sanchidrian v cols

4 Aot rar ¥ ¢ F o1 r <
demuestiran ina Igniricacliva eilevacion de la enzima

esputo de pacientes con procesos neoformatives

bronquiales.

En ocasicnes se han recogido elevaciones de LDH serica
en la tuberculosis, aunque no se ha establecido zon

seguridad la procedencia de tal elevacion enzimatica (57).
I1I71-4-3-4 LDH EN ENFFRMEDADES HEPATICAS.

La LDH no es un indice sensible de enfermedad
hepatica. Su lncremento en la hepatitis aguda de cualquier

etiologia es de una © dos veces el valor normal (58).

£n. la ictericia obstructiva y en la ecirrosis el




aumento es ins i F 9
lento eg +h8lgnificante, peor le que care |
] ANE Carece de utilidad

Los paci tes ]
=AENTes alcohdlices «
Tl caE Presentan niveles =2
.veles géricog
elevados de | 3
: LDH sin gque se Pueda atribuir ta] increment
(o]

So0lo a la

hepatopatia alcohdlica,

Sihno dque sugiers la

asociacid :
on de otra Patologia como anemisa megaloblastica
¥

anemia hemolitica, Pancreatitis, delirium tremens (59) y

afectacidn muscular.

La escasa sena._bilidad de 1los niveles séricos de LDH

en | s difusas
en las hepatopatias difusas, asociaadas con los incrementos

jue se han senalado ante la aparicién de  un  ftumer

hepatico, realza su Utilidad =n el diagnostico entre el
cancer de higado, primario o metastasico, v la enfermedad

hepatica no neoplasica (59).

III-4-3-5 LDH EN ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS.

La determinacion de la actividad de la LDH '‘no es de
gran valor en el diagndstico hematoldgico. De todas formas
pueden observarse valores muy elevados en enfermedades
tales como anemias hemoliticas, megalobldsticas (60) y
hemopatias malignas. Asi, cerca del 60%¥ de los pacientes
con leucemia tienen cifras de LDH elevadas (61) y segun
Joan F. Zilva y P.R. Pannall los valores pueden estar por

encima de 20 veces el valor normal. Menores incremsntos




producen tambien el

I1I-4-3-6 LDH EN ENFERMEDADES

URINARIAS.

Las entfermedades nefrourclégic

-8 que  pueden cursar con

niveles elevados de H- g6n @ carci
g de. LDH son el carcinoma, tanto el renal

come el 'esical, glomerulonefritis aguda ¥ cronica
- . e g v 1

pielonefritis, trasplante renal e infarto renal [6B2].

I11-4-3-7 LDH EN ENFERMEDADES DIVERSAS.

ofias musculares y poliomielitis (63) seon
enfermedades en las que se han descrito aumentos de
determinadas fraccicnes isoenziméticas,

Cases ¥y col: (64) han demostrado la existencia de un
aumento de la actividad LDH total en tejido rectal de
enfermos con itis ulcerosa con respecto a un grupo de
normales.

En el delirium tremens sin danio hepatico
gsignificativo se observan aumentos moderados y constantes
de LDH sérica (58).

En tumores malignos de cualguier localizacién del

T e S
organismo pueden observarse elevaciones inespecificas ce

LDH (39).
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ITI-5 GLUTAMICO OXALACETICO TRANSAMINASA

La B g1 . ! ;
enzima glutamico GXalacetico transaminasa {GOT)

i

Q

aspartato amino transferaca [AST) ) e.0il 1 cataliza

la transferencia de un

Erupo  amino de aminoacidos
especificos (L-®lutdmico L-aspdartico) a cetoacidos

especificos (a-cetoglutédrico oxalacético), actuando el

Piridoxal fosfato como colactor:

L-aspartato JXalacetatc

glutamato.

S bien reaccion

energeéticamente "ave e Hacia IR formacidn de

aspartato y a-cetoglutarato, la reaccidén "in vivo" tiende
hacia la derecha a fin de proveer una fuernte de nitrogeno
Bl cicle de l8 ures. El glutamato asi producido es

desaminado por la glutamato-deshidrogenasa con formacidn

de amoniaco y regeneracicn de a-cetoglutarato.

III-5-1 DISTRIBUCION TISULAR DE LA GOT.

Existe en dos formas estructurales diferentes, una gque

se halla predominantemente en el citoplasma y la otra en
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: '
] i ] ~ ] - ; [

aungque r > ]
q Presente en concentraciones mas elevadas en e]

interior de las ¢ las
5 las células, normalmente no circula en la

sangre.

Po 1 :
r lo tanto, seria légico suponer gque la 1soenzima

AST mitocondrial es particularmente util en el diagncstico

Iinfarto ¢ Y Aae : bt
del infarto de miocardio, pero no ha sido muy utilizada la

determinacidén de esta lsoenzima en la practica diaria.

El peso molecular de la iscenzima Cltoplasmatica es de

12000 daltons y el de le mitocondriai 100000 daltecns. La

vida media es probablemente alrededor de 20 horas.

Aunque todos los tejidos <contienen la enzima GOT son
el higado, corazdén y misculo esquelético los que disponen
de wuna mayor actividad enzimatica. También disponen de
gran actividad el rifnén v eritrocitos.

El higado posee la actividad enzimatica mas elevada,
con aproximadamente 85 U/g. de tejido, mientras que el
misculo rardiaco muestra una actividad de 75 U/g. vy el
misculo esquelético 50 U/g. aproximadamente.

Vara Thorbeck vy Ros Die demostraron en 1977 (410) que,
en condiciones normales, no existen diferencias entre la
actividad enzimatica GOT en el liquido cefalorraquideo vy

en el suero.




[II-5-2

APLICACIONES DIAGNOSTICAS DE

LA DETERMINACION DE
GOT.
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que la heparina, oxalato Y citrato

no causa inhibicidn de
la enzima.

; . .
La orina tiene poca © ninguna actividad

recomienda su analisis.

En los 1 € ¥ , ‘
recien nacidos vy lactantes se observan niveles

aproximadamente dobles que  en los adultos; aquéllos

evolucionan hasta alcanzar los 11veles de los adultos

airededor de los 6 meses de vida.

I11-5-2-1 GOT EN ENFERMEDADES HEPATICAS.

La afectacién de las células hepaticas debida a
infecciones, toxinas o drogas (paracetamol o alcohol],
hipoxia y congestion (en insuficiencia cardiaca congestiva
o shock) y que cursen con o Sin necrosis, causan una
liberacién de los constituyentes intracelulares en el

torrente circulatorio.

El nivel enzimdtico de GOT en plasma es uno de los
indicadores mas importantes de afectacién hepatica. Los

niveles mads elevados se encuentran cuando muchas células
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actividad enzime ] s
& -NZlmatica GOT en 51 At R

- "Uere oscilan entre 10
ot - € Y. 100

veces el valor normal .

Durante e ' » ]
el tiempo de Fecuperacidén log niveles de

actividad enzimatica

caen rapidamente. aunque dos

variaciones pueden tener i1mportancia pronostica:

18 Valores elevadcs persistentemente: indican una

Ll g dsdadibr ontinua, pudiendo progresar, Jcasionalmente
1

a4 enfermedad cronica del higado.
2a Brusca caida desde niveles muy altos: =ip

mejoria clinmica: se produce en escasas ocasiones e indica

Una destruccidn masiva que se asocia a un mal prondstico,
Un incremento enzimatico en suero mas moderado que en
las situaciones anteriores se produce en la cirrosis
hepédtica, con cifras de més de: dos veces el valor normal
(no se sobrepasan las 300 U/l.); ictericia colestdsica,
mas de 10 veces el valor normal, infiltracién maligna del
higado y mononucleosis 1infecciosa (debido al compromiso

hepatico).

Aunque las lesiones alcohdlicas hepaticas se

caracterizan por una inflamacidn y necrosis de las células




hepatica : j
g 8, el incremento d i
BT O € 18 enzima 2h estos
> ©3L08S casos es de
minimo a moderado,

& lm 4 ok -
n ' /

3eXta semana un

lncremento de GOT, FA,

Y UGT en higados de

ratas alimentadas con alecochol.

También ohservaron que la

GOT se mantiene elevada durante

un tiempo mas prolongado, a

diferencia ie la @ FA GGT cuyos niveles presentan un

descenso mas répido (6°

También existen cifras elevadas de GOT en suern en

ytras numerosas enfermedades que  afectan al higade

solamente en forma secundaria, como la entermedad de

Gaucher, la enfermedad de Niemann-Pick, leucemia

mielocitica, cetoacidosis diabética e hipertiroidismo.
Aunque, como Se ha visto, la determinacién sérica de
GOT es 1til en el diagnodstico de enfermedad hepaAatica, sin
embargo, estas determinaciones de laboratorio son de mayor
utilidad si se las emplea conjuntamente con otras

determinaciones enzimaticas como las actividades de GPT,

III-5-2-2 GOT EN ENFERMEDADES CARDIACAS.

Las estimaciones enzimadticas de mayor valor en el

infarto de miocardio son, junto con 1ia LDH v CPEK, la GOT.




desde
qQue se sospecha el infarto de miocardio

La enzima GOT comienza

a elevarse a las 4-8 horas del

v : .
24-48 horas y se mantiene elevada de 4 a 6 dias

Las c¢ifras de actividad enzimdtica no son un indice

muy exacto de la extensidn del dafio celuler.

En situaciones tales como disfuncidn hepatica

primaria, enfermedad cardiaca congestiva sin infarto o

embolismo pulmonar (que normalmente es causante de cierta

congestion hepatica) se producen elevaciones de GOT,
aproximadamente i1guales a la GPT, siendo

normales los

niveles de LDH.

III-5-2-3 GOT EN ENFERMEDADES DEL MUSCULO ESQUELETICO.

