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Objeto de la memoria

La B-N-acetilhexosaminidasa (EC, 3.2.1.52) es una enzima lisosémica formada por
dos subunidades polipeptidicas de tipo a y B, capaz de hidrolizar glicoproteinas,
glicolipidos y glicosaminoglicanos. La Hex presenta una bien documentada
heterogeneidad enzimatica, que incluye tanto las verdaderas isoenzimas af (Hex A), BB
(Hex B) y aa (Hex C), como otras formas moleculares de origen post-traduccional, con un
distinto grado de sialilacion o diferente grado de maduracion de la molécula enzimatica.

El gangliésido GM2 es unicamente hidrolizado por la forma heterodimérica af
(isoenzima Hex A), de aqui que en un principio la casi exclusiva aplicacion clinica de la
determinacién de las isoenzimas de la Hex fuese el diagndstico bioquimico y la deteccion
de portadores heterocigotos de gangliosidosis GM2 (enfermedad de Tay-Sachs y
enfermedad de Sandhoff). Sin embargo, estudios posteriores pusieron de manifiesto su
interés en otras situaciones fisiopatoldgicas, hasta el punto de ser considerada una
prueba de laboratorio que podria tener una amplia aplicabilidad clinica.

La energia de activacion puede aportar datos de interés en relacién al estudio de la
heterogeneidad enzimatica. En el caso de la Hex, como se ha puesto de manifiesto en
trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, la energia de activacion aparente esta
directamente relacionada con las proporciones relativas de las isoenzimas Hex A y Hex B.
La presencia de una subunidad a en el heterodimero Hex A conduce a que su energia de
activaciéon (41.8 kJ/mol) sea significativamente mayor que la del homodimero Hex B (75.1
kd/mol), sin que los valores de esta variable termodinamica sean afectados por el grado
de sialilacién de la molécula enzimatica.

En el estudio realizado, y cuyos resultados se exponen en la presente Memoria para
optar al Grado de Doctor en Farmacia, se determind termodinamicamente el perfil
isoenzimatico de la Hex en distintos medios biolégicos (suero, plasma, orina, plasma
seminal, y lisados de plaquetas, leucocitos totales no fraccionados, y poblaciones de
leucocitos mononucleares y polimorfonucleares) de pacientes con diferentes procesos
fisiopatolégicos. Asimismo, y antes de exponer nuestros resultados personales, y como
introduccién y complemento de estos, se incluye una revision bibliografica de los datos
publicados sobre el estudio de la energia de activacion para distintas enzimas de interés

bioquimico-clinico.
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Introduccion

La energia de activacion como marcador

de heterogeneidad enzimatica

Desde un punto de vista termodinamico, la magnitud que determina si una reaccion
quimica puede tener lugar espontaneamente es el cambio de energia libre de Gibbs
(AG), que expresa la capacidad del sistema para realizar trabajo. Para que la
transformacién quimica de un substrato S en un producto de la reaccién P pueda tener
lugar de forma espontanea, AG (GP-GS) ha de ser negativo (reaccion exoergonica), es
decir que la energia libre asociada a P (GP) debe ser menor que la asociada a S (GS), y
su magnitud fija las concentraciones relativas de S y P cuando se alcanza el estado de
equilibrio.

Sin embargo, el que una reaccién quimica pueda tener lugar en base a criterios
termodinamicos no implica que pueda hacerlo a una velocidad apreciable. Segun la

teoria del estado de transicion, la transformacién de S en P tiene lugar a través de un

estado intermedio de transicion (S;&), en equilibrio con S y presentando una energia libre

mayor. La diferencia entre la energia libre de s y S es por tanto siempre positiva y se
denomina energia de activacion (Ea), y constituye una barrera energética para el
transcurso de la reaccién entre S y P. Sdlo las moléculas de S que posean un exceso de
energia suficiente como para salvar la barrera energética y llegar a S¢, pueden llegar a
formar el producto de reaccion P. Evidentemente, la proporcion de moléculas de S
capaces de cumplir este requerimiento es tanto menor cuanto mayor sea la Ea para la
reaccion considerada.

Estas variables termodinamicas que explican la direccion y extension de una
reaccion quimica, han de ser consideradas, incluso a nivel docente (1), al tratar de la
accion enzimatica en las distintas vias metabdlicas. Como cualquier catalizador, las
enzimas aceleran las reacciones quimicas disminuyendo la Ea asociada al estado de
transicion, existiendo por tanto un mayor numero de moléculas de S con una energia
suficiente que les permita salvar la barrera energética de S;Ey tenga lugar la reaccion para
formar P. Como las enzimas no modifican la naturaleza de P, la AG asociada a una
reaccion determinada es idéntica en presencia o ausencia de la enzima; asimismo, AG
determina la constante de equilibrio de la reaccion, y los sistemas enzimaticos

unicamente aumentan la velocidad con que se alcanza dicho equilibrio.
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De acuerdo con Arrhenius, la determinacién de la Ea aparente se basa en la
dependencia de la actividad enzimatica con la temperatura (2): In Kcat= -Ea/RT + In A= In
(U/L), donde Kcat es la constante de la reaccion catalizada por la enzima, Ea la energia de
activacion aparente (kJ/mol), R la constante de los gases (8.3143 x 10 kJ/mol x grado),
T la temperatura absoluta (°K) y A el factor de colision. En las condiciones usuales de las
reacciones enzimaticas Kcat puede ser sustituida por la actividad catalitica (U/L), y el
factor de colision se asume que es constante para el intervalo 293-313 °K. En la parte
lineal de la representacion de In actividad (U/L) frente al inverso de la temperatura (1/T)
puede calcularse la Ea aparente a partir de la pendiente b de la ecuacién determinada por
regresion lineal:

-Ea/RT= b/T; Ea=-8.13143 x 10 x b (kJ/mol).

La proporcionalidad entre la cantidad de enzima y su actividad catalitica es un
requisito necesario para la utilizacion de la actividad enzimatica como ayuda en el
diagndstico clinico. Esta proporcionalidad depende del pH, fuerza i6nica y temperatura del
medio de reaccion, presencia de activadores etc, por lo que estas variables deben ser
estandarizadas, pero ademas el factor de proporcionalidad depende también de la
estructura tridimensional de la molécula enzimatica, cuya alteracion puede conducir a su
inactivacion o incluso su desnaturalizacion irreversible. La proporcionalidad puede
también ser afectada por la participacidon simultanea de distintas isoenzimas con
diferentes actividades cataliticas especificas (actividad catalitica por unidad de masa de
proteina enzimatica). Como la frecuencia de colision entre las moléculas de S para que
tenga lugar la formacion de P puede considerarse constante, la cantidad (concentracion)
de enzima puede ser calculada a partir de la actividad catalitica y la Ea (3). Una elevada
Ea equivale a una baja actividad catalitica especifica, y la variacion de Ea tiene un efecto
mucho mayor sobre la actividad catalitica especifica que la variacion del factor de
frecuencia de colision (3).

Los estudios termodinamicos, preferentemente de la Ea, han mostrado su interés en
enzimologia, tanto desde un punto de vista practico como puramente académico. Hace
anos se concedio un gran interés al estudio termodinamico de reacciones enzimaticas
con vistas a una posible relacién con la adaptacién bioquimica de las especies a las
condiciones de temperatura (4, 5). Las enzimas de los animales ectotermos (de sangre
fria) son mas eficientes para reducir la barrera energética (menor Ea), que los sistemas

enzimaticos homologos de las aves y mamiferos (homeotermos), lo que podria ser debido
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a diferentes cambios conformacionales de la proteina durante la catalisis (4). Asimismo,
para distintas especies de peces se ha descrito una correlacion positiva significativa de
las Ea de una ATPasa miofribilar con las temperaturas del medio en que habitan, aunque
también podria sugerirse una explicacion no directamente relacionada con la evolucion
(5).

En el campo de la enzimologia clinica, la determinacién de la Ea de distintas
enzimas de utilidad diagnéstica ha aportado datos de indudable interés. A continuacién se
hace una sintesis de los datos bibliograficos previamente publicados sobre el tema.

Creatina-quinasa (CK, EC 2.7.3.2)

La CK es una enzima con localizacion mayoritariamente citosolica, presentando una
estructura dimérica compuesta por subunidades polipeptidicas B (cerebro) y M (musculo),
y habiéndose caracterizado las tres isoenzimas posibles: CKBB (predominante en
cerebro), CKMB (predominante en musculo cardiaco y esquelético), y CKMM
(predominante en musculo esquelético). Modificaciones post-traduccionales de la CK
conducen a una mayor heterogeneidad enzimatica con la existencia de tres isoformas de
la CKMM y dos de la CKMB. Las formas tisulares CKMM3 y CKMB2 son transformadas
después de su cesion a la circulacion por la N-carboxipeptidasa plasmatica formandose
las isoformas CKMM2, CKMM1 y CKMB1 respectivamente.

Los estudios de Hagelauer y cols (3, 6) pusieron de manifiesto un aumento de la Ea
para las distintas isoenzimas de la CK en el orden CKMM (49 kJ/mol), CKMB (58 kJ/mol)
y CKBB (62 kJ/mol), un orden isoenzimatico coincidente con el obtenido para su
termolabilidad (3). En mezclas de isoenzimas CKMM y CKBB se encontré una adecuada
concordancia entre los valores experimentales y los calculados para la Ea aparente (3), lo
que permitiria estimar la proporcion relativa de ambas isoenzimas en funcion de la Ea; sin
embargo, el asunto se complica al considerar la posible presencia en la mezcla de la
isoenzima CKMB con una Ea intermedia.

En el envejecimiento in vitro durante 72h a 37°C en una matriz sérica en condiciones
fisiolégicas de pH, las isoenzimas CKMM y CKMB, presentan una disminucion de su
actividad catalitica (inactivacion) acompanada de un aumento gradual de las Ea, sin que
se encontrasen cambios significativos para las concentraciones estimadas de ambas
isoenzimas (3). Consecuentemente, la inactivacion de la CK podria ser explicada por una
disminucién de la actividad catalitica especifica debida a la formacion de una mezcla de

formas enzimaticas intermedias mas o menos inactivas, y no de acuerdo con un proceso
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de todo o nada (3). Si asi fuese, moléculas enzimaticas normales activas podrian coexistir
con moléculas completamente inactivas, y dado que estas no contribuirian a la
transformacién del substrato y al incremento de velocidad temperatura-dependiente de la
reaccion, la Ea se mantendria constante.

En pacientes con infarto de miocardio la concentracion estimada de CK total
aumento inicialmente de forma paralela a la actividad catalitica, pero alcanzando el
maximo aproximadamente 24h mas tarde y disminuyendo después mas lentamente que
la actividad enzimatica (6). Asimismo, se encontré un aumento gradual de la Ea aparente
desde un valor aproximado de 51 kJ/mol inmediatamente después del infarto hasta 68
kd/mol tres dias después (6, 7), presentando un perfil coincidente con el obtenido en el
estudio de inactivacion por envejecimiento in vitro (6). El posible efecto de distintas
proporciones de isoenzima CKMB con respecto a la CK total sobre el valor de Ea
aparente es despreciable, debido a su pequefia actividad catalitica comparada con la de
la isoenzima CKMM, pudiendo establecerse que el aumento de Ea se deberia a
modificaciones de la subunidad M (7). La CKMM cedida al plasma seria la forma nativa
CKMM3 (49.8 kJ/mol), con la consiguiente transformacion en CKMM2 (60.3 kJ/mol) y
CKMM1 (67.5 kJ/mol) (7). La evolucién de la actividad sérica de CK en pacientes con
infarto miocardico, es el resultado del solapamiento de dos procesos: el escape de la
enzima al medio extracelular y su inactivacion en el compartimento plasmatico, existiendo
una correlacion entre la concentracion enzimatica y la actividad catalitica unicamente en
la fase inicial post-infarto (6).

Delanghe y cols (8), encontraron que durante las 4-72h post-infarto la actividad
especifica de la isoenzima CKMB disminuia desde 0.88 U/ug hasta 0.71 U/ug, al tiempo
que la Ea aumentaba desde 53.4 kdJ/mol hasta 66.5 kJ/mol. Este incremento de la Ea es
consistente con la desnaturalizacién de esta isoenzima después de su cesién al plasma,;
sin embargo, la disminucién de la actividad especifica es menor que la que podria
esperarse en funcion del aumento de Ea observado, sugiriendo que los cambios
conformacionales inducidos en la CKMB son multifactoriales (8).

Tanto en musculo cardiaco como esquelético la CK puede estar parcialmente
glicada con manosa, galactosa y N-acetil-glucosamina en su porcion glucidica, y residuos
terminales de acido sialico y sulfato. Como han demostrado Langlois y cols (9), las formas
glicadas de la CK sérica presentan una Ea significativamente mayor que las formas no

glicadas (105.6 kJ/mol vs 58.1 kJ/mol). Asimismo, la glicacion de la CK cardiaca y
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muscular esta asociada con un aumento de la Ea, existiendo una correlacion significativa
de la unidn relativa de la CK a las lectinas concanavalina A (r= 0.911) y Ricinus communis
(r= 0.912) con la Ea (9). La presencia de restos acido sialico y sulfato contribuyen a la
estabilidad de la molécula glicada de CK, y el tratamiento de las muestras con
neuraminidasa o sulfatasa conduce a una disminucion de la actividad catalitica CK, con
aumento de la Ea y de la union a la lectina Ricinus communis (9). De acuerdo con
Langlois y cols (9), la Ea de la CK sérica presentaria una disminucion transitoria en el
curso de las primeras 12 horas después de infarto miocardico o trauma muscular, que
corresponderia a la perdida de la porcidn glucidica de las formas enzimaticas tisulares
durante su transporte a la circulacion. A esta disminucion inicial de la Ea, seguiria un
progresivo aumento de la Ea en funcion del envejecimiento de CK, de acuerdo con el
concepto general de la desnaturalizacion de enzimas tisulares después de su cesion al
medio extracelular (3, 6).