Fn las distrofias musculares los niveles plasmaticos
de las enzimas musculares se encuentran elevados.

Las enzimas méds relevantes en esta patnlogia son,
ademas de la CPK, las transaminasas.

Los niveles son mds elevados en los primeros estadios
de la enfermedad. Mds adelante, cuando la mayor parte de
la masa muscular se ha atrofiado, hay una menor actividad

enzimdtica pudiendo llegar a ser ‘incluso normal .




En los recié
ecien ‘
nacidos que presentan esta enfermedad
debe re
cor : '
darse que los niveles a esta edad
son mas

elevados que en los adultos,

En 1 lositis s
4 mlositis se encuentran cambios Similares a los

cit
citados anteriormente, aunque mucho menos marcados

Aunque i 1mat i
q los niveles enzimaticos son usualmente normales

en la atrofia muscular neurogénica, el nimero de

excepclones hace gque tales tests no inspiren confianza en

el diagndstico diferencial de la enfermedad muscular

primaria.

III-5-2-4 GOT EN ENFERMEDADES DIVERSAS.
Existe elevacién de GOT en situaciones tales como:
18 Hemdlisis "in vitro" y anemia hemolitica

28 En el fallo circulatorio acompanado de shock e
hipoxia se producen elevaciones entre 10 y 100 veces el
valor normal.

la Después de traumatismos o cirugfia
(especialmente cirugia cardfaca) se producen elevaciones

moderadas de GOT.

48 También se producen elevaciones moderadas en




el infarto renal.

Pérez Jiménez

Jiménez Alonso J. estudiaron lsg

repercusio
P Sl10on que la 1ingesta aguda y crénica de alcohol

etflico produce

sobre diversas enzimas del epitelio

Yeyunal de la rats

observeaindo a las tres semanas de tal

inge " ] ;
gesta un efecto Edxice. . con un descenso

estadisticamente significativo de los niveles histicos de

GOT, ademas de GPT, GGT, CPK v sus isocenzimas MM, MB y BB.

También observaron que el mantenimiento mds prolongado de

la ingesta etilica (entre 6 semanas v

3 meses) no se

asocla a una disminucion significativa de la actividad

enzimatica, existiendo incluso un fenomeno de
"regeneracién enzimatica" (66).

Ros Die v Vara Thorbeck estudiaron en 1977 (411) la
actividad GOT en el liquido cefalorraquideo de pacientes
sometidos a anestesia general, observando alteraciones
practicamente degpreciables. Sugirieron que debe
atribuirse a jJue la hiperventilacion ocasiona unas
alteraciones metabélicas celulares que son transitorias y
a que la GOT emigra al espaclo extracelular con una gran
lentitud por su elevado peso molecular. Para conseguir
cambios importantes de la actividad de GOT en el L.C.R.
seria necesario que se produjera una intensa alteracion de
la permeabilidad de la membrana celular neurcnal.

Ros Die y cols. también estudiaron (412) la actividad




enzimatica de GOT

en el 1lfiquido cefalorraquideo

de

pPacientes que han sufrido un traumatismo craneoencefdalico

observando una elevacidn de la misma debido a lasg lesiones

neuronales producidas por el traumatismo.




ITII-8 GAMMA-GLUTAMIL TRANSFERASA.

La gamma-glutamil transferasa (GGT, EC 2. 3.

g+ 2,] mn

una enzima descrita por Hanes y cols. (67) en 1950, ai
1

bien no tuvo proyveccién practica

hasta la década de los

anos 60 con los trabajos de Goldbarg y cols.(68) y de

Szewezuk y cols. (69). Estos autores fueron los primeros

en observar que, en enfermos con hepatopatias, los niveles

sericos eran significativamente superiores a los de

sujetos normales.

Posteriormente, tras la introduccion de nuevos métodos

de determinacién, aumentd el interés clinico por la GGT

siendo considerada como una enzima de gran imporctancia en

el diagnéstico de la patologia hepatica y en el

alcoholismo (70).

III-6-1 ACCION Y PROPIEDADES DE LA GGT.

La GGT cataliza la transferencia de grupos gamma-
glutamilos desde péptidos gamma-glutamicos a otros
péptidos, a L-aminodcidos y al agua cuando se utiliza el
glutatién como 3ubstrato {713,

La GGT puede tener diversas propiedades bioclégicas:




la Participacién > el

almacenamiento del
nitrégeno proteico.

28 Regulacién de 1os niveles tisulesres de

glutatién.

a wa
J& Transporte de los aminoacidos a través de las

membranas celulares E72).

III-6-2 INHIBIDORES DE LA GGT.

El dnico inhibidor especifico de la GGT es una mezcla

de L-serina y borato (73).

Sobiech (74) observé que al alimentar a ratones con
una dieta especial se producia una inhibicién de GGT en el
intestino; el inhibidor intestinal podria ser inducido o

sintetizado por los ingredientes de la dieta (74).

Stokke relacioné la disminucidn de la actividad GGT en
orina con la osmolaridad de la misma, de tal manera que la

inhibicién seria méds acentuada en orinas mds concentradas

(75).




ITI-6-3 DISTRIBUCION TISULAR.

En. los tejides numanos la actividad de GGT
es
signifi '
Bniticativamente mayor en el rifién, Siguiéndole e]
ancr 1 > .
P eas, nigado y prostata en concentraciones

decrecientes (76).

También existe actividad en testiculo y

epéndimo, asi como en bazo, pulmén, intestino (177),
placenta y tiroides (76).

Si a la actividad de GGT en rifién se le da un valor de
100, los valores comparativos para el pancreas, higado y

prostata son respectivamente 30, 15 v 10,

En cuanto a la distribucién subcelular se ha
demostrado que en el rinén la GGT se encuentra en las
microvellosidades de las células epiteliales que tapizan
el tubulo contorneadc proximal y la 1luz del asa de Henle
(78). También se ha demostrado en los canaliculos del
parénquima hepatico vy especialmente en las células
epiteliales de los canaliculos biliares. También existe
actividad de GGT en la porcidén apical del borde luminal de
las células de los acinis pancreéticos.

Otras localizaciones de la enzima GCT se encuentran en
las microvellosidades intestinales, en el coloide acinar
de las células de la neurchipéfisis (79), epitelio de los

foliculos tiroideos inmadurecs (70), en el tejido cerebral,

cerebelo, médula, células ependimarias, plexos coroideos ¥




, .
L8 1ntima v la ¢
+ Y i1a adventicia de |
: e las arterilas ce |
: ‘erebrales de

Sujetos arteriosclerosos {80,

Existe 1vi
, actividad GGT
asimismo en los
los tubos
seminiferos ididi o8
08, epididimo v sus conauctos (19) . an muchos de
lo #
S elementos celulares de 1la sangre periférica v
fé Y sus

precursores, aunque esta ausente en los eritrocitos

maduros (81), retina, iris v cristaline (821,

III-6-4 GGT EN FLUIDOS ORGANTCOS.

Se han comprobade niveles muy altos de GGT on la Wilis

(83) v en el liquido seminal thumano (84)., También esta

presente en el plasma, o¢orina y, en menores niveles, en el

liguido ascitico (B5-86-87), liguido cefalorragquideo,
1denivda  pericArdice [(88), liquide pleural (43). lagrima

{90) v saliva (91-=-92).

l.a GGT biliar (83) no procede de la GGT sérica sino de

las células hepaticas y del tracto biliar.

Los valores del liquido seminal humano alcanzan cifras
de 300 veces superiores al suero (84) atribuyéndose a las
vesiculas seminales y préstata el origen de la GGT seminal

(94-95).
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plasméatica slendo éste motive  por .aj que los
¥ e | Q & o | . RN e
n.veles en plasma Orina no se correlacionan (98-99); por
rarzon procesos uremicos no implican

necesar,amente oill aumento e

la  actividad = de la GGT

plasmatica.

Publicaciones e lag ~ que  se describe la

aujencila de actividad GGT en el liquido cefalorraquideoc de

pPailentes con enfermedades neuroldgicas, aunque en otres

estudios 100 ge hallaron nive

les elevados en relacion

1

¢on el daho cerebral (101

Merrilshore y cols. 03) observaron que el 51% de los
neolatos tenian actividad de GGT sérica superior a la de

adultos, normalizadndose dicha actividad partir de

res meses.

: 1 indn y pancreas las
Se considera que son el higado, rinon y pancreas
A ' 3 ivid en suero
fusntes més importantes de la actividad de GGT
: C d atnlogia
5 s observados en casos de p
(104), aungue los cambio

i ' atico
hepdtica suglieren que el origen de la enzima es hep

Pérez Jiménez F., Roldan J. ¥ Jiménez Alonso J. (87)
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mas altos en ascitis y suero
que los pacientes con cirrosis no

alcohélica.

III-6-5 APLICACIONES DIAGNOSTICAS DE LA

GGT.

DETERMINACION DE

; i
Habitue '.nente la determinacion de GGT serica es sobre

todo de origen hepatico y los niveles mas altog se

detectan en enfermos con patologia hepato-biliar v

pancreatice, alcoholismo crénico paclentes qgue recihben

durante largo tiempo tratamiento con drogas inductoras

enzimaticas (luminal, difenilhidantoina, etc.)

I

III-6-5-1 GGT EN PATOLOGIA HEPATICA.

En la mayoria de las enfermedades hepaticas la
elevacidn sérica de la GGT se demuestra en casi un 90% de

los casos (107-108), siendo por ello su determinacién muy

itil como indicador de hepatopatia.

En el céancer hepdatico se obtienen niveles 12 veces
superiores a los normales (109). Es tan constante la
elevacién de la enzima que se ha sugerido que su

normalidad casi excluiria el diagnéstico (110).




tn el sindrome ictérico

tlene escaso valor diagnostico
{76-111).