Con el término de macroenzimas se denomina a formas enzimaticas séricas
presentando una masa molecular mucho mayor que la de la enzima correspondiente
normalmente encontrada tanto en condiciones fisiolégicas como fisiopatologicas (10, 11).
Estas formas macromoleculares pueden formarse por asociacion de la enzima con
inmunoglobulinas (generalmente IgG e IgA y s6lo ocasionalmente IgM), denominadas
macroenzimas tipo 1, o bien por asociacion con otros componentes séricos (lipidos,
fragmentos celulares...) o por polimerizacion de la propia molécula enzimatica,
denominadas macroenzimas tipo 2. Como estas formas son aclaradas mucho mas
lentamente que las correspondientes enzimas, se acumulan en plasma, con el resultado
de una aumentada actividad catalitica y una posible interpretacién diagnéstica errénea, lo
que concede un gran interés a la deteccidén y caracterizacion de macroenzimas en el
laboratorio clinico.

Se ha descrito la posible formacion de macroenzimas de la CK tanto de tipo 1 como
de tipo 2. La macro-CK tipo 1 es un complejo de la CK con inmunoglobulinas, mientras
que la mas infrecuente macro-CK tipo 2 es probablemente la forma oligomérica de la
enzima mitocondrial, y detectada en suero de pacientes con intensa degradacion tisular
por tumores (12). La prevalencia de una elevada actividad CK debida a macro-CK tipo 1
es de aproximadamente el 2%, habiéndose recomendado la introduccién de una prueba
para su deteccion sistematica, como puede ser la precipitacion con polietilen-glicol que es

relativamente especifica para la precipitacion de los complejos con inmunoglobulinas (12).
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Ambos tipos de macro-CK pueden ser evidenciados en suero humano mediante
cromatografia de exclusion, pero no diferenciados entre si. Stein y cols describieron un
procedimiento para diferenciar los tipos de macro-CK basado en sus diferentes Ea (13).
Para la macro-CK tipo 1 (CKBB-IgG) encontraron una Ea= 53 kJ/mol, un valor semejante
de la CKBB con una Ea= 58 kJ/mol. Para la macro-CK tipo 2 una Ea= 142 kJ/mol,
semejante a las obtenidas para la CK mitocondrial de corazén (142 kd/mol) y de musculo
esquelético (130 kd/mol). La comparacion de los resultados obtenidos en 22 sueros
normales, 31 macro-CK tipo 1 y 25 macro-CK tipo 2, permitié6 a estos autores concluir
que, tras obtener en la prueba de inactivacién térmica (20 min a 45°C) una actividad
catalitica residual >50%, una Ea <75 kJ/mol indicaria una macro-CK tipo 1, mientras una
Ea> 75 kJ/mol una macro-CK tipo 2 (13).

a-Amilasa (AMIL, EC 3.2.1.1)

La AMIL es una endoglucosidasa que forma parte de la secreciéon exocrina del
pancreas y glandulas salivales. Presenta dos isoenzimas la pancreatica (AMILP) y la
salival (AMILS), que son codificadas por dos genes distintos, si bien se pueden encontrar
diferentes formas moleculares para cada una de las dos isoenzimas, resultado de
modificaciones post-traduccionales (desaminaciones,glicosilaciones o desglicosilaciones).

Hafkenscheid y Hessels encontraron una considerable variacion para la Ea de la
AMIL sérica al utilizar distintos substratos, y sugirieron que a esta variabilidad podria
contribuir la proporcion relativa de las isoenzimas (14). En efecto, estos autores
encontraron en 12 sueros unos valores medios para las Ea de la AMIL total de 40.7
kd/mol, para la AMILP de 44.8 kJ/mol y para la AMILS de 38.1 kd/mol (14). Las Ea
obtenidas para las dos isoenzimas séricas son analogos a los valores encontrados para
esta variable termodinamica en las formas tisulares purificadas de AMILP (45.0 kJ/mol) y
AMILS (40.1 kd/mol) (15). El hecho de que no se encontrase una diferencia significativa
entre las Ea de las isoenzimas séricas y las formas purificadas, demuestra la buena
estabilidad de la AMIL en el compartimento plasmatico. Aunque la Ea de la AMILP es
significativamente mayor que la de AMILS, la magnitud de esta diferencia no parece que
pueda permitir la estimacién de la proporcidn relativa en suero de ambas isoenzimas.

Lactato-deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27)

La LDH es una oxidoreductasa localizada en la fraccion citosolica de practicamente
todos los tejidos del organismo. La molécula de la LDH es un tetramero de 4 cadenas

polipeptidicas de tipo H (corazén) y M (musculo), lo que conduce a la existencia de 5
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isoenzimas LDH1 (HHHH), LDH2 (HHHM), LDH3 (HHMM), LDH4 (HMMM) y LDH5
(MMMM). La LDH1 y LDH2 son predominantes en musculo cardiaco, rindn y eritrocitos y
la LDH5 en higado y musculo esquelético, presentando otros 6rganos y tejidos
distribuciones isoenzimaticas intermedias.

Los resultados de Buhl y cols (16) evidencian una distinta Ea para las isoenzimas
LDH1 y LDH5, sin embargo, en nuestro conocimiento, este hecho no ha sido aun utilizado
como marcador de la heterogeneidad enzimatica de la LDH sérica en condiciones
fisiopatoldgicas en que interese discriminar el predominio del homotetramero HHHH 6 del
MMMM.

Aspartato-aminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1)

La AST es una enzima ampliamente distribuida en los distintos tejidos del
organismo, siendo particularmente abundante en higado, musculo esquelético y cardiaco.
Presenta dos isoenzimas, una de localizacion citosolica (ASTcit) que es mayoritaria en
suero, y otra mitocondrial (ASTmit), cuyo aumento en suero indica un dafo
parenquimatoso severo.

En su clasico estudio Rej y Vanderlinde (17) pusieron de manifiesto que las
isoenzimas humanas purificadas ASTcit y ASTmit presentan igual Ea (52.3 kJ/mol), un
valor analogo al de la AST sérica (50.6 kJ/mol), sin que la adicién de piridoxal fosfato al
medio de reaccion tenga efecto sobre los diagramas de Arrhenius obtenidos para la AST
sérica y sus isoenzimas purificadas. Estos resultados imposibilitan la utilizacion de la Ea
para el estudio de la composicidn isoenzimatica de la AST. Se ha descrito la posible
presencia en suero de complejos macromoleculares de la AST con inmunoglobulinas
(macroenzimas tipo 1); sin embargo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos para la
macro-CK tipo 1 (13), no parece tampoco probable que la determinacién de la Ea tenga
un interés practico para la deteccion de macro-AST.

Fosfatasa alcalina (FAL, EC 3.1.3.1)

La FAL, como la gamma-glutamiltransferasa, 5’-nucleotidasa y alanino
aminopeptidasa (impropiamente denominadas de forma colectiva “enzimas de tracto
biliar”), esta ligada por anclajes hidrofébicos a las membranas plasmaticas celulares. La
FAL constituye una familia de numerosas formas enzimaticas, algunas de ellas
verdaderas isoenzimas codificadas por genes distintos, mientras otras son el resultado de
muy diferentes modificaciones post-traduccionales que conducen a una gran variedad de

isoformas. Las formas de origen intestinal y placentario son dos verdaderas isoenzimas,
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mientras la FAL de origen hepatico, biliar, 6seo y renal son isoformas derivadas de una
sola isoenzima.

Copeland y cols (18) encontraron unas diferencias muy discretas entre las Ea de la
FAL sérica de 29 pacientes y las isoenzimas purificadas de higado, intestino y placenta.
Por su parte, Langlois y cols (19), en un estudio sobre la heterogeneidad post-
traduccional de la FAL 6sea en suero, encontraron una correlacion significativa de la
actividad especifica (U/ug proteina- enzimatica) con la actividad sérica (U/L) en grupos de
controles (n= 14, r= 0.832), pacientes con osteoporosis (n= 26, r= 0.761) y pacientes con
hipertiroidismo (n= 78, r= 0.572), lo que sugiere una dependencia de la actividad
enzimatica especifica con el grado del recambio metabdlico éseo. Asimismo, la Ea en el
grupo control (37.7 kd/mol) fue significativamente menor que en los grupos de pacientes
con osteoporosis (63.3 kd/mol) o con hipertiroidismo (58.5 kJ/mol). En individuos
clinicamente sanos, la eliminacion de los residuos de acido sialico de la molécula
enzimatica mediante incubacién con neuraminidasa, condujo a un aumento gradual de la
Ea desde 38.0 kJ/mol a valores de 57.0 kd/mol, 66.1 kJ/mol y 75.3 kdJ/mol después de 1h,
2h y 3h de incubacion respectivamente (19). Estos resultados sugieren la existencia de
una heterogeneidad de la forma Osea de la FAL (¢distinto grado sialilacion?) en
enfermedades del metabolismo 6seo, que se traduce en una menor calidad catalitica de
la enzima, con una menor actividad enzimatica especifica y un aumento de la Ea.

Gamma-glutamiltransferasa (GGT, EC 2.3.2.2)

La GGT, es una enzima ligada a membranas y presente en muchos 6rganos, sin
embargo, se considera que su actividad sérica es mayoritariamente de origen hepatico.
Aunque no se han caracterizado verdaderas isoenzimas genéticamente determinadas
para la GGT, ésta presenta una gran heterogeneidad enzimatica, con numerosas
isoformas resultado de variaciones en la porcion glucidica de la molécula, o la formacion
de formas macromoleculares por unién a lipoproteinas, e incluso a fragmentos de
membranas celulares.

Aunque se han descrito aumentadas concentraciones séricas de asialoglicoproteinas
en pacientes con enfermedad hepatica, los cambios de la union de la GGT a distintas
lectinas sugieren una activa hiperglicosilacion de la molécula enzimatica (20, 21).
Delanghe y cols (20, 21) encontraron un aumento significativo de la Ea de la GGT sérica
en distintas enfermedades hepaticas (exceptuando obstruccidn extra-hepatica) en

relacion a un grupo clinicamente sano, sin que existiese una correlacion significativa de la
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Ea con la actividad enzimatica. Sin embargo, el solapamiento de la Ea entre los distintos
grupos de pacientes no permite su utilizacion en el diagndstico diferencial. Los valores
encontrados en individuos sanos fueron analogos a los de la GGT de distintos tejidos. El
tratamiento de las muestras patolégicas con neuraminidasa para eliminar los restos
terminales de acido sialico de la molécula GGT condujo a una disminucién de la Ea.
Asimismo, las formas enzimaticas separadas por cromatografia de afinidad ricas en acido
sialico presentaron una Ea sinificativamente mayor que las formas pobres en acido sialico
(20). Estos resultados ponen en evidencia la influencia de la cantidad de acido sialico
unido a la molécula de GGT sobre su Ea, posiblemente modificando la conformacion de
su centro activo. Los restos terminales de fucosa, galactosa y N-acetil-glucosamina tienen
un mucho menor efecto sobre la Ea (20, 21).

5’-Nucleotidasa (5'NU, EC 3.1.3.5)

La 5NU, es también una enzima localizada en las membranas citoplasmicas
celulares y ampliamente distribuida en el organismo, aunque su actividad sérica se
considera mayoritariamente de origen hepatico. La heterogeneidad de la 5°'NU resulta de
la union de la enzima a lipoproteinas y a fragmentos de membranas plasmaticas, y a la
variabilidad de su porcion glucidica, no presentando verdaderos isoenzimas.

Utilizando distintos substratos se obtuvieron diferentes valores para la Ea de la 5’'NU
(22), de acuerdo con resultados obtenidos para otras enzimas (14, 18). En enfermedades
hepatobiliares se ha descrito un aumento de la sialilacion de la 5'NU sérica, que tendria
como resultado un menor aclaramiento de la enzima por los receptores hepatocitarios
(22). En un grupo de pacientes con enfermedad hepatica los valores obtenidos para la Ea
de la S5'NU sérica utilizando inosina-5"-monofosfato como substrato, son
significativamente mayores que en individuos sanos (67.8 kd/mol vs 59.2 kd/mol), y el
tratamiento con neuraminidasa de las muestras produjo una disminucion de la Ea hasta
63.6 kd/mol (p< 0.001) y 56.7 kJ/mol (NS) respectivamente (22). Estos resultados
confirman un aumento del grado de sialilacién de la molécula de 5'NU en pacientes con
enfermedad hepatica, Sin embargo, la Ea obtenida después del tratamiento de las
muestras patoldgicas con neuraminidasa, fue significativamente mayor que la de los
controles (p< 0.02), lo que sugiere que esta variable termodinamica esta condicionada por

otros factores ademas del contenido de acido sialico de la molécula enzimatica (22).
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Alanino aminopeptidasa (AAP, EC 3.4.11.2)

La AAP es una enzima ligada a membranas con una amplia especificidad de
substrato, y aun frecuentemente denominada leucina amino peptidasa, que es realmente
otra aminopeptidasa de localizacion citosolica (LAP, 3.4.11.1). Como se indico
anteriormente, la FAL, GGT, 5'NU y AAP, constituye un grupo de enzimas membranarias
(impropiamente denominadas “enzimas de tracto biliar’), que presentan un
comportamiento similar en el curso de la enfermedad hepatica y alcanzan sus mayores
actividades séricas en casos de colestasis intra y extra-hepatica. La heterogeneidad
enzimatica de la AAP es debida a distintas modificaciones post-traduccionales de su
molécula. La forma nativa anfifilica de la AAP puede pasar al plasma, especialmente en
condiciones de colestasis, formando complejos de alta masa molecular con lipoproteinas
o con fragmentos de membranas.

En un grupo de pacientes con enfermedad hepatobiliar la Ea de la AAP sérica fue
significativamente mayor que en el grupo control (62.1 kd/mol vs 55.7 kd/mol) (23). El
tratamiento de las muestras con neuraminidasa o triton X-100 no produjo una variacion
significativa de la Ea, lo que indica que el grado de sialilaciéon, o la formacién de
agregados de alta masa molecular (que serian disociados por el detergente) no afectan a
la Ea de la AAP (23). Asimismo, la incubacion durante 9 dias a 37°C y pH= 7.3 de un pool
de sueros de pacientes con distintas enfermedades hepatobiliares, no produjo una
variacion significativa de la actividad enzimatica (CV= 0.98%) o la Ea (CV= 1.10%) de la
AAP (23). Estos resultados demuestran la buena estabilidad de esta enzima en el medio
extracelular, y descartan el posible incremento su Ea en la enfermedad hepatobiliar
debido a un envejecimiento de las isoformas AAP, que podrian presentar un aclaramiento
disminuido.

Por accion de la papaina, eliminando la parte hidrofébica de la molécula anfifilica
nativa de la AAP, la forma enzimatica solubilizada tiene un caracter hidrofilico, igual que
la isoforma “normal” sérica presente en individuos sanos. En pacientes con enfermedad
hepatobiliar, isoformas hidrofilicas mas o menos proteolizadas pueden coexistir con los
agregados de alta masa molecular de la forma anfifilica. El tratamiento con papaina de las
muestras de pacientes condujo a una progresiva disminucién de la Ea de AAP,
alcanzando al cabo de 8h de incubacion valores analogos a los encontrados en individuos

sanos (23). Estos resultados sugieren que la mayor Ea de la AAP sérica en pacientes
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con enfermedad hepatobiliar, se deberia a la presencia de la forma nativa anfifilica,
mientras en individuos sanos la forma enzimatica circulante seria la hidrofilica.

En el grupo de pacientes se encontrd una correlacion negativa significativa de la Ea
con la actividad AAP (r= -0.395, p< 0.05). Este hecho podria deberse a la presencia en
estos casos de formas hidrofilicas altamente proteolizadas, generadas por la accion de
proteasas hepaticas sobre la AAP nativa en un proceso intracelular, cuyo nivel sérico
estaria relacionado con la actividad total AAP.

En un grupo de pacientes con enfermedad hepatica (n= 30) se obtuvieron elevados
coeficientes de correlacion entre las actividades séricas de FAL (previa exclusion de la
forma ésea), GGT, 5’NU y AAP (p< 0.001). Asimismo, se encontraron correlaciones
significativas entre las Ea de FAL y GGT (r= 0.472, p< 0.005), y GGT y 5'NU (r= 0.613, p<
0.001) (23). La elevada significacion de la correlacion entre las Ea de GGT y 5’NU es
esperable, teniendo en cuenta el analogo efecto del grado de sialilaciéon de la molécula
sobre la Ea de ambas enzimas previamente descrito. En el caso de la FAL, en nuestro
conocimiento, no se ha estudiado aun el posible efecto de la sialilacion sobre la Ea de la
forma hepatica, pero su correlacién con la de GGT fue asimismo significativa, lo que
permite suponer que podria tenerlo. Con respecto a la AAP, el factor determinante de su
Ea parece ser la protedlisis parcial de la molécula, lo que justifica su falta de correlacién
significativa con las de GGT y 5'NU, a pesar de sus semejanzas bioquimico-estructurales
y de localizacion subcelular.

B-N-acetilhexosaminidasa (Hex, EC 3.2.1.52)

La Hex es una enzima lisosomica compuesta de dos cadenas polipeptidicas
denominadas subunidades a y B, codificadas por dos genes diferentes. Las dos
isoenzimas principales son el heterodimero af3 (isoenzima Hex A) y el homodimero 33
(isoenzima Hex B), mientras el homodimero aa (isoenzima Hex S) es inestable y tiene
generalmente una muy limitada actividad catalitica. Otras formas enzimaticas como la
Hex P, cuya actividad sérica aumenta en el embarazo y en la enfermedad hepatica, y las
denominadas formas intermedias (Hex |) derivan de la isoenzima Hex B (BfB), por
modificaciones post-traduccionales.

En la Figura 1 se indican los resultados obtenidos por el fraccionamiento
cromatografico en DEAE-celulosa de las formas maduras de la Hex en un lisado celular,
utilizando como substrato un derivado fluorogénico de la metil-umbeliferona neutro, que

es hidrolizado por las isoenzimas Hex A y Hex B, y negativo (sulfatado), especifico de la
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subunidad a, y por tanto hidrolizado por la isoenzima Hex A pero no por Hex B e
isoformas derivadas (Hex P y Hex |). Sin embargo, la termolabilidad de la isoenzima Hex
A, significativamente mayor que la de Hex B, es mas ampliamente utilizada para la

determinacién de la composicion isoenzimatica de la Hex.

Hex B Hex | Hex A

a
o

N
o

NaCl (nmoliL)

Actividad catalitica (nKat/L)

Volumen eluido (mL)

Figura 1. Fraccionamiento cromatografico en DEAE-celulosa de las formas maduras de la
Hex en un lisado de fibroblastos, utilizando como substrato 4-metilumbeliferil-2-

acetamido-2-deoxi-B-D-glucopiranésido (®) y 4-metilumbeliferil-2-acetamido-2-
deoxi-B-D-glucopiranésido-6-sulfato (©). [Ver pagina 68].

En el estudio de la Ea aparente de la Hex sérica, utilizando como substrato el 3,3'-
diclorofenolsulfonftaleinil-N-acetil-3-D-glucosaminido, se encontr6 una correlacion
altamente significativa de esta variable termodinamica con la proporcidn relativa de
isoenzima B (r= 0.957, p< 0.001), con una ecuacién de regresion Hex B (%)= 3.0 Ea-
125.3. Asignando al porcentaje de Hex B los valores de 0 y 100 se obtiene un valor
estimado para la Ea de Hex A de 41.8 kJ/mol y para la Ea de Hex B de 75.1 kJ/mol,
presentando entre si una diferencia altamente significativa (24). El valor estimado para la
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Ea de la isoenzima Hex B es igual al obtenido para la forma Hex P purificada de placenta
humana, cuya desialilacién con neuraminidasa no condujo a un cambio significativo de la
Ea o de la actividad catalitica. Asimismo, en distintos sueros de pacientes en los que se
habia inactivado térmicamente la isoenzima Hex A, se obtuvo un valor medio para la Ea
aparente de 75.2 kd/mol, sin que el tratamiento con neuraminidasa produjese un cambio
significativo de esta variable. Para la isoenzima Hex A purificada de placenta se obtuvo
una Ea de 54.4 kJ/mol, significativamente mayor que el valor estimado mediante la
ecuacion de regresion antes indicada (41.8 kd/mol). Esto puede explicarse teniendo en
cuenta la conversion espontanea parcial de la Hex A tisular purificada en Hex B, por
reordenamiento de las subunidades a y 3, un hecho ampliamente documentado y que se
confirmd electroforéticamente (24).

El hecho de que la Ea de la Hex B sea mucho mayor que la de la Hex A, que se
deberia a la presencia en esta isoenzima de la subunidad a cuyo centro catalitico es
distinto al de la Hex B, posibilitaba la determinacion termodinamica de la composicion
isoenzimatica de la Hex en distintos medios bioldgicos, tales como suero/plasma, orina, y
lisados celulares. En este sentido, el que la desialilacién de la Hex con neuraminidasa no
produjese un cambio significativo de la Ea aparente, es de vital importancia ya que la
unica diferencia entre la isoenzima Hex B y la forma Hex P, es que esta presenta un
mayor contenido de restos de acido sialico en su molécula, y por tanto una Ea igual a la
de Hex B. Las denominadas formas intermedias (Hex 1), con distintos grados de
sialilacion, presentarian Ea analogas a la de la isoenzima de que deriven
(mayoritariamente Hex B).

El célculo de la Ea de la Hex permitié la determinacién simple y precisa de su
composicién isoenzimatica en muestras de suero/plasma, siendo los resultados muy
concordantes con los obtenidos por inactivacion térmica, o utilizando los substratos
fluorogénicos derivados de la 4-metil-umbeliferona neutro (actividad total) y sulfatado
(actividad isoenzima Hex A) (24).

Sin embargo, algunos metabolitos urinarios de baja masa molecular producen una
interferencia positiva en la determinacion de la Ea de la Hex, y consecuentemente en la
proporcion de isoenzima Hex B, lo que obligaba a una eliminacion previa de estos
metabolitos mediante membranas de permeabilidad selectiva para la aplicacién del
método a la determinacién de las isoenzimas de la Hex en orina (24). En un estudio

posterior se caracterizd a la urea como el unico metabolito urinario capaz de interferir en
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la determinacion de la Ea de la Hex (25). Con la finalidad de eliminar esta interferencia,
en una primera etapa se intentd hacer un pretratamiento de las muestras de orina con
ureasa, pero desgraciadamente las preparados purificados comerciales de esta enzima
utilizados presentaron una elevada contaminacién con Hex.

La adicion de urea a distintas muestras de orina, en las que previamente se habian
eliminado los componentes de baja masa molecular (<7.5 kDa), condujo a un incremento
lineal de la Ea de la Hex con la concentracion de urea adicionada de acuerdo con
ecuaciones de regresion del tipo: Ea= bU+Ea,, en donde U es la concentracion de urea
(g/L) y Ea, corresponde a la Ea en ausencia de urea. A medida que Ea, (y también la
proporcion relativa de Hex B) aumenta, las pendiente de las ecuaciones de regresion (b)
disminuyen gradualmente (25), existiendo una correlacién negativa altamente significativa
entre ambas variables (r=-0.960, p< 0.001). A partir de estos éstos resultados, es posible
deducir una expresiéon matematica que permite el calculo de la Ea en ausencia de urea
(Eao) en funcion de la Ea obtenida para una muestra particular de orina: Ea,= Ea-(78.0-
Ea/100.0-U)U. El valor estimado de Ea, puede ser utilizado para la determinacién de la
proporcion relativa de isoenzima Hex B urinaria, sin necesidad de eliminar la urea de las
muestras, con una buena concordancia con los resultados obtenidos por fraccionamiento

electroforético (25).
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Material y métodos

En la determinacién de la actividad de enzimas hidroliticas como la Hex los
substratos fisiologicos naturales, generalmente macromoléculas, son poco utilizados. En
cuanto a los substratos sintéticos fluorogénicos derivados de la 4-metilumbeliferona
gozan de gran popularidad en razén de su alta sensibilidad; sin embargo, requieren una
instrumentacion adecuada y una rigurosa metodica operativa, siendo ademas muy
problematica una adecuada estandarizacion interlaboratorios. Es por estas razones que
en los ultimos afos, se ha sintetizado un numero considerable de substratos que
permiten la determinacion colorimétrica de la Hex (1, 2). La utilizacion de estos substratos
requiere en general, tras la reaccién de hidrélisis enzimatica a pH acido, una
alcalinizacion (pH> 9.0) para la obtencion de un cromoforo coloreado que absorba a una
longitud de onda conveniente. Evidentemente, para su adaptacion a los modernos
sistemas analiticos automaticos, estos métodos discontinuos (punto final) presentarian
ciertas desventajas con respecto a los métodos continuos (cinéticos) para la
determinacion de la Hex (3).

En 1988, Noto y cols sintetizaron la sal disédica del 3,3 -diclorofenolsulfonftaleinil-
N-acetil-B-D-glucosaminido (CPR-NAG) proponiéndolo como un substrato adecuado para
la determinacion de la Hex en orina (4). El CPR-NAG es hidrolizado por la Hex con
liberacion del aglicdn (rojo de clorofenol, CPR), tal como se indica en la Figura 1, que
presenta un maximo de absorcion a 575 nm. En la técnica analitica, la reaccién
enzimatica se conduce a pH= 6.25, un valor intermedio entre el pH 6ptimo y el pH de

maxima absorcion del cromoforo (5).
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Figura 1. Hidrélisis del CPR-NAG por accién de la RB-N-acetilhexosaminidasa dando
lugar al croméforo coloreado rojo de clorofenol (CPR).
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El estudio de la energia de activacion aparente ha aportado datos de interés en
relacion a la heterogeneidad de distintos sistemas enzimaticos (5-13). En el caso de la
Hex, esta variable termodinamica, utilizando el substrato CPR-NAG, esta directamente
relacionado con las proporciones relativas de las isoenzimas Hex A y Hex B como han
puesto de manifiesto trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio (12). La
presencia de una subunidad o en el heterodimero (o) de Hex A hace que su energia de
activacion (Ea= 41.8 kd/mol) sea significativamente menor que la del homodimero (Bp) de
Hex B (Ea= 75.1 kdJ/mol) (12, 13) sin que afecte el grado de sialilacion de la molécula
enzimatica (12).

Se utilizaron viales de reactivo proporcionados por Shionogi and Co. Ltd. (Chuo-Ku,
Osaka, Japdn), adicionando al liofilizado 8.2 mL de agua destilada para la adaptacion de
la técnica manual al analizador centrifugo Cobas Bio (Roche Diagnostics, Basilea,
Suiza). En estas condiciones, la concentracion de CPR-NAG es de 3.9 mmol/L, bérax 6.7
mmol/L en tampon citrato 67 mmol/L, pH 6.25. El analizador centrifugo Cobas Bio fue
programado como se indica: Actividad (U/L); calculation factor (su valor depende del tipo
de muestra bioldgica); type of analisis, 2; wavelength, 575nm; simple volume, 10ul;
diluent volume, 50ul; reagent volume, 150ul; incubation time, 0 sec; time of first reading,
300 sec; time interval, 30 sec; number of readings, 10; blanking mode, 1; printout mode,
2. En esta programacion del analizador se incluye un blanco de reactivo en todas las
series para corregir el efecto de una posible hidrélisis espontanea del substrato.