La ¢ . 14 36" Sr i
determinacidn de GGT sérica es muy util pars el

C - 4 r

ontrol evolutivo de enfermos con hepatitis viral aguda ya

u 10 ]

que una elevacion Prolongada sugiere el desarrollo de una

hepatitis crénica (76). Abundando en este capitulo Jacobs

Tienls, (112

Sugleren gque la GGT tiene un gran valor en

el diagnostico de la hepatitis crdénica porque durante el

periodo de recuperacidn clinica es el tdnico parametro que

puede estar elevado.

La determinacién de GGT sérica es méas valicsa que la

e

de las transaminasas y la fosfatasa alcalina para detectar

la afectacion hepatica en un sujeto con alcoholismo
crénico (113-114). Las mediciones seriadas son Utiles para
el control de la abstinencia ya que tras ello la GGT

disminuye progresivamente, variande el tiempo de vuelta a

la normalidad entre 30 y 40 dias (115).

Los niveles de GGT se encuentran elevadose
aproximadamente en el 90% de los enfermos con cirrosis
hepdtica (116-117), siendo el marcador mds sensible a esta

afeccién.

En la cirrosis biliar secundaria procesos




obstructivy '
> 08 s all
>€ han comprobado Nlveles altog le GGT saé
2 g ( iUT sérica
llegand
o a Z y
alcanzar 25 veces el limite Supe
. rior a la
normalidad (118) r
8) y en cirrosis biliap Primaria sy
determj 216 > 5 iti]
terminacidén es tap Util como la FA (119)

la j ficienc L
nsuficiencia cardiaca congestiva lg elevacidn

es > 5 veces 3
de 5 eces superior a lo normal

lndependientemente de si

eXlste ictericia o no F1a2e).

En la colecistitis aguda los niveles de GGT permanecen

normales si no hay iclericia, pero . si la . Hay laa niveles

. o} 2 S \
=@ tlevan 4 veceds por séncima da la nermal (112-=129):

*nzima GGT es wuna gran indicadora de afeccién

hepato-biliar, encontrandose elevacién sérica de 1la misma

en casi un 90% de los casos; siendo muy sensible a los

fenomenos de colestasis, donde alcanza los mayores

niveles, se encuentran grandes aumentos en las ictericias
mecanicas intra Yy extranepaticas, presentando una
sensibilidad y precccidad mayores que la FA, LAP y 5=
nucleotidasa, aunque su especificidad como indicadora de
colestasis es menor.

Se presentan grandes aumentos de GGT en la ligadura
experimental de colédoco; en la patologia humana, su
elevacién frente a una obstruccién brusca coledociana es
mucho mas precoz y supera en amplitud a la FA por lo que

la GGT es considerada como la enzima mas sensible a la




est . - on En.
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con 1ictericia obstructiva

mecanica).

La 4 > 3 1 i
nica sitvacion de colestasis en que la enzima no

se modifica es en

la ictericia colostatica del embarazo

(10 .
123), debido a ung aceién inhibidora de las hormenas

sexuales femeninas sobre s sintesis de GGT (124)

i -
Cuance la colestasis no se acompana de lesién

parenquimatosa, s6lo s

se advierten elevaciones de las

lsoenzimas que emigran entre las a-globulinas v las

albumines {ilscenzimas de movilidad electroforetica

rapida); sin embargo "uando la lctericia se acompana de

lesion parenquimatosa aparecen las

isoenzimas gue emigran

a la zona de las R-globulinas (lsoenzimas lentas).

Nufio Alvarez E. y Jiminez Alonso J. (125) demuestran
una superioridad de la GGT frente a la FA en el estudio de
la hepatitis granulomatosa, aumentando la GGT su actividad

enzimatica de forma significativa.

Jiménez Alonso Y cols. {92-126) encuentran una
elevacién significativa de GGT en saliva de pacientes
afectos de cirrosis hepatica, tumores hepaticos,
colecistitis aguda, pancreatitis aguda vy cetoacidosis

diabética.
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La

actividad de ggT en

P 1w
o | saliva no ge modifica en
uaciones tal 1
le
S como higado graso, hepatitis infecciosa
y

colestasis Y parotiditis,

En resumen, s G&T

€8S una enzima muy util en el

diagnosti '
gnostico de 1lag patologia hepatica, si bien carece de

especifici B!
P ficidad, siendo especialmente interesante en el

; J
control del alcoholismo.

I11-6-5-2 GGT EN PATOLOGIA PANCREATICA.

En la pancreatitis aguda los niveles de GGT sérica

alcanzan hasta 5 veces por enzima de los niveles normales

{16-83), volviende a la normalidad entre la segunda vy
sexta semana (127).

En la pancreatitis c¢rdédnica los niveles de GGT son

generalmente normales (77-83).

En el <carcinoma de pancreas se encuentran a veces
niveles altos de GGT sérica cuando hay metdstasis hepatica
u obstruccién biliar, pero en ausencia de estas
complicaciones los enfermos muestran una actividad normal
(129): sin embargo Rutemburg vy cols. (83) encuentran una
elevacidén de GGT en sujetos con carcinoma de pancreas
anictéricos y sin metdstasis hepaticas, sugiriendo que tal

elevacién procederia de la obstruccién intraductal y de la




Necrosis pancreatica en relacidn con e

1l tumor.
Jime i

menez Alonso y cols, {130) demuestran incrementos
S1gnificativos de GGT salival en sujetos con pancreatitis

aguda, sin alteracién de iones, urea Y creatinina

salivares, sugiriendo que pueda existir una afectacidén de

1 - & 5
las glandulas salivares secundaria a8 la patologia

glandular pancredtica.

III1-6-5-3 GGT EN PATOLOGIA CARDIOVASCULAR.

El musculo cardiaco tiene escasa actividad de GGT pero

diversos autores han encontrado niveles séricos aumentados

de esta enzima en sujetos con infarto de miocardio v otras
formas de cardiopatia isquémica (131).

La GGT serica se eleva en el 50-75% de los casos de
infarto de miocardio (131-132) comenzando entre las
primeras 18 horas y e! 50 dia (133), aunque no es util
para el diagndstico pues autores como Coox y Carter (134)

creen gue la elevacién de GGT en el infarto se produce

sélo si el higado estd afectado.

La GGT se encuentra elevada asimismo en la
pericarditis aguda (133) y en el edema agudo de pulmén por
insuficiencia ventricular izquierda (1358 ), pero tal

hallazgo tiene escaso valor.

En la insuficiencia cardiaca congestiva se suelen




alc j G ar ]
anzar niveles de GGT sérico tres vecesg POr encima del
limite superior de

la normalidad
hepatomegalia de estasis L1131,

cuando existe

PEro .en su ausencia los

niveles permanecen normales (134).

I11-6-5-4 GGT EN ENFERMEDADES NEUROLOGICAS.

La actividad de GGT sérica se encuentra dentro de los

limites normales en tumores, traumatismos, enfermedad de

Parkinson y discopatias.
Sin embargo puede ser un

marcador muy sensible en

algunas enfermedades neuroldgicas relacionadas con

afectacion hepatica. Asi, en algunos pacientes con

esclerosis en placas se ha demostrado una actividad de GGT

moderadamente elevada en suero (136).

En la epilepsia se ha observado una elevacidn de
dos veces superior al valor normal aunque pueden ser
anticonvulsivantes los responsables (137-138) por

potentes inductcres enzimaticos.

Ewen y Griffith encontraron una elevacidén no
explicable de GGT sérica en algunos pacientes con lesiones

cerebrales vasculares.




ITI-6-5- )
6-5-5 GGT EN ENFERMOS TRATADOS CON INDUCTORES

ENZIMATICOS.

Las modifi ]
lcaciones de GGT e :
, n relacidn co j
“on la ingesta
de drogas
8 1nductoras enzima
g dticas  sa expl
p ica Por una
lnduccid e ]
€cion hepatica directa (139) © blen por otros factore
5 s

Q “ o .
Omo pueden ser una elevacién debida a lesién tisular

directa con liberacidén de la enzima a la

clrculacién (70},

Ideo ¥ cols. (140) comprebaron en ratas la induceidn

hepatica de GGT provocada por fenobarbital alcohol,

Jano y cols, (141) comprobaron que =l convulsivante

ienitoina eleva la actividad de .GT. Whitfiel vy cols.

(142) observan cambics plasmaticos de GGT con warfarina

como marcador de 1induccidon enzimatica.

El nitracepan, metanolona y diacepan (139) producen
una elevacion de la GGT serica.

Bartels v cols. (143) observaron un incremento de 15
veces por encima del limite normal en nifios tratados con
aminopilrina.

Barrios y Jiménez Alonso (93) observaron la existencia
de GGT y LAP en la orina de pacientes tratados con

Gentamicina y Amicacina.

El fendmeno de induccidn enzimdtica parece estar

relacionado con la dosis del faArmaco inductor, duraciodn
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II1-6-5-6 GGT EN OTABETES.

Algunos auto ! j
tores han encontrado ligeras elevaciones de

()]

GT en diabéticos (144-112), Asi, en diabeticosg con

insuficiencia circulatoria

crenica Ja actividad de |a

€nzima estaba aumentada, sin anormalidad de otras enzimas

de procedencia fundamentalmente hepatica.

Martin (145) demuestra una Asoclacion significativa

entre los niveles de GOT e triglicéridos suglere «que

la

glucosa se comporta omo un inductor enzimatico. Sin

embargo Jiménez Alonso y cols. (146-147) y Pérez Jiménez y

cols, {148) no encuentran aumentos séricos de GGT en

diabéeticos, en diversas situaclones de control

hidrocarbonado;, por lo que la accidn inductora de la

hiperglucemia no parece verosimil.