Al aumentar la concentracién de albumina se produce un efecto de inhibicién gradual

(de tipo no competitivo) sobre la actividad de la -N-acetilhexosaminidasa en la formacion
del cromoforo tal y como se describe en un trabajo previo (11). Consecuentemente se hace
necesario la aplicacién de un distinto factor de calculo para la determinacion de la actividad
enzimatica de B-N-acetilhexosaminidasa en funcion de la concentracion de albumina
existente en el fluido biologico utilizado. En el analisis de orina, saliva, liquido
cefalorraquideo, plasma seminal, y lisados de leucocitos o plaquetas, el factor de calculo
utilizado en la programacion del analizador fue de 863, mientras que en muestras de suero
o plasma el factor de calculo utilizado fue de 1029 (863x1.1923). El establecimiento de
dichos factores de calculo se realizé a partir de la actividad obtenida para el Stand NAG®
control (Shionogi and Co.) reconstituido con 1mL de agua destilada o de disolucién de
albumina bovina (Ektachem Solution Bovine Serum Albumin®) (BSA) (Johnson and

Johnson Clinical Diagnostics) cuya concentracion era de 4.5 g/dL, que produce una
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inhibicién aproximada del 16% (actividad residual del 84 %). Esta aproximacion
evidentemente introduce cierta inexactitud, que para concentraciones de albumina en el
intervalo de referencia podria alcanzar un maximo error del 2.5 %. En 35 muestras de
suero de pacientes con distintas enfermedades hepaticas, presentando una concentraciéon
media de albumina de 3.6 g/dL (rango 1.8- 5.1 g/dL), las actividades obtenidas para la Hex
utilizando el factor de calculo general de 1029 presentaron una correlacién altamente
significativa con las actividades corregidas individualmente de acuerdo con la
concentracion de albumina de las muestras (r= 0.997; S,,= 0.45 U/L), sin que existiese una
diferencia significativa entre las medias (11.4 U/L vs 11.0 U/L) (11).

La determinacién de las actividades enzimaticas se hizo por duplicado a 25, 30, 35y
37°C y la pendiente de Arrhenius y las energias de activacion aparentes fueron calculadas
de acuerdo con Rej y Vanderlide (14). Tanto el espectrofotometro como el control de la
temperatura en el analizador fueron revisados peridodicamente por el servicio técnico de
Roche Diagnostics.

En fluidos biologicos que tienen una baja actividad enzimatica, como liquido
cefalorraquideo, es conveniente incrementar el volumen de muestra programado en el
analizador hasta 40 uL para lograr que la energia de activacion pueda ser determinada de
forma mas precisa y en conformidad con las proporciones de Hex A y Hex B, evitando de
esta forma la concentracion previa de las muestras. El aumento del volumen de muestra no
produce modificaciones significativas en la energia de activacion obtenidas para muestras
de suero, LCR, lisados leucocitarios y plaquetarios. Por el contrario cuando el volumen se
incrementd en muestras de orina, se obtuvo un aumento significativo de la energia de
activacion de Hex. Con la eliminacion de los componentes urinarios de baja masa
molecular a través de una membrana de permeabilidad selectiva Centricom YM-30
(Millipore Corporation U.S.) las energias de activacion obtenidas son menores que las
encontradas en las correspondientes muestras de orina nativa, siendo esta diferencia
proporcional a la concentracion de urea en las muestras. La concentracion de estos
metabolitos enddgenos en la mezcla de reaccidon parece tener un efecto significativo en el
aumento de la energia de activaciéon de Hex. Una vez que los componentes urinarios de
bajo peso molecular son eliminados por filtracion selectiva, el valor de la energia de
activaciéon de Hex no se modifica significativamente cuando se incrementa el volumen de

muestra. Para la determinacion de la Hex y sus isoenzimas en orina sin necesidad de
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eliminar los compuestos enddégenos de baja masa molecular se ha puesto a punto un
procedimiento altamente reproducible (15).

El tratamiento estadistico de los datos se realizé con el programa SPSS (SPSS Inc;
Chicago, USA). Para comprobar el ajuste de los datos muestrales a la distribucion
gaussiana se utilizaron los coeficientes de sesgo y curtosis, la prueba de Shapiro-wilk o el
test de Kolmogorov-Smirnov en funcién del tamafio muestral. Para realizar estudios de
comparaciéon de medias, analisis de la varianza y analisis de regresion y correlacion, se
utilizaron pruebas estadisticas paramétricas, pero cuando se incumplié alguna de las
condiciones de aplicabilidad, que resultd ser la mayoria de las veces, se emplearon test no
paramétricos (16). Asi, al comparar dos muestras o series de datos para investigar la
superponibilidad de valores, se utilizé el test t-student cuando las variables se ajustaban a
la normalidad, y en el caso contrario se aplicaron la prueba de rangos de signos de
Wilcoxon para datos apareados o la U de Mann-Whitney para muestras independientes. El
nivel de significacion estadistica fue aceptado con valores de p< 0.05.

La naturaleza e intensidad de la relacion y asociacion entre variables se estudié por
medio del analisis de regresion y correlacion. El coeficiente de correlacion de Pearson se
aplicé sélo si las distribuciones eran normales; pero en la mayoria de los casos se
obtuvieron distribuciones no gausianas, por lo que se utilizé el coeficiente de correlacion
de Spearman. En alguna situacién se usé la correlacion parcial cuando se pretendio
desenmascarar la existencia de relaciones espureas, asi como identificar variables
intervinientes y detectar relaciones ocultas. EI método de regresién utilizado cuando
ambas variables se ajustaron a la distribucién normal y sélo una estaba sujeta a error
aleatorio fue la regresion lineal simple, ajustandose en la recta por el método de minimos
cuadrados. En la situacion mas frecuente con ausencia de normalidad y con ambas

variable sujetas a error aleatorio se utilizé el método de Passing-Bablok (17 - 20).
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Resultados y discusion

l. Factores de conversidon de temperatura y composicién

isoenzimatica de la B-N-acetilhexosaminidasa*

Distintos autores han mostrado el interés de la determinacion de la actividad de Hex
en diferentes situaciones fisiopatoldgicas; interés que aumentaria mediante el estudio de
su composicion isoenzimatica (1-8). Como se indicé anteriormente se ha desarrollado un
meétodo termodinamico que permite la determinacion de las isoenzimas de la Hex en
distintos medios bioldgicos (9, 10). El procedimiento analitico, implica la determinacion
por duplicado de la actividad de la Hex a cuatro temperaturas (25, 30, 35y 37 °C), lo que
permite el calculo de la energia de activacion aparente con una adecuada precisién (CV<
1.4%).

Con vistas a una posible simplificacion de la técnica y su adaptacion a analizadores
como el Hitachi 717, que permitan la seleccién de dos temperaturas (30 y 37 °C), se hizo
una evaluacioén de la determinacion de la composicion isoenzimatica de la Hex plasmatica
mediante el célculo de los factores de conversion de temperatura (FCT) 37/30 °C y 37/25
°C.

Material y métodos

La determinacién de la actividad plasmatica de la Hex y la evaluacion termodinamica
de su composicion isoenzimatica a través del calculo de la energia de activacion aparente
se describié previamente (9). Los analizadores Cobas Bio e Hitachi 717 fueron
programados de acuerdo con las especificaciones descritas para la técnica manual.

El analizador centrifugo Cobas Bio (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) fue
programado como se indica: calculation factor 1029; type of analisis, 2; wavelength,
575nm; sample volume, 10ul; diluent volume, 50ul; reagent volume, 150ul; incubation
time, 0 sec; time of first reading, 300sec; time interval, 30 sec; number of readings, 10;

blanking mode, 1; printout mode, 2.

*Casal JA, Pérez LF, Tutor JC. Plasma [B-N-acetylhexosaminidase isoenzyme composition and
temperature conversion factors. J Clin Lab Anal 2000; 14: 327-29.
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El analizador Hitachi 717 (Roche Diagnostics) fue programado como se indica:
analysis method [Cint-A] [28] [50]; sample volume; [12.5] [6]; R1 volume [250] [20] [No];
R2 volume; [0] [20] [No]; wavelength [575]; calculation factor [9,473] Sd limit [0.1];
duplicate limit [1,000]; sensibil. limit [0]; abs. limit (In/De) [9,000] [Incremen].

Los factores de calculo programados en los dos analizadores fueron establecidos
mediante la actividad enzimatica obtenida a 37 °C para el Stand NAG Control (Shionogi
and Co) reconstituido con 1 mL de solucion de albumina bovina (45 g/L) como se ha
descrito previamente (9). El valor clinicamente aceptable para el error estandar de la
estima se establecio, de acuerdo con el rango de referencia para la proporcién en plasma
de isoenzima Hex B obtenidos en nuestro laboratorio (18-40%), en concordancia con

criterios publicados previamente (11).

Resultados y discusién

En la Figura 1A se indica la correlacion y regresiéon encontrada entre los FCT
37/30°C de la Hex plasmatica obtenidos en el analizador Cobas Bio y la proporcion en
porcentaje de isoenzima Hex B obtenido por el método termodinamico convencional. El
error estandar de la estima es mayor que el valor clinicamente aceptable (Sy = 1.4%). En
la Figura 1B se muestran los resultados obtenidos al utilizar los FCT 37/25 °C, que
presentan un mejor coeficiente de correlacion y una menor dispersion, con un error de la
estima del orden del valor clinicamente aceptable.
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Figura 1. Correlacién y regresion entre la proporcién en porcentaje del isoenzima Hex B
y FCT 37/30 °C (A) y FCT 37/25 °C (B) obtenidos en el analizador Cobas Bio.

Las actividades a 30 y 37 °C obtenidas para la Hex en 58 muestras de plasma en
los analizadores Cobas Bio e Hitachi 717 presentaron un elevado coeficiente de
correlacion y la diferencia entre las medias no alcanzé la significacion estadistica (Figura
2A). Sin embargo, los FCT 37/30 °C calculados a partir de las actividades obtenidas en
ambos analizadores presentan un peor coeficiente de correlacion (r= 0.905, p< 0.001) y
una diferencia entre las medias (1.65 vs 1.68) estadisticamente significativa (p< 0.001).
En la Figura 2B se indican los resultados encontrados al correlacionar los FCT 37/30 °C
obtenidos en el Hitachi 717 con la proporcién en porcentaje de la isoenzima Hex B
obtenida por el método termodinamico convencional, siendo el error de la estima mayor

que el valor clinicamente aceptable.
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Figura 2. Correlacién y regresion entre las actividades a 30°C (O) y 37°C (®) obtenidas
para la Hex plasmatica en los analizadores Cobas Bio e Hitachi 717 (A), y
entre la proporciéon de isoenzima Hex B y el FCT 37/30°C obtenidos en el
analizador Hitachi 717 (B).
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Los resultados del estudio de heterogeneidad enzimatica de la Hex mediante la
determinacién de su energia de activacion estan en pleno acuerdo con los obtenidos
utilizando meétodos de inactivacion térmica, electroforéticos o utilizando substratos
especificos para la isoenzima Hex A (9, 10). Teniendo en cuenta los datos antes
indicados, puede concluirse que, mediante el calculo de los FCT 37/25 °C, puede
determinarse la composicion isoenzimatica de la Hex plasmatica con unos resultados
analogos a los obtenidos mediante el calculo de su energia de activacion utilizando 4
temperaturas. El uso de FCT 37/30 °C conduce a peores resultados, ya que su
correlacién con la proporcion en porcentaje de Hex B es peor y la dispersion de los
valores es mas amplia (Figura 1). Las actividades obtenidas para la Hex plasmatica en el
Cobas Bio y en el Hitachi 717 son transferibles; sin embargo, los FCT 37/30 °C presentan
una diferencia estadisticamente significativa. Debe tenerse en cuenta que la seleccion de
la longitud de onda (575 nm) en el Hitachi 717 se hace mediante un filtro interferencial,
mientras el Cobas Bio utiliza un monocromador.

La determinacién en duplicado de las actividades enzimaticas en el Hitachi 717
podria reducir la dispersion obtenida al correlacionar los FCT con la proporcion de
isoenzima Hex B (Figura 2B) y proporcionar unos resultados analogos a los encontrados
en el Cobas Bio (Figura 1A). Sin embargo, la utilizacién de FCT 37/30 °C no parece que
pueda cumplir las exigencias minimas requeridas para la determinacién de las isoenzimas
de la Hex, ya que los errores de la estima son mucho mayores que el valor clinicamente
aceptable. Por el contrario, el calculo de FCT 37/25 °C permitiria la evaluacion simple y
econdmica de la heterogeneidad enzimatica de la Hex. En cualquier caso los resultados
recogidos en la presente memoria para la heterogeneidad enzimatica de la Hex fueron
obtenidos en todos los casos a partir del calculo de la energia de activacion aparente.
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Il. Efecto de la protedlisis parcial sobre la energia de activacion
aparente de precursores de alta masa molecular y formas

maduras de la B-N-acetilhexosaminidasa*

Al igual que en el caso de otras enzimas lisosémicas, las cadenas polipeptidicas
o y B de la Hex son sintetizadas sobre los polisomas asociados al reticulo endoplasmico
rugoso, y el plegamiento de las cadenas, glicosilacion, formacion de enlaces disulfuro y
dimerizacion, son etapas cuyo fin es la vehiculizacién de proenzima hasta los lisosomas.
La unién de las subunidades es un proceso critico, ya que la dimerizacion es necesaria
para la adquisicion de actividad catalitica (1, 2). En los lisosomas las cadenas
polipeptidicas pro oy pro B experimentan nuevos procesos proteoliticos y glucosidicos
que las trasforman en subunidades maduras (1-3). Consecuentemente las formas
precursoras de la Hex tienen un mayor peso molecular (Mr= 150 kDa) que las formas
maduras (Mr= 120 kDa) (4), aunque ninguna de estas rupturas en las cadenas
polipeptidicas son un prerrequisito para la adquisicién de actividad catalitica, ya que las
formas precursoras son completamente activas (1, 2). Una pequefia proporcion (5-20%)
de precursores enzimaticos recién sintetizados no se incorpora a los lisosomas y es
secretada al medio extracelular (1, 2).

El estudio de la energia de activacién aparente ha aportado datos de interés en
relacion a la heterogeneidad de distintos sistemas enzimaticos (5-13). En el caso de la
Hex, esta variable termodinamica, utilizando el substrato cromogénico 3,3'-
diclorofenolsulfonftaleinil-N-acetil-B-D-glucosaminido, esta directamente relacionado con
las proporciones relativas de las isoenzimas Hex A y Hex B (10). La presencia de una
subunidad o en el heterodimero Hex A hace que su energia de activacion (Ea= 41.8
kJ/mol) sea significativamente menor que la del homodimero Hex B (Ea= 75.1 kJ/mol)
(10,12) sin que afecte el grado de sialilacion de la molécula enzimatica (10).

En el presente apartado se estudié el efecto de la protedlisis parcial con papaina
(EC 3.4.22.2) sobre la energia de activacion de las isoenzimas de la Hex plasmatica,

urinaria, leucocitaria y plaquetaria.

*Hermida J, Casal JA, Tutor JC. Effect of partial proteolysis on the activation anergy of -N-
acetylhexosaminidase precursor and mature forms. Clin Chem Lab Med 2003; 41: 302-05.
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Material y métodos

Para el estudio del efecto de la protedlisis parcial de la molécula enzimatica
sobre sus propiedades cataliticas, a 200 uL de plasma o lisados de leucocitos o
plaquetas (a los que se incorpor6 0.8 g/dL de albumina bovina) se adicionaron 60 pL
de una suspension de papaina procedente de Carica papaya (Cat. N°.108014, Roche
Diagnostics) con una actividad especifica de 30 U/mg. La incubacion se hizo a
temperatura ambiente durante distintos tiempos hasta un maximo de 8 horas,
deteniéndose la digestion enzimatica por congelacién. Posteriormente las muestras
fueron descongeladas, centrifugadas y se determinaron las actividades de la Hex en
los sobrenadantes. Las muestras de orina se concentraron por ultrafiltracién con
membranas Centricon YM-10 (Millipore Corporation, Bedford, USA) con un cut-off de
10.000 MW, y al concentrado se adicion6 albumina (0.8 g/dL), incubando 200 uL de
muestra con 60 uL de suspension de papaina. En todos los casos, la digestion
enzimatica se realiz6 en unas condiciones de pH analogas al valor 6ptimo de la
proteasa utilizada (pH= 6-7). La inactivacion térmica de la Hex A plasmatica se hizo

siguiendo un procedimiento previamente descrito (14).

Resultados y discusién

La digestion con papaina de las muestras de plasma produjo un aumento de la
energia de activacion aparente de la Hex en la primera hora de incubacion,
alcanzandose un valor que se mantiene para tiempos de hasta al menos 8 horas de
incubacion (Figura 1). El incremento de la energia de activacion esta directamente
relacionado con la proporcion relativa de Hex A plasmatica, y en la Figura 2 se
indican los resultados obtenidos con distintos plasmas nativos, asi como con
diferentes grados de inactivacion térmica de la Hex A, para un tiempo de incubacion
con papaina de 4 horas, que produce un descenso de la actividad enzimatica de
aproximadamente 10%. La regresion lineal obtenida permite estimar que la protedlisis
parcial con papaina produce un aumento de la energia de activacion de 3.0 kJ/mol
para la isoenzima Hex A, mientras que para la Hex B no se produciria una

modificacion significativa de esta variable termodinamica.
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Figura 1. Relacién entre la energia de activacién aparente de la Hex y el tiempo
de tratamiento con papaina en un pool de plasmas.
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Figura 2. Relacién entre el incremento de la energia de activaciéon de la Hex después del
tratamiento con papaina y la proporcidon relativa de la isoenzima Hex A en
muestras de plasma nativo (0) y tratadas térmicamente (®).
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En el caso de la Hex en lisados de leucocitos y plaquetas, el tratamiento con
papaina condujo a un incremento de la energia de activacion mucho menor, sea cual
sea el tiempo de incubacion. En la Tabla 1 se indican los resultados obtenidos para
distintas muestras de plasma y lisados de leucocitos y plaquetas para un tiempo de
incubacion con papaina de 4 horas. En el caso de los lisados de leucocitos o
plagquetas no se produjo un descenso significativo de la actividad enzimatica después

del tratamiento con papaina.

Tabla 1. Incrementos de la energia de activacion de la Hex después del
tratamiento con papaina.

n Hex (x) Hex A (%) A Ea (kJ/mol)

Plasma 5 82+14(96) 70.4+3.7(69.3) 2.57+0.27 (2.27)
Plaquetas 2 64+04(64) 61.2+0.7(61.2) 0.22+0.22(0.22)

Leucocitos 3 18.9+25(19.9) 57.5+0.9(58.2)  0.33+0.19(0.42)

(x) U/L (plasma), U/g proteina (leucocitos y plaquetas).
Los resultados son expresados como media = SEM (mediana).

Se hizo un estudio de la Hex en muestras de orina de 11 controles clinicamente
sanos y de 28 pacientes con distintas enfermedades renales, en los que no se detecto
hematuria en ninguno de los casos. Se encontraron correlaciones significativas de la
actividad total de la Hex (expresada en U/g creatinina) con las actividades de Hex A (r=
0.991, p< 0.001) y Hex B (r= 0.937, p< 0.001), asi como con la proporcion en
porcentaje de Hex B (r= 0.471, p< 0.001). Aunque el aumento de ambas isoenzimas es
en paralelo, los incrementos de actividad total serian por tanto preferentemente a
expensas de Hex B. La actividad total de Hex presentd una correlaciéon significativa
con la albuminuria (r= 0.513, p< 0.001) y la proteinuria (r= 0.428, p< 0.001),
obteniéndose analogos coeficientes de correlacion al considerar las actividades de las
isoenzimas Hex Ay Hex B.

Los resultados del estudio del efecto de digestion con papaina sobre la energia de
activacion de la Hex urinaria se indican en la Tabla 2, en la que los distintos pacientes se
distribuyeron en tres grupos segun presentasen normoalbuminuria (< 30 mg/g
creatinina), microalbuminuria (30-300 mg/g creatinina) o macroalbuminuria (> 300 mg/g

creatinina) (15). Los incrementos de la energia de activacién aparente de la Hex urinaria
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en ninguno de los grupos de pacientes o controles presentaron una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a los encontrados para los lisados de
leucocitos o plaquetas. En el total de individuos estudiados (n= 39) no se alcanzé la
significacién estadistica en la correlacién de los incrementos de la energia de activacion
aparente de la Hex urinaria con la proporcion relativa de Hex A (r= 0.039), la proteinuria
(r=0.209) o la albuminuria (r= 0.193).

En un estudio de la union de la Hex a DEAE-celulosa realizado por Gupta y Raina
utilizando enzima purificada procedente de testiculo caprino (13), encontraron que la
isoenzima Hex A presenta una energia de activacion mayor en su forma soluble (libre)
que en la forma insoluble (ligada). Sin embargo para la isoenzima Hex B no encontraron
diferencias termodinamicas significativas entre las formas enzimaticas libre y ligada a la
carboximetilcelulosa (CM-celulosa). De acuerdo con estos autores este hecho podria ser
debido a que los estados de transicion de la Hex A en sus formas ligada y libre impliquen
diferentes configuraciones, y proporcionaria informacién sobre las propiedades
termodinamicas de las fracciones microsomal (forma ligada) y lisosomal (forma libre) de
la Hex (13).

Estudios previos han mostrado que la Hex esta presente en suero / plasma en sus
formas precursoras de alta masa molecular (4, 16). Aunque formas tisulares maduras
fuesen cedidas al plasma, estas son rapidamente aclaradas de la circulacion mediante
receptores especificos, localizados principalmente en las células hepaticas no
parenquimatosas (células de Kuppfer y endoteliales), que reconocen los residuos
manosa/N-acetilglucosamina terminales presentes en las cadenas de oligosacaridos
(17). Como se ha indicado antes, el tratamiento con papaina produce un aumento de la
energia de activacion aparente de la Hex plasmatica. Este incremento se deberia a una
protedlisis parcial de la forma precursora de alta masa molecular de la isoenzima Hex A,
cuya energia de activacion aumentaria aproximadamente 3.0 kJ/mol, como se desprende
de los resultados indicados en la Figura 2. Sin embargo, el tratamiento con papaina no
parece producir un cambio significativo en la energia de activacion de la Hex B
plasmatica, la cual esta de acuerdo con resultados de otros autores que senalan la
estabilidad extrema de la Hex B frente a la accién de enzimas proteoliticos (18). En
leucocitos y plaquetas la Hex esta incorporada a los lisosomas, encontrandose por tanto
en sus formas maduras, y en el tratamiento con papaina de los lisados celulares no se

encontraron incrementos significativos de la energia de activacion de la Hex (Tabla 1).
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Estos resultados muestran que la protedlisis parcial con papaina produce un discreto
aumento de la energia de activacion en las formas precursoras de la isoenzima Hex A,
pero no en las formas maduras de la misma; aunque éste hecho per se no permitiria
afirmar que tras la incorporacion de la isoenzima Hex A al lisosoma aumente su energia
de activacion. Por el contrario para la Hex B tanto las formas precursoras como maduras
parecen verse poco afectadas, al menos desde un punto de vista termodinamico, por la
digestion con papaina. El tratamiento de la Hex plasmatica y leucocitaria con Triton X-
100, ha puesto de manifiesto una respuesta semejante de la energia de activacion
enzimatica (datos no presentados). Podria suponerse por tanto que la calidad catalitica
de la forma precursora de la isoenzima Hex A, posiblemente debido a la presencia de una
subunidad o, es mas sensible a los cambios conformacionales que la de Hex B.

En condiciones normales, la actividad de la Hex urinaria se origina exclusivamente a
nivel renal y es secretada por exocitosis del contenido lisosomal. La alta proporcion de
Hex A en muestras de orina puede ser debido a la localizacion de esta isoenzima en el
compartimento soluble intralisosomal, mientras que la Hex B se encuentra unida a la
membrana del lisosoma (19). La excrecién de la Hex urinaria aumenta con el dafio celular
renal preferentemente por lesiones a nivel del tubulo proximal (20), con un incremento en
la proporcion de la Hex B (Tabla 2). Sin embargo, aunque el peso molecular de la Hex
imposibilita su filtracion a través del glomérulo, para el uso de la actividad de la Hex como
un indice de dafo tubular, debe excluirse la posible presencia en orina de formas
enzimaticas filtradas procedentes del plasma en pacientes con proteinuria.

Hace mas de 20 afios Kunin y cols sefalaron que probablemente la Hex urinaria no
seria resultado de un dafo de la membrana basal glomerular (21). Mas recientemente los
resultados de Shibasaki y cols (22) y Costigan y cols (23) sugirieron que la Hex urinaria
es basicamente de procedencia renal incluso en pacientes con proteinuria. Nuestros
resultados también apuntan en este sentido, ya que en ninguno de los grupos de
pacientes con enfermedades renales estudiados (Tabla 2), se encontré una variacién de
la energia de activacién de la Hex con el tratamiento con papaina que pueda indicar la
presencia de una significativa cantidad de formas precursoras de Hex A plasmatica en las
muestras de orina. Estos resultados son asi mismo compatibles con los obtenidos por
ZUhlsdorf y cols para las formas moleculares de Hex en orina (16). Sin embargo en
muestras de orina de pacientes con hematuria si podrian encontrarse isoenzimas de la

Hex de origen plasmatico.
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lll. Determinacion termodinamica de las isoenzimas de B-N-
acetilhexosaminidasa en suero, plasma, plaquetas, leucocitos
totales y subpoblaciones de mononucleares y

polimorfonucleares™ **

Los ensayos enzimaticos para la deteccidon de portadores heterocigotos de la
enfermedad de Tay-Sachs son ampliamente utilizados. Los métodos de inactivacion
térmica que utilizan los substratos fluorogénicos neutros 4-metilumbeliferil-N-
acetilglucosaminido (4MU-NAG), son los mas usados para determinar las isoenzimas Hex
A y Hex B en suero y leucocitos (1-3), ya que bajo determinadas condiciones
experimentales la isoenzima Hex B presenta mayor termoestabilidad que Hex A.

La mayoria de los laboratorios utilizan basicamente la proporcion relativa en
porcentaje de isoenzima Hex A para definir un rango de normalidad, y un rango donde
estarian los portadores heterocigotos de Tay-Sachs, existiendo entre ambos grupos una
zona no concluyente (2). Las muestras de suero pueden ser utilizadas para la deteccion de
portadores heterocigotos de Tay-Sachs (3, 4, 5), sin embargo los anticoagulantes orales,
embarazo o enfermedades hepaticas pueden incrementar la proporcion de Hex B (3, 4, 5,
6) y por tanto introducir un factor adicional de solapamiento. Una alternativa aplicable
cuando los resultados en suero no son concluyentes, es aislar leucocitos y realizar el
tratamiento térmico de las isoenzimas en los lisados celulares (1, 2). Sin embargo la
actividad especifica de la Hex, asi como la proporcion relativa de sus isoenzimas, es
diferente en linfocitos, monocitos y granulocitos, por lo que se ha sugerido el uso de
poblaciones celulares homogéneas en lugar de lisados de leucocitos totales para la
identificacion de portadores de la enfermedad de Tay-Sachs (7-9). Con la determinacién
de las isoenzimas de la Hex en poblaciones de leucocitos mononucleares (MN) y
polimorfonucleares (PMN) (8-9) o en plaquetas (7, 10) propuesta para el screening de la

enfermedad de Tay-sachs podria obtenerse una menor variacion inter e intraindividual en

*Casal JA, Chabas A, Tutor JC. Thermodynamic determination of f-hexosaminidase isoenzymes in
mononuclear and polymorphonuclear leukocyte populations. Am J Med Genet 2003; 116A: 229-33.

**Casal JA, Cano E, Tutor JC. B-hexosaminidase isoenzyme profiles in serum, plasma, platelets and
mononuclear, polymorphonuclear and unfractionated total leukocytes. Clin Biochem 2005; 38 (10):
938-42.
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la proporcion relativa de isoenzima Hex A. Debe tenerse en cuenta, que en leucocitos se
requieren tiempos de incubacion mas largos, asi como controlar cuidadosamente, las
variables de dicha reaccién. (1-3, 11-14), y en este sentido Prence y cols (13) observaron
que el porcentaje de isoenzima Hex A es inversamente proporcional a la concentracion de
leucocitos usados en el ensayo, sugiriendo la presencia de un componente celular no
identificado que protege a la isoenzima Hex B de la inactivacion térmica (12, 13).
Resultados similares han sido descritos por otros autores (11, 14), y consecuentemente
cada laboratorio deberia establecer su propio protocolo y valores de referencia para el
método de inactivacion térmica utilizado, con el fin de optimizar al maximo los resultados
obtenidos (12).