Alonso (149) cree gue cuandc aparecen aumentos

Jiménez

de GGT serica en diabetes e¢s debido a hepatopatias o

complicaciones vasculares.

GGT EN ENFERMEDADES RESPIRATORIAS.

1I11-6-5-7

La GGT esté presente en la mucosa bronquial (150) ¥y

parénquima pulmonar, estando ligada a las membranas




epliteliales.

D(Jn = (o]

niveles elevados, probablemente

debido a una destruccién

de células epiteliales.

. ; = .
Swinen (152) observo aumentos de GGT sérica an

enfermos con E.P.C

+» Y sSupuso que tendria un origen

pulmonar.

Ruiz Moral R. y Jiménez

Alonso J. (153) encontraron un

descenso significativo de la actividad de GGT y FA en

aspirado bronquial de pacientes con tumores malignos

broncogenicos.
Dalmasso (154) encontro

niveles elevados de GGT sérica

en enfermos con insuficiencia respiratoria crénica,

explicando dicho aumento por estasis hepatico secundario a
la insuficiencia cardiaca asociada.

Munjal y cols. (155) observaron un aumento de GGT

sérica en el cancer de pulmon.
III-6-5-8 GGT EN ENFERMEDADES DIVERSAS.

Goodman y cols. (156) describieron en 1961 el caso de
un sujeto con deficiente actividad sérica de GGT que

padecia retraso mental, glutationemia ¥y glutationuria.

Por lo que respecta a enfermedades musculares nc se




Suele | r ]
n produciry elevaciones de GGT (187

Yvanov vy Adjarov (158)

observan niveles elevados de

GGT At ]
plasmatica en enfermos con porfiria cutdnea tarda

Algunos autores comc Criado

S : i
Montilla, Pérez Jiménez y

Jiménez Alonso (89-159) han observado aumentos de GGT

sérica en enfermos con

artritis reumatoide estando en

relacidén con la mayor actividad inflamatoria del proceso.

Ferrari vy cols.(160) observan que el tratamiento

prolongado con clofibrato reduce la actividad sérica de

GGT y FA. También se han descrito aumentos de GGT serica

en la hipertrigliceridemia (161).

Azizl (162) describe elevaciones significativas de GGT
serica en paclentes hipertiroideos y descensos en
hipotiroidecs. Sin embargo Jiménez Alonsc y cols. (163) no
han confirmado estos hallazgos al no encontrar diferencias

significativas entre sujetos normales v enfermos con

tireopatias.

I11-6-6 ISOENZIMAS DE LA GGT.

£1 estudio de 1los patrones isoenzimdticos de la GGT

carece de utilidad diagndstica. La existencia de distintas




formag depende, mas

que de Jag lSoenzimas, de Un cambio Je

Comportamiente de la GGT determinado Ppor la interaccidn

con Proteinasg o Sustancias Propias de] tejido de

Procedencia.




ITY-7 FOSFATASA ALCALINA.

La fosfatasa alcal

£ LOR (RA B0 8 0 9 oy )

ck a3ty €S una enzima

de ' lnici ) 1
Scrita inicialmente en téyido de mamifero en 1208 por
McC 4 i
cCelum y Hart {164)., Sin embargo, no fuye util hasta 1929
cuando se

encontro elevacion de su

actividad en e} plasma
de pacientes con alteraciones hepaticas u

oseas (165-1,6).

Desie entonces la FA ha sido ampliamente estudiada en

medicina clinica, aABL Su actividdd en sl ciere es

frecuentemente requerida para e} diagnostico diferencial

en enfermos con ictericia vy patologia dsea prin~i1palmente.

111-7-1 ACCIONES DE LA FA.

La FA cataliza la hidrotisis de casi todos los
fosfomonoeste s, a pH alcalino, rara dar un fosfato
inorganic., y el correspondiente alcohol, fenol y azucar,
actv~nde como substrrtos el R-gLicerofosfato (167), p-
nitivufenilfosfato (168}, fenilfosfate (169) y
fenolftaleina difosfato (170).

La distincién de la ‘csfatasa alcalina y la osfatasa
i. da se debe al pH éptimo en el que trabajan. El de la

fosfatasa alcaline se encuentra entre 9.1y 10.3 teniendo

influencia también el tipo ¥ concentracién de substrato y




tampon (171},

ITI-7-2

SIGNIFICADO BIOLOGICO DE LA FA,

La localizacién de la engima en las superficies

e _ S
absort.ivas sugiere que la FA esté involucrada en el

transyorte a través de la pared celular, aunque no hay

tvidencias concluyentes al respecto.

Entonces, la FA jugaria un 'papel importante en la

sbsorcién de las grases" (172) pudiendo tener este hecho

algun tipo de relacion la aparicion de la
aterosclerosis.
Segun Moag v Glazier (i73) la FA intestinal regula la

alysorcion de fosfatos.

También intervendria en la osteogénesis debido al
papel gque la FA intestinal desempena en la absorcion del
calcio (174-175) vy a la actividad de la FA dsea que podrisa
~elacionarse con la actividad fisioldgica del hueso y con

el nimero de osteoblastos (176-177).




III-7-3 DISTRIBUCION TISULAR DE LA FA,

Lo ] B
8 Principales tejidos con alta actividad de FA
son
aquellos que poseen un activo

mecanismo de transporte.

tales como e]) tibulo contorneado Proximal

del rifén (178),

pared intestinal {1719},

sincitio-trofoblasto de la

placenta (180-181), osteoblastoes t176), gléndula mamaria

durante la lactancia (182) e higado.

En los adultos v los niveles normales de FA dependen

eén mayor medida del higado. En lOos nifios, que disponen de

una gran actividad de los osteoblastos, existe una

contribucion adicional del hueso Y ésto significa que es

eén esta eéepoca cuando se producen los mavores niveles de

actividad enzimatica. En los anciancs los nivejles de

isoenzima ésea pueden incluso incrementarse moderadamente.

ITI-7-4 FA EN FLUIDOS ORGANICOS.

La actividad enzimatica en el Jjugo intestinal, leche,
heces, bilis, saliva y linfa carece de significacion
diagndstica.

La FA sérica en individuos normales proviene
principalmente del higado, hueso, pared intestinal y, en
la mujer embarazada, de la placenta. Su presencia en el

suero es considerada por encima de un 20% del total de la




ct'i ] — .

orr les. (183). La

comidas grasas en el SUero y linfa (134

I11-7- '
I-7-5 APLICACIONES DIAGNOSTICAS DE LA DETERMINACION DE

LA FA.

El valor normal de la FA en suero es de:

3-15 Unidades King-Armstrong.
Bodansky por 100 ml.
Bessey Lowry.

Internacionales.

(A una temperatura de 37¢ C. la actividad enzimatica

es mas elevada).
III-7-5-1 FA EN PATOLOGIA HEPATICA.

En 1929 se descubridé una elevacidén de la actividad de
FA en el suerc de pacientes con enfermedades hepdticas
(166). Desde entonces existen varias teorias para tratar
de explicar el mecanismo de tal elevacidn (185), siendo en
los dltimos afios cuando se ha podido determinar bastante

bien dicho mecanismo que consiste en una nueva sintesis de
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la circulacién,

La teoria

de que la retencién de la FA de origen

oseo )

debid ¢ 2ficien i6
& a una deficiente excrecién biliar, constituva un

mecanismo importante de elevacidn de FA no nparece jert
BBIE 4 narece clierta

]

aungue ,puede seo A responsable de
q Puede ser la responsable d la precoz elevacién de

la enzima en las obstrucciones intra y extrahepdticas.

A veces en estos casos la FA sérica aumenta antes de

aparecer la ictericia y persiste después de desaparecer la
misma, convirtiéndose esta elevacidn en la dnica

indicacidén de obstruccidn biliar persistente,

En enfermos con hepatopatias crénicas, como cirrosis y
hepatitis crénica activa, aparece frecuentemente en &1
suero la isoenzima intestinal de 1la FA, siendo ello muy
raro en pacientes con obstruccion extrahepatica (186).
Estos pacientes presentan asimismo un aumento de la
isoenzimae intestinal en el conducto tor ico ¥ suero,
especialmente fespués de comidas grasas (187).

En la hepatitis aguda la actividad de la FA sdélo se
encuentra moderadamente incrementada en la nepatitis con
predom. 10 de colestasis, estando a veces incluso normal.

; S iticos 1 gnos Las
Por contrarlio, er tumores hepaticos malig

elevaciones suelen ser muy importantes.




También se han observado elevaciones discretas de FA
180 = 9 t
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la enfermedad de Hodgkin (188), metaplasia mieloide

(183), fallo

cardiaco congestivo (189},

enfermedad

intestinal inflamatoria infecciones intra-abdominales

estas enfermedades la FA elevada parece ser de

origen hepsatico asociada a la inflamacidén del higado,

En la enfermedad hepatica la

mayor utilidad de 1s FA
sérica reside en poder distinguir entre la ictericia
hepatocelular y obstructiva (191). Cuando la obstruecién
es total 3 prolongada, c¢omo ocurre en el carcinoma del
colédoco, los niveles séricos de la enzima pueden superar
las 10 ¢ incluso las 25 unidades Bodansky.

En la 1ictericia obstructiva de breve duracidn o en
oclusién incompleta, como en la colestasis o carcinoma
ampolla, los niveles pueden ser inferiores a 10 unidades.

Por lc tanto, los niveles bajos de FA piedisponen

contra de ictericia obstructiva.

También puede haber elevaciones sustanciales de
sérica en situaciones tales como lesiones invasoras de
espacio en el higado, C.Trosis biliar, hepatitis
colangiticas { inducidas por farmacos O viricas) y en la
cirrosis portal acompafirda de sindrome de obstruccion

grasa.