La Hex A también puede ser determinada utilizando el substrato fluorogénico negativo
sulfatado 4-metilumbeliferil-N-acetilglucosaminido-SO4 (4MU-NAG-SQO,); sin embargo para
el screening de grandes masas poblacionales este método no suele reemplazar a los de
inactivacion térmica pues el elevado costo del substrato especifico hace muy onerosa su
utilizacion en estos casos (2). Mas recientemente se han incorporando los métodos
basados en la extraccion de ADN para la identificacion de mutaciones especificas, sin
embargo estas técnicas podrian tener una pobre sensibilidad cuando son utilizadas en el
screening de la enfermedad de Tay-sachs en poblaciones de origen no judio (3), por lo que
estos procedimientos suelen utilizarse como pruebas complementarias a los test
bioquimicos. Por tanto se hace necesario, desarrollar métodos cuya sensibilidad,
especificidad y relacién coste-efectividad permitan utilizarlos como pruebas de screening
(3).

El objetivo de nuestro estudio, fue determinar termodinamicamente el perfil
isoenzimatico de la Hex en suero, plasma, asi como en lisados de plaquetas, leucocitos

totales no fraccionados y de poblaciones de MN y PMN.

Material y métodos

Las muestras de sangre se obtuvieron entre las 9 y 11 horas a.m. La toma de
muestras se hizo en tubos Vacutainer (BD Vacutainer Systems, Plymouth, Inglaterra), sin
aditivo para la separacion de suero y con EDTA-K3 para la separacion de plasma y
leucocitos o plaquetas. Las poblaciones de leucocitos totales, MN y PMN se aislaron
utilizando Polymorphoprep solution (Axis-Xield Poc As, Oslo, Noruega) siguiendo las
instrucciones del fabricante y como se ha descrito en estudios previos (8, 15), el recuento

46



Resultados y discusion

diferencial para cada una de las poblaciones celulares obtenidas se hizo mediante un
analizador Technicon H3 System (Bayer Diagnostics) obteniéndose una media en
porcentaje (£ SEM) de 92.1 £ 2.8 % (rango 87-96 %) de MN y de 94.5 £ 2.3 % (rango 91-
98 %) de PMN en las fracciones correspondientes. Las plaquetas se aislaron de acuerdo
con el procedimiento descrito por Levy-Toledano y cols (16). Los concentrados de
leucocitos y plaquetas fueron resuspendidos en 350 uL de una disolucion de 9.0 g/L de
NaCl, y la suspensién fue congelada a —36 °C al menos 24 horas, y posteriormente
descongelada y sonicada (6 ciclos de 10 segundos con una potencia de 60%) mediante un
homogeneizador ultrasonico (Bandelin Electronic, Berlin, Alemania) y centrifugada durante
15 minutos a 10.000 g. En los sobrenadantes se determind la concentracion proteica
mediante el método rojo-molibdato de pyrogalol en un analizador Dimension RxL (Dade
Behring, Mosburg, Alemania). La actividad de Hex en suero, plasma, y lisados de
plaquetas y leucocitos se determiné utilizando como substrato el sodio-3,3-
diclorofenolsulfonftaleinil-N-acetil-B-D-glucosaminido. El control de calidad diario, se hizo
determinando la energia de activacion de la Hex en el Control Stand NAG (Shionogi and
Co Osaka, Japdn). Para la determinacién fluorimétrica de la actividad de Hex leucocitaria,
10 uL de los lisados (20-30 ug de proteina) se incubaron a 37 °C durante 30 minutos con
50 uL de 4MU-NAG (3 mmol/L) en buffer citrato (0.5 mol/L y pH= 4.4) con un volumen final
de 70 uL. Para la determinacion fluorimétrica de la actividad de isoenzima Hex A
leucocitaria, 20 uL de los lisados (20-60 ug de proteina) se incubaron a 37 °C durante 30
minutos con 150 puL de 4MU-NAG-SO4 (2 mmol/L) en buffer citrato-fosfato (0.2 mol/L y pH=
4.2) con un volumen final de 200uL. En ambos casos la reaccion se detuvo afiadiendo 3
mL de buffer Na,CO3-NaHCO3; (0.5 mol/L y pH= 10.7), la fluorescencia se midié con una
excitacion de 365 nm y emision de 445 nm siendo posteriormente comparada con los

estandares de metilumbeliferona.

Resultados y discusién

En la Tabla 1 se indica la imprecision encontrada para la determinacion de la energia
de activacion de Hex para distintos lotes de Stand NAG Control. Aunque en éstos casos
las determinaciones de la actividad enzimatica a las distintas temperaturas utilizadas se
hicieron por simple y no por duplicado, la imprecision dia a dia del valor para la energia de

activacién ha de considerarse muy satisfactoria.
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Tabla 1. Imprecision dia a dia obtenida para el Stand NAG Control® en la energia de
activacion aparente de la B-hexosaminidasa.

Lote n Media * SEM (kJ/mol) CV (%) Intervalo (kJ/mol)
6003 87 65.75 £ 0.10 1.40 63.80 — 67.80
8001 38 65.32 + 0.11 1.06 63.90 — 66.55
8002 55 65.58 £ 0.11 1.22 64.00 — 67.04

Asimismo, los resultados obtenidos para la energia de activacién aparente de la Hex

en lisados de leucocitos PMN y MN (n= 86) utilizando dos analizadores Cobas Bio distintos

mostré una regresion lineal de y= 0.98x + 1.10 con un coeficiente de correlacion de r=

0.989 (p< 0.001) y energias de activacién medias de 58.16 y 58.01 kd/mol, no existiendo

una diferencia estadisticamente significativa entre ellas (Figura 1).
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Figura 1. Correlacién y regresion encontrada para la energia de activaciéon aparente
de la Hex en dos Cobas Bio diferentes.
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El posible efecto de la concentracion de leucocitos en las muestras sobre los
resultados obtenidos para la proporcion en porcentaje de Hex A, se estudié haciendo
distintas diluciones de una suspension de leucocitos MN y otra de PMN con solucion 9.0
g/L NaCl y sometiéndolas posteriormente al procedimiento general. Como se indica en la
Tabla 2, la concentracién de leucocitos no afecté de modo significativo a los valores
obtenidos para la energia de activacion aparente de la enzima y por lo tanto para la
proporcion de Hex A. Estas variables bioquimicas se mantienen al menos durante 60 dias
en los pellets leucocitarios congelados a —36 °C, siendo la imprecision dia-dia de los
resultados obtenidos para la proporcién relativa de Hex A en MN (CV=1.76%) y en PMN
(CV= 2.87%) muy satisfactoria. La imprecision en la misma serie para esta variable
bioquimica en lisados de leucocitos MN y PMN (n= 10) fue también satisfactoria con un
coeficiente de variacion < 1.6%.

Tabla 2. Efecto de la cantidad de muestra sobre los resultados obtenidos para la
actividad especifica y composicion isoenzimatica de la B-hexosaminidasa en
leucocitos MN y PMN.

Proteinas (g/L) Hex (U/g proteina) Ea (kJ/mol) Hex A(%)
Células MN 1.48 10.4 57.9 51.6
0.73 10.5 57.1 54.0
0.51 10.1 58.0 51.3
Media + SEM 10.33+0.12 5767+0.28 52.30+0.85
C V(%) 2.03 0.85 2.83
Células PMN 0.98 6.5 49.8 75.9
0.47 6.5 50.6 73.5
0.32 6.2 50.0 75.3
Media + SEM 6.40+0.10 50.13+0.24 74.90+0.72
CV(%) 2.65 0.84 1.67
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Al comparar la proporcion en porcentaje de isoenzima Hex A en leucocitos MN y PMN
obtenido mediante el método termodinamico con el cociente de actividades enzimaticas
utilizando los substratos fluorogénicos sulfatado y neutro (4MU-NAG-SO,4/ 4MU-NAG), se

encontro una correlacion altamente significativa (Figura 2).

0,41
(7))
1+
Ry
g
Q03]
o= OO O
i) % OO
® = (@)
o X 0
25 %%
g9 0§00
g9 o p%00 $
5% 011 * o no A
230 ° r=0.910
S = o p < 0.001
eI

0 | | | | | | | |

40 50 60 70 80
Hex A (%)

Figura 2. Correlacién entre la proporcién en porcentaje de la isoenzima B-hexosaminidasa A
determinada mediante el método termodinamico y la relacion de actividades
enzimaticas utilizando substratos fluorogénicos sulfatados y neutros (4MU-NAG-
S0,/ 4MU-NAG) en leucocitos MN (e) y PMN (0).

En la Tabla 3 se indican los valores de referencia encontrados en 163 individuos
control, (82 hombres y 81 mujeres) con una edad media (+ SD) de 31.7 £ 1.1 afios (rango
18 — 68 anos) para la actividad especifica de Hex y la proporcion relativa de la isoenzima
Hex A en leucocitos MN y PMN. Los leucocitos PMN presentaron valores
significativamente mayores que los MN para la actividad especifica de Hex total (p< 0,01) y
la proporcion relativa de isoenzima Hex A (p< 0.001). Estas diferencias también son
clinicamente significativas al ser mayores que los correspondientes errores clinicamente
aceptables establecidos de acuerdo con los criterios descritos previamente (17 — 18),

utilizando los intervalos de referencia encontrados por nosotros para las diferentes
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variables bioquimicas. La actividad especifica media de la isoenzima Hex A fue
significativamente mayor (p< 0.001) en leucocitos PMN que en MN (15.11 £ 5.21 U/g
proteina vs 10.37 + 2.84 U/g proteina). Por su parte la actividad especifica de la isoenzima
Hex B fue significativamente mayor (p< 0.001) en MN que en PMN (8.67 = 2.22 U/g
proteina vs 5.95 + 2.01 U/g proteina). Las proporciones relativas de isoenzima Hex A en

leucocitos MN y PMN presentaron una correlacién estadisticamente significativa entre si
(r=10.273, p< 0.001).

Tabla 3. Actividad especifica y variacion interindividual de la Hex total y sus
isoenzimas en leucocitos MN y PMN.

Células MN (n=163) Células PMN (n= 163)
Media + SD Media + SD

(Mediana) CV (%) (Mediana) CV (%)
Hex Total (U/g proteina) 19.01 £4.92 25.88 21.06 +6.99 33.19
(19.37) (20.50)
Hex A (U/g proteina) 10'?2175_321'?4** 27.38 15'(111‘%65)'21 34.48
Hex B (U/g proteina) 8'67(8%822.)22** 25.60 59(551;22)01 33.78
Hex A (%) MILIWT geq TS 5o

Significacién: *p< 0.01 **p<0.001.

En 10 individuos controles sanos (6 hombres y 4 mujeres) se tomaron muestras de
sangre a las 9 h y a las 18 h, indicandose en la Tabla 4 los resultados obtenidos para la
Hex en leucocitos MN, PMN vy plasma. No se alcanzé una diferencia estadisticamente
significativa para ninguna de las variables bioquimicas en funcion de la hora de toma de

muestra.
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Tabla 4.

Resultados obtenidos en leucocitos y plasma para la actividad especifica y

composicion isoenzimatica de la B-hexosaminidasa en muestras recogidas por la
manana y por la tarde de 10 sujetos clinicamente sanos

9:00 Horas 18 : 00 Horas
Media * SEM  Mediana Media* SEM Mediana
Células MN  Hex (U/g proteina) 21.17 £1.27 19.99 2250+ 1.08 22.5
Hex A (%) 5754+063 5754 56.79+079  56.23
Células PMN Hex (U/g proteina) 30.35+1.79 2945 30.88+1.09  29.85
Hex A (%) 68.67+054 6874 6952+081  69.81
Plasma Hex (U/L) 9.01£0.43 9.08 8.89 £ 0.55 9.04
Hex A (%) 7059+198 7080 70.79+210  68.78

En 33 individuos, con una proporcién relativa de leucocitos PMN del 59.6 + 15.2%

(rango 34% - 90%), se determinaron las actividades especificas de Hex total, Hex A y Hex

B en los lisados de leucocitos totales no fraccionados (Tabla 5). Aunque como se indicé

anteriormente, la proporcion relativa de isoenzima Hex A es mayor en leucocitos PMN que

MN, en los 33 casos estudiados no se alcanzo la significacién estadistica en la correlacion

entre las proporciones relativas de isoenzima Hex A leucocitaria y de PMN (r= 0.225).

Tabla 5. Actividad especifica y variacion interindividual de la Hex total y sus
isoenzimas en leucocitos totales no fraccionados.

Mezcla de Leucocitos (n= 33)

Media £ SD
(Mediana) CV (%)
20.6+5.5 °
Hex Total (U/g proteina) (20.0) 6.7
Hex A (U/g proteina) 12('121i8:;'4 27.9
. 8.3+2.4
Hex B (U/g proteina) (8.7) 28.9
59.4+4.2 71
Hex A (%) (59.8) '
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En los 163 controles estudiados se encontré una actividad plasmatica media para la
Hex total de 8.76 £ 1.88 U/L (mediana 8.53 U/L, rango 5.6 — 16.1 U/L) con una proporcion
media de isoenzima Hex A de 68.58 + 4.52 % (mediana 68.25 %, rango 56.4 — 80.9 %). La
proporcion de Hex A plasmatica no presentd una correlacion significativa con la proporcién
de esta isoenzima en leucocitos MN (r= 0.013) y PMN (r=-0.013).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la Hex leucocitaria
o plasmatica en funcion del sexo. En los individuos mayores de 51 afios se encontré un
aumento estadisticamente significativo en la actividad de la Hex total en plasma (p< 0.005)
sin que varie significativamente la proporcion relativa de Hex A.