111-7-5-2° FA EN PATOLOGIA OSEA.,

Robinson y Scames (192) fueron los Primeros autores en

describir la FA en la cosificacién de los cartilagos de

ratas y conejos,

La actividad enzimatica en hueso parece

correlacionarse con la actividad fisiolégica en hueso ¥

con el numaro de osteoblastos {(176).

Esta es 1la razén de la alta actividad

:nzimatica en
ninos en crecimiento. También en la osteomalacia vy

raguitismo (193), debido al crecimiento de osteoblastos

gue liberan FA al fluido extracelular en cantidades

anormales,

Otras enfermedades que cursan con actividad enzimatica
de FA elevada son la enfermedad de Paget (193), metastasis
oseas osteoblasticas (194), algunos casos de sarcoma
osteogénico e hiperparatiroidismo con enfermedad sea
(195), aungue en muchos casos de  hiperparatiroidisme
primario; si log cambios en la estructura o6ses estar
ausentes, la concentraclon de FA en el plasma es normal o
sélo ligeramente elevada.

También puede estar incrementada la: FA sérica. an
pacientes con enfermedades reumdticas tales como artritis
reumatoide (196).

En situaciones de detencién del crecimiento dgeo Como

> 4 1 . "y v P, 1 nea
inis ¢ ciencia  de vitami
ndr as i retinismo y o defic
acendroplasia, Cr
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pueden descendei los niveles plasméticos de PA

111-7-5-3 FA EN EMBARAZO,

La FA sérica esta elevada al final del embarazo, Fue

en 1961 cuando Boyer (197)

observé elevacién de la

O e T S 3 e IR S . ¥
actividad sérica en la mujer embarazada; 1o gque se debas a

un aumento en la produccion de la enzima por la placernta

(isoenzima placentaria}.

El aumento de la actividad de FA =sérica durante ol

embarazo no se debe exclusivamente al aumento de isoenzima

de origen 6seo, sino a la fraccidén de origen placentario

denominada ‘"carcinoplacentaria" ©por ser inmunclégicamente
idéntica a la observada en algunos tumores (es
indiferenciable de la "iscenzima Regan" de la que
hablarda mas adelante).

Asimismo se ha comprobado gue la elevacién de la
sérica en mujeres embarazadas del grupoc sanguineo A

posterior a la de las embarazadas de grupo 0.
III-7-5-4 FA EN TUMORES MALIGNOS.
La actividad de la FA se encuentra aumentada en los

tumores Ose0s primarios, sobre todo en ‘el sarcoma

ssteogénico ¥y en metastasis oOseas osteobldsticas, sobre
O B 3 \
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todo as a arcine 5
lag del carcinoma de préstata. También se eleva en

las metdstasig hepaticas,
Fishme ‘ealizo ) i
ian realiz en 1968 un importante descubrimiento,

la isocenzima Regr ., *llamada asi Por el primer paciente

donde se descubrig.

Regan padecia un carcinoma broncogénico (198) pero

esta lisoenzima ha side hallada én el suero de atros
enfermos con cédncer de mama, tracto gastrointestinal y

genital, sobre todo en las neoplasias pancredticas vy
ovaricas (199).

La importancia de su estudio se debe a gue la
frecuencia de su aparicién en enfermos con cédncer es
superior al 25%,.

La isoenzima Regan se ha detectado también en dos

enfermedades considerada como precancercsas, poliposis

familiar del colon y colitis ulcerosa (200).

I1I-7-5-5 FA EN ENFERMEDADES TIROIDEAS.

En la tirotoxicosis se observa una elevacién de la

actividad de FA (201) debido al empeoramiento de la

d reabsorcion ¢sea

funcién hepdtica y al incremento ae la

(202).

o . : A g
También existe elevacion de aclividad FA después de

' ' i s8I0 observandose iveles
tratamiento del hipertiroidismo observédndose n
del tratamiento (208 ), debido

mayores gque antes




Probablemente al aumento de la actividad osteoblasti
steoblastica,

III-7-5-6 FA EN PATOLOGIA PULMONAR.

b ! 0 i
Kihn cols, (203) observaron niveles elevados de FA

en suero en enfermedades como bronquit

.is crdnica, abscesos

de pulmén y tuberculosis debido a la destruccién de

células pulmonares.

Los mismos autores demostraron posteriormente (204)

gque un tumor pulmonar tiene niveles aumentados de FA en el

aspirado bronguial en un 50% de los

Pérez Jiménez F., Jiménez Alonso J. observareon una
disminucidén estadisticamente significativa de la actividad

de FA en el aspirado bronquial de enfermos con patologia

pulmonar aguda respecto a los individuos normales (205),

III-7-5-7 FA EN ENFERMEDADES DIVERSAS.

Existe elevacidén de FA sérica en la enfermeaad
celiaca, aunque no se produce tal incremenlo a expensas de
1s iscenzima intestinal, sins por la fraccidn 6sea (debido
a la osteomalacia secundaria gue es una complicacion
frecuente) (2086).

Por el contrario, se ha observado disminucion de FA en

i > ] 2 g 3 ' fosfatasia (207)
suerc y hueso en situaciones de hipofos

I ¢ ‘ e snto en
debido a un defecto de min ralizacion Lncremel




la excrecidn de fomforjlotunoluminu pPirofosfato

inorganico en orina (208)

Pérez Jiméney F. y Jiménez Alonso J. demuestran que la
actividad de FA se encuentra frecuentemente elevada en el
momento de ingreso e pacientes con cetoacidosis
diabética (106), experimentando un sistemético descenso en

las primeras 24 horas (148).

Jaimez L, y Jiménez Alonso J. encuentran una elevacién

g8 FA, asi como de GUT, eh la saliva de pacientes con

sindrome de Sjogren (210),




111~8

GLUTAMICO PIRUVICO TRANSAMINASA,

La enzima glutéamico piriuvico transaminasa (GPT)

alanina aminotransferasa {ALT ) (EC

2B 2.) se encuentra

presente en altas concentraciones en el higado Y en menor

medida en el musculo esquelético, rifidn ¥y corazoén.

Esta enzima cataliza la transferencia de un grupo
amino desde un a-amino a un A4cido a-oxo, siendo el

piridoxal fosfato el cofactor de esta reaccién,

ITI-8-1 CAUSAS DE ELEVACION DE GPT.

18 Marcado incremento {10-100 veces el wvalor

- Hepatitis virica.
- Necrosis téxica del higado.

rculatorio con shock e hipoxia.

2a Moderado incremento.
Cirrosis
- JIcterici
valor normal.

Conge:




cardiaco,

w0 e ne :
Mononucleosis infecciosa (compromiso

hepatico).

-Gran Ltraumat ismo Y enfermedad muscular

(mucho menos que GOT).

APLICACIONES DIAGNOSTICAS DE LA DFTERMINACION DE

GPT EN PATOLOGIA HEPATICA.

Como se ha visto en la seccidén anterior es sobre todo

en las enfermedades hepaticas donde se preduce una mayor

liberacion de la enzima GPT al torrente circulatorio.
Entonces, la afectacidén de las ceélulas hepéticas,

debida a infecciones o drogas (paracetamol o alcohol),

hipoxia y congestidn (en insuficiencia cardiaca congestiva

o shock), y gque cursen con ©o B8in hecrosis, Causan uné
liberacidén de los constituyentes intracelulares al torrente
sanguineo.

Log niveles enzimaticos de GPT, ¥ también de GOT, son
los indicadores de la afectacidn hepatica.

Los niveles mas allos se encuentran cuando muchas
células estdan dafiadas a la vez, come oculre por ef‘wpio en
la hipoxia tisular {shock) o hepatitis virica.

Durante el tiempo de recuperaciéon los niveles de GPT

anzima iene vida media
caen rapidamente, aungue esta enzima tiene una




méds larga qu 1 |
AL jue A ae a GOT 1
] ta.  de ia  GUT por lo gue es la Ultima en

retornar a los

valores normales,

Ex‘-s
Lsten dos variaciones que pueden tener importancia

prondstica;

a v i ] & e i .
18 Valores elevados persistentemente: indican una

destrucciodn celular continua puede progresar

ocasionalmente a enfermedad c¢rénica del higado.

28 Brusca caida desde niveles muvy altos sin
me joria clinica: en escasas ocasiones indica una

destruccidén masiva de células hepaticas.

l.Las células hepdticas contienen mas GOT gque GPT pero
la concentracién de GPT en el citoplasma es mayor que la
de GOT. Por consiguiente, en siituacicnes tales como la
hepatitis virica en que lo primero es la afectacidén de la
membrana celular, escapa al fluido extracelular mas
cantidad de GPT que de GOT (la GOT se encuentra también en
el interior de las mitocondrias). En cambico en 1las
situaciones en las gque la afectacidn, aungue focal,
compromete a la totalidad celular (por ejemplo debido a
depdsitos tumorales, cirrosi- ¢ hipoxia) los niveles de

GOT son relativamente mas elevadc




ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE DIFLRENTES FNZIMAS, NO

ESTUDIADAS POR NOSOTROS, EN PARED VASCULAR.

Lyndal York y Weike Benjamin (362) estudiaron los
niveles de transamidasa en placas de ateroma y endotelio de
sujetos normales, no observande iacrementos de esta enzima

en las lesiones arterioscleréticas humanas {(a diferencia de

lo due sucede @n conejos con alimentacidén rica e

colesterol ).

Segun Heynes y Badenhorst {363) la ADP-asa
desciende en las placas de ateroma, observando que la
pérdida de actividad va paralela a la soverid .d de la

esclerosis.

Sinzinger y Selberbauer (364) estudiaron que la
prostaciclina desciende en las placas ater cleroticas

humanas.

Se ha estudiadc pol Witsuhara Narita y cols, { 365)
1a actividad de la elustasa en arteria radial humana en
pacieﬁtes con insuficiencia renal croénica, observando gue
los niveles son gighificativamente menores con respecto al

- < ] 2 11é ).1, =] l)‘
1 C ‘t £ iJI‘ L d ] Jacl Ii e} 2on
gx ll. 3 Con L JI ] 3 O - L)J . el ( ] ltt:‘ £ 3 L1l (o]
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Shekhonin \ Ol (36 1
\ e lg J66) confirmaron una alta

cLividad J A i 1- i Lo -} C H
4 € t l1a iNAa o I 1 48 ¢ IUﬁ A a I} I en .}. 4 1 lt ma
a { l € I £ 4 J - < A& ‘: ) ) 1 C

enes osad: o : £ z
gPosada, subendotelio y células de miscul 1i
\ ulas : ascl is0, asi

come una reaccioén 0§ ]
L eaccion positiva para la miosin-ATP-asa en

K I | 3 = =3 g ‘i ) i .
> - A LK ll! D " - TRE
€ 1 “i t" i .Ull\ (’l HE S, ]E“I' o g - r\t( r1as’ gue

presentaban arteritis inespecifica

Willice - . P e Yo :
ililams j cols, (367) demostraron un incremento
N b b Prg et SRS 4 e ; :

de actividad enzimatica de serina-palmitoyl transferasa en

la media e intima de <conejos gque sufrieron alimentacién

hiperiipidica. El aumento de actividad enzimAtica pudo ser

: g i e . ’ g S 4 Yoh e
detectado incluso antes de la acumulacion lipidica y de la

proliferacidén celular, lo gque hace pensar en una alteracioér

enziméatica inicial,

Kenji Mizuno ¥ cols.{368) han estudiado una

"enzima similar a la renina" en la pared arterial de ratas

hipertensas espontianeamente, demostrando que existe una

forma inactiva de esta enzima en la pared arterial; aungue

diferentes lineas de investigacién (369-370) sugieren gque

las células de misculoc liso son capaces de generar la

forme activa de la enzima no €s seguro que prcduzcan la

forma inactiva, aunque Ohashi y Matsunaga (371) asi lo

creen. En este trabajo se demuestra gue la concentracion

de la forma activa de la enzima en las arterilas carotida ¥

mesentérica fue significativamente mas alta en ratas
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hipertensas.

Burs i 373} 3 & :
uttil (373} demostrsd que la colagenasa v la

elastasa estan incrementadas en el tejidc adrtico
aneurismatico. Este autor, Jjunto con  Brown [374).
describidé posteriormente un nuevo enzima proteolitico

sérico sefialando que podria ser producido por monocitos,
pudiendo suceder que éstos penetren er la intima de la

pared arterial y liberen la enzima dando lugar a

degradacidn proteolitica de la pared arteriai v

consiguiente formacién de aneurismas.

Jonasson Yy cols. (375) estudian la lipoprotein-

lipasa (LPL) en lesiones arterioscleréticas humanas

observando que las fuente de esta enzima son las células de

misculo liso, aunque también sugieren que la sintesis de la

LPL esté regulada por la propia placa aterosclerdtica ya

gque la enzima no se encontré en algunas células musculares

lisas de lesiones ateroscierdticas.

Olczyck y cols. (376) sugerian en 1981 que los

cambios en el metabolismo del tejido conectivo pueden

: . sz imas i e i
resultar de la actividad alterada de enzimas involucradas

en la degradacidén de los componentes del tejido. ELl autor



demuestra en ste eg
ra en este estudio que la actividad elastolit ica vy
las hidrolasas lisosoniales

(hialuroni dasa y B-

glucuronidasa)
1idasa) aumentan en la pared arterial

aterosclerdtica, siendo responsables de degradacioén
1

fisioldégica de las fibras

eldsticas arteriales y de los

glucosaminoglicanos respect ive o
=4 glicanos respectivamente, Finaimente sugiere

que el incremento de las células de misculc liso es el

origen del incremento de actividad de 1la elastasa de los

vasos,

Kukreja (401) observe un aumento de succinic-
deshidrogenasa er la pared arterial arteriosclerédtica,
Este autor cree que la trasformacidén de estrias grasas en
placas fibroses podria ser el resultado de una actividad
oxidativa y metabdlica aumentada y esto explicaria el
aumento de succinic-deshidrogenasa que es una enzima
oxidativa. También observé un aumento de lipasa en la

pared arterial arteriosclerdética.

Prostaciclin-sintetasa: Saroyan y cols. (318}
estudiaron la actividad de esta enzima en la vena safena
interna de diabéticos, no encontrando diferencias

significativas con respecto a los no diabéticos.

f-glucuronidasa: Buddecke y Kresse estudiaron en

i ; iy ’ P
1968 esta enzima en relacién con su funcion degradante d




108 mucopolisacdridos de

]
t08 tejidos arteriales y venosss

Haardt en 1986 (383)

\

8 actividad de enzima

en la int Qo scf | |
1tima media de] grupo control de venas normales vy

un ; ' 3 cite
aumento en las citadas capas, a veceas BN el Py 1
es < rupo de

venas ‘aricosas ‘
varicosas, lo que estd de acuerdo con anteriores

trabajos de Niebes (121).

&

Fosfatasa A4cida: Haardt (383) también observéd

poca actividad de fosfatasa dcida en la intima y media del
grupo control y gran actividad en el grupo de pacientes

varicosos.

Esterasas inespecificas: También se observo poca
actividad en la intima v media del grupo control. Pero en
los pacientes varicosos se encontré un aumento de
actividad en la intima en el 25% de los casos y en la

media en el £0% de los casos (383).

Acido adenosin trifosférico activado por el
calcio: Es una enzima ligada a la molécula de miosina del
misculo, segun Dixon Yy Webb en 1964 (citades por Haardt en
383). En el grupo control se observé una gran actividad en
la intima y media, mientras que €l el grupo varicoso se
encontré un marcado descenso de la actividad enzimética

(383).
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IV OBJETIVOS.

Detectar la presencia 0@ no de

actividades

enzimdticas (LDH, CPK, GOT, GPT,

GGT y FA) en

homogenado de arterias y venas de sujetos con

arteriosclercsis, varices Yy controles, vy valorar

sSu posible utilidad en el estudio de tales

procesos.

Valorar Jlas actividades de dichas enzimas en

diversos subgrupos de los sujetos arteriosclero-

ticos, varicosos y controles sanos (segun sexo,

edad y severidad del proceso).

Determinar los patrones de isoenzimas de CPK y LDH
en homogenados de arterias y venas de enfermos con

arteriosclerosis, varices y grupo corntrol.

Estudiar la posible correlacién entre la actividad
enzimdtica sérica y la detectada en la pared

vascular.




V — MATERIAL * METODOS

Y PACIENTES




V. MATERIAL, METODOS Y PACIENTES.

V-1 PACIENTES.

Se realizaron

determinaciones de las enzimas GOT GPT
] L

GGT, FA, LDH Yy CPK, asi como de las l1soenzimas de la LDH y

de la CPK, en suero, pared arterial y venosa de enfermos

queé presentaban arteriosclerosis (51

&

Pacientes de edad

media 65.7%+13.4) varices (50 pacientes de edad media

A . TEld OB
Este ultimo grupo constituye

el grupo control, en las

determinaciones enzimaticas e 1soenzimaticas de pared

arterial, al no presentar patologia arterial alguna.
El grupo control en las determinaciones enzimaticas e

1scenzimaticas de pared venosa lo forman los pacientes
arterioscleroticos pues se observo gue no habia
diferencias de actividad enzimatica e 1soenzimatica en
pared venosa entre este grupo v un grupo de 20 pacientes
intervenidos de hernias inguinales con venas sanas y sin
patologia asociada alguna (ver resultados en las tablas 29
y 30).

Todas las muestras fueron estudiadas en el Servicio de

Anatomia Patolégica de la Facultad de Medicina de Granada.




V-2

MATERIAL Y METODOS DE DETERMINACION ENZIMATICA.

V-2-1 RECOGIDA DE MUESTRAS.

Las determinaciones enzimaticas ge realizaron en
Suero, pared arterial (colateral de arteria femoral o la
Propia arteria femoral Si1 se trata de enfermos amputadcs )

Y pared venosa (colateral de la vena safena) en todos los

enfermos portadores de las patologias citadas y que

necesitaban intervencién quirurgica (ver muestras en la

pagina siguiente). En los enfermos 1ntervenidos de hernias

las determinaciones enzimaticas so0lo se realizaron en la

pared venosa (vena extraida de regiodn Lnguinal ).

Para ello se extraian 3 ml. de suerc unos minutos

antes de comenzar la intervencidn quirurgica y 2-3 cm. de

longitud de las arterias y venas citadas.

V-2-2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Las muestras arteriales y venosas se introducfan, una
vez extraidas, en "Pipes” a pH 7 y concentracion 50 oM. y
cuya férmula es Piperazina-N, N'-bis [2-ethanosulfuric
acid]). La pKa es 6,8 a 259C. y el nimero de referencia es

p=6757 de Sigma. La misién de este preparado es actuar

como sistema tampdén y conservante.




Antes de que transcurrieran 24-48 horas 3¢ procedia a]
macerado y centrifugacidén de las muestras & 6500
revoluciones POr minuto, durante 10 minutos, en el
Homogenizador PVU

(Power Control Unit) Drehzahlregler de

la Empresa Kinematica Gmbh (Kriens-Luzern).