En 81 individuos de ambos sexos (controles, embarazadas y pacientes con distintas
enfermedades), y que no presentaban la enfermedad de Tay-Sachs, se determinaron las
actividades de la Hex en muestras de suero y plasma. Como se indica en la Figura 3A, se
encontré una elevada correlacion entre los valores (r= 0.953, p< 0.001), pero la actividad
enzimatica en suero es significativamente mayor que en plasma (p< 0.001). La diferencia
de actividad suero/plasma presento una correlacidén altamente significativa con el numero
de plaquetas (r= 0.846, p< 0.001). No se encontr6 una diferencia estadisticamente
significativa entre las energias de activacion aparente de la Hex en suero y plasma,

presentando los valores una elevada correlacion entre si (Figura 3B).
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Figura 3. Relacién entre la actividad de la Hex total (A) y la energia de activacion
aparente (B) en muestras de suero y plasma.
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Estos resultados sugieren que, aunque en suero las actividades de la Hex total y sus
isoenzimas son mayores que en el plasma, no se modifica la proporcion relativa de las
isoenzimas Hex A y Hex B como se indica en Tabla 6. Sin embargo el cociente de
actividades enzimaticas de la Hex en suero/plasma presento correlaciones significativas
con el cociente de energias de activacién en suero/plasma (r= 0.303, p< 0.01) y con el
cociente de las proporciones relativas de Hex B en suero/plasma (r= 0.257, p< 0.05). Esto
podria sugerir, que cuanto mayor es el aumento proporcional de la actividad enzimatica en
suero en relacién al plasma, la proporcion de isoenzima Hex B en suero tenderia asimismo

a aumentar.

Tabla 6. Variaciones interindividuales de la actividad de la Hex total y sus
isoenzimas en suero y plasma.

Suero (n= 81) Plasma (n= 81)
TS cv) Wi ovon
doxToml (U EZEOTT 707 1915159 oo
Hex A (U/L) “'(813_255** 55.1 9"(97%4?'4 64.4
Hex B (U/L) 10-?6%5?-7* 93.5 9'?4%7?'9 107.3
Hex A (%) 57'(2;5_3)2 T a1 57'(‘;_;)3'4 23.4

Significacion: *p< 0.05 **p<0.01.

En la Tabla 7 se indican los resultados encontrados para la Hex y sus isoenzimas en
lisados de plaquetas de 31 controles sanos, 23 mujeres embarazadas y 21 pacientes
diabéticos. Aunque para las actividades enzimaticas especificas se encontraron
ocasionales diferencias significativas, para la proporcion relativa de isoenzima Hex A no se
encontraron diferencias significativas para los grupos de embarazadas y diabéticos en
relacion al grupo control (Tabla 7). En el grupo total (n= 75) no se encontré una correlacion
significativa entre el volumen plaquetar medio y la actividad especifica total de la Hex (r= -
0.115), Hex A (r= -0.085), Hex B (r= -0.179) o la proporcion relativa de esta isoenzima (r=
0.048). Tampoco se encontraron correlaciones significativas entre el numero de plaquetas
y la actividad especifica total de la Hex (r= 0.092), Hex A (r= 0.089) y Hex B (r= -0.055) o
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su proporcion relativa (r= 0.048). Para el total de casos considerados las variaciones
interindividuales de las actividades plasmaticas de la Hex y sus isoenzimas fueron

analogas a las indicadas en la Tabla 6.
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Los métodos enzimaticos son usados para cuantificar la Hex total y sus isoenzimas
en el diagndstico de la ganglisidosis GM2 y en programas de deteccidén de portadores de
Tay-Sachs (1-3). La determinacion de la actividad del enzima y la reactividad inmunoldgica
de la misma proporcionan informacion similar y sugiere que no hay cantidades
significativas de proteina enzimatica inactiva (19). Los ensayos que implican la hidrdlisis de
substrato pueden detectar casi todas las mutaciones clinicamente importantes que
disminuyen la sintesis o estabilidad de la Hex (3), por el contrario, los analisis basados en
el estudio de DNA, pueden detectar una o pocas mutaciones y son usados frecuentemente
como una prueba complementaria a los test bioquimicos (3).

El procedimiento termodinamico para la determinacion de la composiciéon
isoenzimatica de la Hex en leucocitos constituye una alternativa valida a los métodos
enzimaticos mas ampliamente utilizados. La imprecision obtenida en la determinacion de la
energia de activacion en nuestras condiciones experimentales (CV< 1.4 %) es muy
satisfactoria y es a partir de esta variable termodinamica que se calcula las proporciones
relativas de las isoenzimas Hex A y Hex B. El método ademas permite una adecuada
estandarizacion, como demuestra el hecho de que no se haya encontrado una diferencia
estadisticamente significativa para las energias de activacion determinadas en dos
analizadores Cobas Bio distintos.

En los métodos de inactivacion térmica la estabilidad de la Hex B en leucocitos a
52°C y consecuentemente la actividad aparente de la Hex A, vario significativamente
dependiendo de la concentracion de la muestra en la mezcla de incubacion (12). En los
fibroblastos, células del fluido amniotico y vellosidades corionicas la Hex B presenta
propiedades similares (13), por tanto la concentracién del extracto celular debe estar
estrictamente controlada y los rangos de referencia deben establecerse cuidadosamente
cuando se utilizan métodos de inactivacion térmica (12, 13). En el método termodinamico,
la concentracion de leucocitos MN o PMN no afecta de modo significativo a los valores
obtenidos para la energia de activacién y por tanto para la proporcion relativa de isoenzima
Hex A (Tabla 2).

Usando un método de inactivacion térmica Peleg y cols (14) mostraron que las
muestras recogidas durante la manana presentaban valores tanto en plasma como en
leucocitos significativamente mayores para la Hex A que los encontrados cuando estas
muestras eran recogidas por la tarde. Sin embargo nosotros no hemos podido confirmar la

existencia de variaciones diurnas para la Hex A en plasma o en leucocitos MN y PMN. Asi
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en 10 individuos clinicamente sanos en los que se determind la Hex y sus isoenzimas en
leucocitos MN y PMN y plasma en muestras de sangre recogidas a las 9h y 18 h no se
encontr6 una variacion estadistica y clinicamente significativa para ninguna de las
variables (Tabla 4).

Habitualmente la determinacion de la Hex y sus isoenzimas para la caracterizacion
bioquimica de gangliosidosis GM2 se hace en lisados de leucocitos totales (1-3, 11-14).
Sin embargo, como se indica en la Figura 2 y Tabla 3 en las células PMN la proporcién
relativa de isoenzima Hex A es claramente mayor que en las células MN (p< 0.001),
siendo asimismo la diferencia clinicamente significativa, lo cual estd de acuerdo con
resultados previamente publicados (8, 9, 15).

Los resultados encontrados para la Hex y sus isoenzimas en lisados de leucocitos
totales ponen de manifiesto valores esperables teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en las poblaciones de MN y PMN (Tablas 3 y 5). Sin embargo debe sefialarse
que, para una proporcion media de PMN del 59.6% que presentaba el grupo de 33
muestras estudiadas, en funcidn de los valores medios encontrados para la proporcién de
Hex A en las poblaciones de MN y PMN (Tabla 3), podria esperarse en los leucocitos
totales una proporcién de Hex A aproximadamente del 64%. ElI hecho de que el valor
medio encontrado para esta variable fuese del 59.4% podria deberse a una menor
recuperacion de la fraccion de PMN que de MN mediante el procedimiento utilizado para la
separacion de las fracciones de leucocitos.

La variacion intra e interindividual debe ser tenida en cuenta en el establecimiento y
aplicacién de los valores de referencia (20). Han sido descritas sustanciales diferencias en
las hidrolasas lisosomales segun el tipo de células leucocitarias estudiadas (7-10, 15, 21,
22), consecuentemente en preparados de leucocitos totales donde pueden existir
diferentes proporciones de monocitos, linfocitos y granulocitos seria de esperar una mayor
variacion de las actividades enzimaticas entre los distintos individuos que en poblaciones
celulares homogéneas. En la determinacion de las isoenzimas de la Hex en lisados de
leucocitos totales, la diferente proporcion de MN y PMN podrian incrementar las
variaciones inter e intraindividuales, con un mayor solapamiento entre los portadores
heterocigotos de Tay-Sachs y controles sanos (15). Una elevada proporcién de leucocitos
MN en sangre periférica podria conducir a un falso positivo y una elevada proporcion de
leucocitos PMN a un falso negativo heterocigoto de Tay-Sachs.
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La proporcion relativa de isoenzima Hex A es la forma mas frecuente y sencilla
utilizada para la deteccién bioquimica de dichos portadores heterocigotos (2). Para esta
magnitud la mayor variacion interindividual se encontré en suero/plasma (CV= 21.9%-
23.4%) y la menor en MN (CV=5.7%) y PMN (CV= 5.3%). En lisados de leucocitos totales
la variacién encontrada (CV= 7.1%) fue sélo ligeramente mayor que en las poblaciones de
MN y PMN, e incluso discretamente menor que la encontrada en plaquetas (CV= 10.1%).
Por otra parte resulta llamativo el hecho de que no se alcanzase la significacion estadistica
en la correlacion entre las proporciones relativas de PMN y de isoenzima Hex A para el
grupo de 33 lisados de leucocitos totales estudiado, que presentaba una considerable
variacion interindividual (CV= 25.6%) para la proporcién de PMN cuyo rango era de 34-
90%.

Se ha indicado que en grupos establecidos como control y de procedencia no judia,
no suele encontrarse mas de un caso por cada 167 estudiados cuyo valor para la Hex esta
en el rango de los heterocigotos (2). En un total de 165 individuos clinicamente sanos
estudiados, dos casos fueron excluidos ya que las proporciones de isoenzima Hex A en
células MN (37.2% y 41.2%) y en células PMN (56.4% y 58.6%) eran claramente
anormales, aunque en plasma (63.4% y 66.3%) estaban comprendidas en el intervalo de
referencia. Desafortunadamente no se pudo disponer de muestra adicional para la
confirmacion bioquimica y molecular de una posible heterocigosidad para la enfermedad
de Tay-Sachs variante By B1.

Distintos autores han sugerido que muchas de las enzimas lisosomales presentes en
suero procederian al menos parcialmente de las plaquetas (23, 24). En nuestro estudio se
puso de manifiesto un incremento medio del 16% para la actividad enzimatica de la Hex en
suero en relacion a la plasmatica (Tabla 6). Las plaquetas humanas secretan cantidades
sustanciales de Hex cuando son estimuladas in vitro con trombina (25-27) y sus
isoenzimas Hex A y Hex B son secretadas en la misma proporcion (25, 27). Un aumento
de la actividad enzimatica de la Hex sérica se produce durante el proceso de coagulacion,
siendo dicho incremento proporcional al numero de plaquetas como muestran los
resultados anteriores.

En funcién de los resultados encontrados para la energia de activacion aparente de la
Hex (Figura 3B), podria concluirse que el perfil isoenzimatico no se modifica en las
muestras de suero en relacion a las de plasma, como se indica en la Tabla 6. Sin embargo

como se senald anteriormente, al aumentar la relacidon de actividades enzimaticas de la
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Hex suero/plasma, tenderia también a hacerlo la proporcion relativa de isoenzima Hex B
en las muestras de suero. En cualquier caso, un aspecto a tener en cuenta seria la
diferencia entre las proporciones relativas de ambas isoenzimas en plaquetas y plasma
para los distintos casos considerados. Como se desprende de los resultados obtenidos en
los distintos grupos estudiados, la proporcién relativa media de isoenzima Hex B seria
mayor en plaquetas que en plasma en los grupo de controles (44.5 £ 5.0% vs 35.0 £ 6.4%)
y de pacientes diabéticos (47.5 + 5.6% vs 33.5 £ 5.0), mientras que en las embarazadas
esta proporcidén seria mayor en plasma que en plaquetas (55.0 + 6.4% vs 43.1 £ 4.7%).
Este hecho podria explicar que, aunque se ha sefialado previamente una mayor
proporcion relativa de Hex B en suero que en plasma (28), otros resultados de los mismos
autores no lo confirmen (27).

Los resultados obtenidos para la Hex y sus isoenzimas en plaquetas (Tabla 7),
concuerdan con los de Nakagawa y cols (10), que tampoco observaron diferencias
significativas para la proporcion relativa de Hex A en embarazadas y pacientes diabéticos
en relacion a controles sanos. Por otra parte, las actividades especificas de la Hex y sus
isoenzimas o la proporcién relativa de Hex A, no parecen estar significativamente
afectadas por el tamafo o el numero de plaquetas circulantes, por lo que esta variables
hematoldgicas no introducirian una fuente adicional de variacion interindividual para la Hex
plaquetaria. No obstante, la proporcion media de Hex A en plaquetas encontradas por
nosotros (55.1 + 5.6%) es discretamente menor que los sefalados por Nakagawa y cols
(62-66%) usando cromatografia en DEAE-celulosa para la separacién de los isoenzimas
(7, 10). Segun estos autores, la proporcion relativa de Hex A seria mayor en plaquetas que
en leucocitos MN, mientras que en nuestro estudio se encontraron proporciones analogas
en ambos tipos de lisados celulares, lo cual esta de acuerdo con los resultados de Emiliani
y cols (27).

Cerca de un 0.6% de los individuos incluidos en el programa nacional israeli para la
deteccion de portadores de Tay-Sachs pudieran tener una forma termolabil de Hex B (28),
las mutaciones producidas en el gen que codifica la subunidad 3 de la isoenzima Hex B
termolabil podrian conducir a una interpretacion errénea de los resultados andmalos
obtenidos por el método de inactivacion térmica (2, 28). Sin embargo el método
termodinamico puede ser considerado como una alternativa en la correcta determinacion
de la Hex asi como de sus correspondientes isoenzimas. En la mutacién de la variante B1,

la isoenzima es capaz de hidrolizar substratos cargados negativamente, y su evaluacién
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implica la utilizacion de substratos sintéticos sulfatados especificos de la subunidad a
como el 4MU-NAG-SO,4, esto hace que los métodos de inactivacion térmica no sean
aplicables en dicha evaluacion (1, 2). El método termodinamico también podria ser
utilizado en la deteccién de la variante B1, ya que la isoenzima Hex A mutada, cuya
actividad enzimatica deriva de la subunidad B (1), presenta una energia de activacion
analoga a la de Hex B (29). Los resultados obtenidos, muestran que la variacion
interindividual de la Hex y sus isoenzimas en lisado de leucocitos totales es soélo
ligeramente mayor que en poblaciones de leucocitos MN y PMN, e incluso menor que en
plaquetas. No parece por tanto que el uso lisados de leucocitos totales para el cribado de
portadores de Tay-sachs presente importantes desventajas de sensibilidad o especificidad
respecto al uso de lisados de celulares homogéneos. En cualquier caso el procedimiento
adoptado en nuestro laboratorio utiliza las fracciones de leucocitos MN y PMN.