Inmediatamente despues gse determinaba la actividad
eénzimatica (de todas las enzimas citadas anteriormente)

del homogenardo y del suero mediante el Analizador Hitachi-

704 cuyas caracteristicas generales mas importantes son las

Sigulentes:

18 20 canales espectrofotometricos
moduloc opcicnal de iones.
360 test por hora de velocidad.
37eC.* 0,19C. de bafo de incubaciédn.
El fotometro mide las absorbancias
directamente en las cubetas de reaccion. El
microprocesador que Jlleva incorporado se encarga de tener
en cuenta o nc estas lecturas segun la programacion de
cada una de las técnicas. En caso positivo puede

seleccionar una longitud de onda (medicidon monocromdtica)

o dos (medicién bicromdtica) a eleccidén del usuario.

El Hitachi-704 realiza hasta 6 controles de calidad
por técnica, avisando automdticamente cuando obtiene un
error en algin control e indicando, ademds, si es de tipo

sistemdtico o aleatorio.
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Antes de 2
comenzar este trabajo experimental
se
determing el

coeficiente de variacion 1ntraenaayo (CVI) e

in 2
terensayo (CVIn) del Hitachi-704 de la forma Siguient
nte:

12 Coeficiente de varisacidn intraensayo (CVI): se

L)

real i
lizando de esta mezcla 15 determinaciones seguidas, de
L]
las 6 enzimas citadas.
Posteriormente ge aplico la siguiente formula a jos

resultados obtenidos:

CVI = DS (desviacion estandar) * 100 / X (media).
a)- Media de GOT: 21.78 U/l.
DS de GOT: 0.892 U/1.

CVI de GOT: 4.09 %

b)- Media de

0 U/l.

DS de GPT: 1.48 U/1,

CV1 de GPT: Infinito, pero no es valorable al

ser la media = 0 y no haber, por lo tanto, actividad

enzimatica GPT en las 5 muestras estudiadas.

c)- Media de GGT: 3.92 U/l.

DS de GGT: 0.474 U/l.

CVI de GGT: 12 %

d)- Media de FA: 3.64 U/1.

DS de FA: 0.49 U/1.



CVI de FA: 13.6 %

Media de LDH: 34.35 u/l,

DS de LDH: 1.59 u/l.
CVI de LDH: 4.6 U/1.
Media de CPK: 110.78 U/1.
DS g CPR: 1.123 /).

de CPK: 1%

29 Coeficiente de variacion interensavo (CVIn):

Se mezclaron 5 homogenados arteriales de diferentes

sujetos. De esta mezcla se extra jeron 15 pequenas

cantidades v se lntrodujeron en 15 tubos de ensayo

diferentes.

El contenido de cada tubo de ensayo se analizd, uno
cada dia, durante 15 dias seguidos, determinando la
actividad de las 6 enzimas citadas.

Posteriormente se aplicod de nuevo la fdérmula anterior

a los resultados obtenidos:

CVIin = DS * 100 / Media.

a)- Media de 1 20.83 /1.,
DS de : 0.40 U/1.
CVIin de 1 19 %

b)- Media de : - 0.16 U/1.

DS  de GPT: 2.29 U/L.




CVIn  de GPT:

No eg vaiorable al tener la media yn

valor i ‘
negativo, es decir que no hay actividad de GPT

C)- Media de GGT: 3.5 u/sl.
DS de GGT: 0.54 U/1.
de GGT: 15 %

g¢ FA: 3.5 u/t.

de FA: 0.54 uU/l.

de FA: 15 %

de 33 ).

de 2 S EF Ul
de PoBoh %

de : 108.83 U/1.
de CPK: 2.04 U/1L.

de C : 1.8 %

La actividad enzimatica de los homogenados gse
determinéd en "Unidades de actividad enzimatica / litro"
definiéndose la "Unidad de actividad enzimatica " como la

cantidad de enzima que convierte o transforma un micromol

de sustrato en un mihuto y en condiciones estandarizadas.

Los reactivos utilizados en las determinaciones de las
enzimas GOT, GPT, GGT, FA, LDH vy CPK fueron de los
Laboratorios Boehringer-Mannheim; Automated Analysis for

BM / Hitachi, Sistems 704 y T705.
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1
Q La enzima GOT se determing 8egun el método de

Bergme
gmeyer H.U. (355) usando come substrato a-oxoglutarato

Y como tampon L-aspartato,

£

de tal forma que:
am
oxoglutarato + L-aspartato <<»> L-glutamato + oxaloacet
e

La longitud de onda

utilizada fue de 405 nanometros vy

la temperatura 370C.

20 La enzima GPT se estudis segun el método de

Bergmeyer H.U, v Horder M. {356) utilizando a-
oxoglutarato como substrato v L-alanina como tampon siendo
el fundamento del test el siguiente:

a-oxoglutarato + L-alanina <<>> L-glutamato + pyruvato.

Las longitudes de onda con las que se trabaijd fueron

de 376 y 340 nancometros v la temperatura 379C.

32 En cuanto a la enzima GGT se estudid segun el

método cinetico espectrofotometrico desarrollado

originalmente por Orlowski y Meister (357) y aplicado al
suero humano segun el método de Szasz (358).

La mezcla de la reaccidén, para un volumen final de 0.5

ml., contenia 100 m.moles/l. de Tris Buffer, pH 8.25; 2.29
m.moles/1. de L-gamma*glutamyl-3-carboxi-4-nitroani1ida
como substrato y 100 m.moles/l. de L-glicilglicina como

aceptor, siendo el fundamento del test el siguiente:



L-gamma-

glutami1-3~carboxi-4~nitroanilida

+ glicilglicina
223> - i

L-gamma-glutamil glicilglicina + S-amino-2-

nitrobenzcato.

En dicha reaccion se mide la velocidad de formacién de

nitroanilida a 660 Yy 415 nm. v a una temperatura de 37¢cC,

42 La enzima FA se estudidé segin el método de

Bessey, Lowry vy Brock (168) modificado por la Sociedad

Alemana de Bioquimica (359), en el que se utilizé como

substrato el p-nitrofenil fosfato (10 m.moles/l.) y comc

tampon la dietanolamina (10 m.moles/l.; pH 9.2) ¥y el ClaMg

0.5 m.molexn/]l.].
La longitud de onda con que se trabajé fue de 660 v

415 nm. v la temperatura de 379C., siendo el fundamento

del test el sigulente:
p-nitrofenilfosfato + H20 >>>> fosfato + p-nitrofenol.

50 La enzima LDH fue analizada siguienuo el
método de Bergmeyer (360) utilizando piruvato como
substrato segun la siguiente reaccion:

Piruvato + NADH + H* <<>> Lactato + NAD* .

Las longitudes de onda empleadas fuerv. de 376 y 340

nm. v la temperatura de 372C.




60 ilti
Por dltimo, en la determinacidn de la enzima
CPK i 3 :
se utilizdé el metodo de Szasz (361) actuand 1
o e

creatin-fosfato comc substrato y

cuyo fundamento es como
Sigue:

Creatin-fosfato + ADP <<>> Creatina + ATP.

Glucosa + ATP <<>>HK Glucosa-6-p + ADP.

Glucosa-6-p + NADP* <<>>G6PDH Gluconato-6-p + NADPH + H*

Las longitudes de onda fueron 176 ¥y 340 nm. ¥

temperatura 370C.
V-2-3 DETERMINACION DE PROTEINAS.

Las proteinas se valoraron segun el método Bradford
(Laboratorios PRio-Rad) + como estandar se utilizé la
seroalbumina bovina cristalizada (1.46 mgr./ml. ).

El "Bio-Rad Protein Assay' se basa en el cambio de
color de una tincilon en respuesta a varias concentraciones
de proteina, siendo la absorbancia del complejo proteinico
relativamente estable.

El Bio-Rad se basa, por lo tanto, en la observacion de
que la absorbancia méaxima de una solucidén dcida de
"Coomassie Brilliant Blue G-250" pasa desde 465 nm. a 595
nm. cuando se une a proteinas,

La composicién del Bio-Rad es "4cido fosférico ¥

metanol"”.




-y

Una vegz .

ue "uni
q se unidades de actividad

determinaron la

eNZimatica por litre"

de los homogenados arterial y venoso

Se guardaron éstos en congelador a -210C. ¥ antes de uyp
mes ge realizaron las Sigulentes determinaciones y
OPeraciones a fin de poder hallar el resultado de

actividad enzimatica en

"unidades Por gramo de proteina":

l8 Preparacidén.
Se toman 6 tubos de ensayo en donde se introducen las

Sl1gulentes sustancias v cantidades exactas:

Alb. estandar H20 destil.

50 mierslit,
10 microlit, 10
20 b 30
25 ; 25

10

El Bio-Rad debe prepararse a razdon de una parte del
mismo y cuatro de H20 destilada, siendo de esta mezcla de
donde se extraen 2.5 cc. para introducirlos en cada uno de

los seis tubos de ensayo.
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28 Curva de calibracidn,

Debe hacerse hallando ]ga absorbancia de] contenido de
los 6 tubos de ensayo anteriores, medida ep un
e€Spectrofotdmetro (Spectronic 710 de ]a casa "Bausch and
Lomb") calibrado a 595 nm. de longitud de onda y a 37¢C.

de temperatura. Las cifras de las absorbanciag deberain
estar proximas g una linea recta que una la del 1o y 6¢
tubo (en abscisas los tubos de ensayo v en ordenadas las

absorbanciasg de los mismos).

3a Posteriormente se introduce |a cantidad

necesaria de los homogenados problema en nuevns tubos de

ensayo, que contienen 2.5 ce. de Bio-Rad, hasta conseguir

que el color azulade que resulta se encuentre entre el

tono de los tubos de calibracion 2 y

J (normalmente son

250 microlitros).

Después se halla la absorbancia de cada uno de ellos
el espectrofotometro (Spectronic 710) calibrado a 595

de longitud de onda y a una temperatura de 370C.
V-2-4 DETERMINACION DE U. DE ENZIMA POR GR. DE PROTEINA.

12 Las lecturas de las absorbancias de 1los 6
tubos de ensayo necesarios para realizar la curva de
calibracidén se dividen por las cantidades siguientes (la

lectura del tubo 1 es 0):




Posteriormente se halla la media:

Xz+X3+X4+X5+Xs/5=M.

29 Después se dividen las absorbancias obtenidas

en los "tubos de ensayo problema" por M. (Absorb, /oM

X)l

30 S divide la cantidad resultante anterior (YX)

los microlitros del tubo de ensayo problema (de cada

de ellos) necesarios para varlar el tono azulado al

Seé encuentra entre los tubos 2 y 3 de calibracidn.
Este resultado se multiplica por 1000 obteniéndose "A"

en miligramos de proteina por litro.

49 Finalmente 3se dividen las U. de actividad
enzimatica por litro por "A" y el resultado se multiplica
por 1000 obteniéndose asi las "U. de actividad enzimatica
por gramo de proteina".

U. por 1. * 1000 / A = U. por gr. de proteina.




V-3 MATERIAL Y METODOS DE DETERMINACION DE

ISOENZIMAS LDR
Y CPK.

V-3-1 ISOENZIMAS DE LDH.

Se utilizé el método Paragon de Beckman de separaciodn

electroforetica de las isoenzimas LDH.

Las diferencias estructurales en las subunidades de

cada una de las 5 1soenzimas LDH producen diferentes

cargas superficiales. Esta diferencia es la base en la
separacion electrotforetica de las 5 l1soenzimas de LDH.
El principio de la electroforesis se basa en que las

\soenzimas, situadas en un campo eléctrico, migran hacia
uno de los polos eléctricos.

Después de la electroforesis, realizada en un gel de
egarcsa tamponado, se produce la deteccion de las

Lsoenzimas a traves de la sigulente reaccidn colorimétrica

quimica:

Lactato + NAD <<>>LD Pijruvato + NADH.

NADH + NBT »>>>»>PN5 NAD + NB-Formazan Color.

Los ingredientes reactivos son los siguientes:

- Gel LD: Agarosa; Buffer Bicina Aspartato Barbital;

Azida Sédica.




= Tampon Lp: 2—am1no—3—metil—1.3 Propanodio] ; Acido
DL—aspértico; Glicina; Sal sodica.

Substrato LD: L-lactato de Litio; NAD; NBT; PBM.

Agua desionizada.

Acido Acético Glacial.

=1 ALMACENAMIENTO, ESTABILIDAD Y

PREPARACION DE LOS
REACTIVOS.

Geles LD: Momentos antes de usarlos se extraen

culdadosamente de

su embala je, almacenandolos a

temperatura ambiente entre 18-26¢C.

= dampon LD, pH B.2! 5S¢ disuelve el contenido de un vial

de tampon en 1000 ml. de agua desionizada. Las muestras

con una actividad enzimatica de LD superiores a 1200 u/l.

(372C.) se deben diluir en tampon LD antes de ser

analizadas.

- Substrato LD: Se disuelve el contenido de un vial de
substrato LD en 2 ml. de tampdﬁ LD.

- Solucion de dcido acético: Se mezclan 2850 ml. de
agua desionizada con 150 ml. de "dcido acético glacial”

agi.ando fuertemente.




V=-3-1-2 CBTENCION DE MUESTRAS,

Se estudiaron lag isoenzimag LDH del

suero, arterias y
venas de J]gg

Pacientes arterioscleréticos (grupo control

Venoso) y varicosos (Brupe control arterial),

asi como de
venas de pacientes intervenidos de hernia.

El suerc era fresco pues ¢l estudio se realizaba antes

de que transcurriera una hora de la extraccidn. Esta se

realizaba con el paciente en ayunas y antes de ]a

intervencidén quirurgica. El macerado arterial y venoso se

Preparo como va ge explico anteriormente al estudiar la

obtencidén de enzimas de arterias v venas.
V-3-1-3. PROCEDIMIENTO ELECTROFORETICO.

12 Se llena cada compartimiento de la "cubeta de
electroforesis" con 45 ml. de tampon LD.

29 Se llenan dos depositos del "procesador de liquides
Paragon” con 300 ml. de solucién Acido acético 5% cada
uno.

3JQ Se retira el gel de su embalaje y se coloca sobre
una toalla de papel. Posteriormente se seca cuidadosamente
con un secante de gel.

49 Aplicacidén de la "plantilla".

a) Se extiende transversalmente la plantilla.

b) Se aplica la plantilla al gel de forma que las




ranura ) 2
S de la misma estén en contacto con la superficie

c) Se alisa cuidadosamente

la plantilla con un

dedo para asegurar el contacto.

4 : ;
52 Se aplican de 3 a 5 microlitros de muestra problema

a través de las ranuras de 1la plantilla Y se

espera 5
minutos para la difusién de la muestra.

62 Se seca cuidadosamente la plantilla.

72 Se coloca el gel en el puente de la cubeta,

alineando las posiciones "positivo (+) y negativo (=)" del

gel con las cor.':spondientes posiciones del puente.

80 Se coloca la cubeta en la "fuente de alimentacidn"

fijando la tensién a 100 voltios y se mantiene la
electroforesis durante 20 minutos.

90 Posteriormente se retira el gel de la cubeta
electroforesis y se coloca sobre la parte superior de
secante de gel para situarios ambos en la "unidad
incubacion Paragon" (459C.) durante 30 minutos.

102 Después de la 1incubacion se coloca el gel en
"solucion acido acético I" al 5% durante un minuto.

110 Se retira el gel del marco de geles.

120 Se colcca una toalla de papel en la base de la
prensa de secado y se pone el gel sobre ella con la
posicién de agarosa hacia arriba. Se coloca un secante de
geles, empapado en solucién dcido acético, sobre la

superficie del gel seguido por dos secantes. Se coloca el

peso sobre el conjunto y se presiona durante 3 minutos




Para secar e] gel.

130 se retira el

la prensa Y se desechan los

Secantes.

Después se coloca el gel en un marco de geles,

142 Se coloea el gel en "solucién dcido acético 1"

durante un minuto.

152 Retirar el gel de la solucién acido acético II. Se

seca el exceso de solucidén de 1la parte trasera del gel y

Se coloca en el secador Paragon hasta su secado total.

160 Finalmente se cuantifica el gel en un densitémetro

"Appraise de Beckman” a 600 nn. pudiendo ser calculado el

Porcentaje relativo de cada fraccion LDH.
V-3-1-4 VALORES ESPERADOS EN SUERO.

Los valores de referencia para el estuche de
1soenzimas LDH Paragén se calcularon a partir del valor
medio * 2 (x*SD) de los valores encontrados en una
poblacidon de 46 hombres v nmujeres adultos, aparentemente

sanos, en el sur de California.

Isoenzima LDH % de la actividad total.
LD: 17-31%
LD2 35-48%
LDa 15-29%
1.D4 3.8-9.4%

LDs 2.6-10%




V-3-1-5 LINEALIDAD Y SENSITIVIDAD.

La linealidad Y sensitividad fueron evaluadas por

medio de extracto de corazon humano. Estos estudios

muestran una linealidad

entre 8 U/1. y 600 U/l. (379c.)
por banda de LD, o de 50 U/l., a 1200

U/l. por muestra. La

sensitividad fue de ? U/1. en cada banda isoenzimética,

V-3-1-6 PRECISION.

Se obtuvieron coeficientes de variacion menores del 5%

en evaluaciones de precision entre geles, usando

repeticiones de un suero control en un solo gel.




V-3-2 ISOENZIMAS DE CPK.

V-3-2-1 METODOLOGIA.

Es igual a 1a anterior con la diferencia de que

después de la electroforesis se Produce la deteccién de

las isoenzimas a

traveés de la siguiente reaccion

fluorométrica especifica:

Creatin fosfato + ADP <¢<¢>>CK Creatina + ATP.

ATP + D-glueesa <<>>8k Glycaesa-6-fosfato ADP.

Glucosa-6-fosfato + NADP <¢>>CPD 6-fosfogluconato + NADPH.
El NADPH se forma en cada banda isoenzimatica.

Los ingredientes reactivos son los siguientes:

= Get  CEK: Agarosa; Buffer Tris Aspartato; Azida
sodica.

- Tampon CK: Acido sulfénico 3=-(N-morfolino)-2-
hidroxipropano; Sal séd...a del 4dcido sulfdénico 3-(N-
morfolino)-2-hidroxipropano.

- Substrato CK: Creatin fosfato; ADP; AMP; Diadenosin
pentafosfatc; Sal de magnesio; D-glucosa; NADP; NAC;
Hexoquinasa; Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GPD).

- Agua desionizada.
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V-3-2-2 ALMACENAHIENTO, ESTABILIDAD Y PREPARACION DE LOS

REACTIVOsS.

- Geles CK: Igual que los de LDH.

- Tampén CK:

Igual que el tampon LDH con ]a diferencia

que el pH es de 7.

- Substrato CK: Disolver el ccntenido de yn vial de

substrato CK en 2 ml. de agua desionizada.

V-3-2-3 OBTENCION DE MUESTRAS.

ES igual que la obtencion de muestras para el estudio

de isoenzimas LDH cen la diferencia de que las muestras

con una actividad enzimatica sup2rior a o0 Url. t3vee

deben diluirse con tampon CK antes de ser procesadas.

V-3-2-4 PROCEDIMIENTO ELECTROFORETICO.

Es 1gual que el de las isoenzimas LDH

sigulentes diferencias:

coe_ 0
i ] ' coloca en
la Se cierra la "unidad de incubacién” y se

el "incubador Paragén" (459C.) durante 20 minutos.

10 i e la
28 Después de la incubacidén se retira el secante d

i a
superficie del gel y se desecha. Posteriormente se coloc