Como conclusion puede senalarse que la determinacion de la energia de activacion
aparente de la Hex, en leucocitos MN y PMN, utilizando 3,3’-diclorofenolsulfonftaleinil-N-
acetil-B-D-glucosaminido como substrato, no presenta algunas limitaciones de los clasicos
procedimientos de inactivaciéon térmica de la Hex A que exigen una rigurosa
estandarizacién de la concentracion del extracto celular (27, 28) permitiendo evaluar de
forma precisa la heterogeneidad enzimatica de la Hex leucocitaria y puede constituir una

alternativa valida a otros procedimientos analiticos ampliamente utilizados.
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IV. Caracterizacion termodinamica de la isoenzima A
mutada de la 3-N-acetilhexosaminidasa en la

gangliosidosis GM2 variante B1*

Como se ha senalado anteriormente la p-N-acetilhexosaminidasa (Hex) esta
compuesta de dos cadenas polipeptidicas denominadas o y B. Las isoenzimas Hex A
(af) y Hex B (BB) son las formas principales, mientras que la Hex S (o) tiene una
limitada actividad catalitica y es inestable (1, 2). Las denominadas formas intermedias
(Hex 1) son derivadas de la Hex B y tienen un origen post-traslacional.

Las gangliosidosis GM2 son un grupo de enfermedades neurodegenerativas de
caracter autosdmico recesivo, causadas por la incapacidad para la metabolizacién del
gangliésido GM2 por la isoenzima Hex A. Se pueden diferenciar tres tipos principales en
funcién de la implicacion de los distintos genes que codifican la subunidad o con
deficiencia de isoenzimas Hex A (variante B), la subunidad B, con deficiencia de
isoenzima Hex A y Hex B (variante 0), y el activador proteico (variante AB) (1).

Una variante del tipo B, denominada B1, se caracteriza por la presencia de
isoenzima Hex A mutada que es incapaz de hidrolizar el gangliésido GM2 vy los
substratos artificiales sulfatados (con carga negativa), debido a una funcionalidad
catalitica alterada del centro activo de la subunidad o. En los demas aspectos cataliticos,
esta isoenzima es aparentemente normal frente a los substratos artificiales neutros
convencionales (1, 3-5).

Utilizando el substrato  neutro  3,3’-diclorofenolsulfonftaleinil-N-acetil-3-D-
glucosaminido la energia de activacion de la isoenzima Hex B (Ea= 75.1 kd/mol) es
significativamente mayor que la de la Hex A (Ea= 41.8 kd/mol) debido a la presencia en
esta de la subunidad o en su molécula (6). El objetivo fue comprobar si este hecho
podria permitir la caracterizacion termodinamica de la isoenzima Hex A mutada en la
variante B1 de gangliosidosis GM2, una vez aislada a partir de diferentes medios

biolégicos de pacientes homocigotos.

*Pérez LF, Ribeiro HM, Casal JA, Pinto RA, Sa Miranda MC, Tutor JC. Thermodynamic
characterisation of the mutated isoenzyme A of 3-N-acetylhexosaminidase in GM2 gangliosidosis B1
variant. Clin Chim Acta 1999; 285: 45-51.
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Material y métodos

Se aislaron cromatograficamente las isoenzimas de la Hex de muestras de plasmay
leucocitos de una nifia de nacionalidad portuguesa de 10 afios, homocigoto para la
mutacion G533—A (Arg 178 His) (7), asi como de sus padres portadores heterocigotos
para esta mutacién y de dos controles clinicamente sanos. El paciente presentaba las
caracteristicas clinicas del fenotipo juvenil de la variante B1, con comienzo a la edad de 4
afnos de dificultades del habla como primer sintoma (5). La mutacién de la Hex A en el
paciente con gangliosidosis GM2 variante B1 estudiado, designada como “DN-alelo”, es
una transicion G—A en el nucledtido 533, implicando una sustitucion arginina—histidina
en el residuo 178 (9). Esta mutaciéon (R178H) es la mas frecuente en el norte de Portugal
y posiblemente en Galicia.

La separacion de las isoenzimas de la Hex a partir de lisados leucocitarios y plasma
(= 200uL) por cromatografia en columna de DEAE-celulosa (DE-52, Whatman Laboratory
Division), se realiz6 sobre columnas de 0.6X6.5 siendo equilibradas con tampén fosfato
sédico (10 mmol/L, pH= 6.0). La actividad enzimatica no retenida se eluyé con el tampdn
de la columna y entonces se aplicdé un gradiente lineal de concentracion de CINa (0.0-
0.35 mol/L) en 12 mL del tampodn de la columna. La actividad de la Hex en las diferentes
fracciones cromatograficas (= 0.8 mL), recogidas en tubos con albumina bovina
(concentracién final 0.1 g/L) se determind utilizando 4-metilumbeliferil-2-acetamido-2-
deoxi-B-D-glucopiranésido (Sigma Chemical) como substrato, asi como con 4-
metilumbeliferil-2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucopirandsido-6-sulfato. Después de wuna
incubacion a 37 °C durante 15 y 60 minutos respectivamente, la reaccién se detuvo
adicionando tampdn glicina-NaOH (pH= 10.0) y la fluorescencia de Ila 4-
metilumbeliferona liberada se determind en un fluorimetro Hitachi F2000 (excitacion=
365nm, emision= 445nm). El substrato 4-metilumbeliferil-2-acetamido-2-deoxi--D-
glucopirandsido es hidrolizado por las isoenzimas Hex A y Hex B, pero su derivado
sulfatado es unicamente hidrolizado por el centro activo de la subunidad o de la
isoenzima Hex A normal (1, 8).

Las fracciones del eluido de la columna correspondientes a los picos de actividad
enzimatica fueron concentradas por permeabilidad selectiva (Centricon 10, Amicon) para
su analisis electroforético y la determinacion de la energia de activacion de las diferentes
isoenzimas de la Hex. La electroforesis se realiz6 sobre tiras de acetato de celulosa

(Cellogel, Chemetron) utilizando 4-metilumbeliferil-2-acetamido-2-deoxi-B-D-
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glucopirandsido (5), y para la determinacion de la energia de activacion de los fracciones
isoenzimaticas se utilizé 3,3 -diclorofenilsulfonftaleinil-N-acetil-B-D-glucosaminido como

se indico anteriormente.

Resultados y discusién

La Figura 1 muestra los perfiles isoenzimaticos obtenidos cromatograficamente para
la Hex plasmatica del paciente homocigoto para la variante B1 de gangliosidosis GM2, un
portador heterocigoto y un control sano. No se detecté actividad enzimatica para la Hex A
utilizando el substrato sulfatado en el paciente homocigoto, pero si utilizando el substrato
neutro. En los portadores heterocigotos el cociente de actividad substrato
sulfatado/neutro fue de 0.08, mientras que en los controles fue 0.15.

En el analisis electroforético de los eluidos de la columna, correspondientes a las
isoenzimas Hex A y Hex B plasmaticas, se obtuvo una banda simple bien diferenciada
con las caracteristicas electroforéticas de estas isoenzimas. Sin embargo, cuando las
isoenzimas de la Hex fueron aisladas cromatograficamente de lisados leucocitarios, el
analisis de los eluidos correspondientes a la Hex A, puso de manifiesto dos bandas
electroforéticas debido a la conversion parcial de esta isoenzima en Hex B en el eluato.

Por tanto, la determinacion de las energias de activacion de la Hex A y la Hex B en
todos los individuos estudiados se llevo a cabo después de su aislamiento
cromatografico a partir de muestras de plasma. En la Tabla 1 se indican los resultados
obtenidos.

Los resultados presentados en la Figura 1 son concordantes con los recogidos en la
bibliografia (1, 3-5), mostrando como el substrato fluorogénico sulfatado es Unicamente
hidrolizado por el centro activo de la subunidad o de la isoenzima Hex A normal,
mientras el substrato neutro es preferentemente hidrolizado por el centro activo de la
subunidad B (8) presente tanto en Hex A como Hex B. Por el contrario, la Hex A mutada
presenta un cambio de especificidad de substrato, siendo incapaz de hidrolizar el
substrato sulfatado al estar afectada su subunidad o, cuyo modelo molecular revela
alteraciones en la estructura tridimensional de la proteina (10). Los resultados obtenidos
en los portadores heterocigotos y en los controles para la relacion de actividades
substrato sulfatado/neutro, sugieren que en el plasma de los portadores existe una

mezcla aproximadamente equimolecular de las isoenzimas Hex A normal y mutada.
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Hex B Hex A

Paciente Homocigoto

Portador Heterocigoto

15—

Hex actividad (nmol/h/mL)
T 1T

35— —0.35
30= ~0.30
25 Control -0.25 E
20— Hez 2
10— —0.10 £
5 —0.05
0— -10.00

Figura 1. Separaciéon cromatografica en DEAE-celulosa de las isoenzimas plasmaticas
de la Hex en paciente homocigoto para gangliosidosis GM2 variante B1,
portador heterocigoto y control sano. Actividades enzimaticas obtenidas en
las fracciones utilizando 4MU-NAG (e) y 4MU-NAG-SO, (©0).
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Los valores obtenidos para la energia de activacion de la Hex B fueron analogos en
todos los casos estudiados a los estimados previamente para esta isoenzima (6). Sin
embargo, la Hex A mutada del paciente homocigoto presentd una energia de activacion
significativamente aumentada con respecto a la de la Hex A normal de los individuos
control (Tabla 1), cuyos valores son analogos a los previamente calculados para esta
isoenzima (6). En los portadores heterocigotos, se obtuvieron valores intermedios para
las energias de activacion de la Hex A, lo que sugiere asimismo la presencia en plasma
de una mezcla equimolecular de isoenzimas mutada y normal, con secrecion analoga de

ambas formas al medio extracelular.

Tabla 1. Energias de activacion de las isoenzimas para la Hex plasmatica aisladas por
cromatografia en DEAE-celulosa.

Pacientes Homocigotos Portadores Heterocigotos  Controles

Hex A (kJ/mol) 71.5 55.3-55.5 41.1-41.5

Hex B (kJ/mol) 73.8 76.1-74.9 74.8-74.5

Las subunidades o y B de la Hex poseen diferentes centros activos (8), aunque la
formaciéon de los dimeros resultando las isoenzimas Hex A y Hex B es una condicion
necesaria para la adquisicion de actividad catalitica (1, 11). La mutacion R178H de la
subunidad o inactiva el polipéptido, pero no interfiere en la asociacién de estas
subunidades y su vehiculizacion hasta el lisosoma (1, 3). Consecuentemente la Hex A
mutada presenta una actividad derivada de la subunidad B, lo que explicaria que su
energia de activacion sea analoga a la de la isoenzima Hex B (Tabla 1).

Cuando se utilizaron lisados de leucocitos para la separacion de las isoenzimas de
la Hex, se observé una significativa conversion de Hex A en Hex B en los eluatos. Un
hecho analogo se encontré cuando se utilizaron muestras de orina (resultados no
presentados). Por el contrario, la isoenzima Hex A es razonablemente estable en los
eluatos obtenidos al utilizar muestras de plasma para el aislamiento cromatografico de
las isoenzimas. Esto podria deberse a que, tanto en leucocitos como en orina la Hex A y
Hex B se encuentran como formas maduras de tipo tisular parcialmente proteolizadas

(12), mientras en el plasma se encuentran como precursores de alta masa molecular (12,
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13). La conversion espontanea de la Hex A en Hex B, por reordenacién de sus
subunidades en las formas tisulares purificadas, es un hecho bien documentado (1, 14).
Teniendo en cuenta la mucha mayor energia de activacion de la Hex A mutada
comparada con la de la Hex A normal, la determinacién de esta variable termodinamica
utilizando el substrato cromogénico neutro 3,3’-diclorofenolsulfonftaleinil-N-acetil-3-D-
glucosaminido permite la caracterizacion termodinamica de la isoenzima mutada, y
puede ser la base para el desarrollo de un método simple y econdémico para la

caracterizacion bioquimica de la variante B1 de gangliosidosis GM2.
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V. Identificacién bioquimica de pacientes
homocigotos y portadores heterocigotos para la

variante B1 de la gangliosidosis GM2*

El sistema enzimatico de la B-hexosaminidasa (Hex, EC 3.2.1.52) comprende dos
isoenzimas principales que resultan de la asociacion de subunidades o y B codificados por
dos genes distintos: Hex A (o) y Hex B (BB) (1, 2). El centro activo de la subunidad o es
capaz de hidrolizar el gangliésido GM2 y los substratos artificiales con carga negativa
(sulfatados), mientras el centro activo de la subunidad B hidroliza substratos neutros (1-3),
aunque se ha sefialado que la subunidad o también podria participar en la hidrolisis de
substratos neutros (4). La isoenzima Hex S (o) es inestable y generalmente minoritaria,
con una actividad catalitica despreciable (2, 5).

Distintas mutaciones de los genes que codifican las subunidades o y B conducen a
una deficiencia de isoenzima Hex A. Consecuentemente se producen desordenes
lisosomales de trasmision autosémica recesiva (gangliosidosis GM2), caracterizados por la
acumulacion de gangliosido GM2 particularmente en las células neuronales (1). La
deficiencia de Hex A producida por distintas mutaciones del gen de la subunidad o
(enfermedad de Tay-Sachs), comprende dos variantes enzimologicamente diferentes:
variante B con ausencia de isoenzima Hex A y variante B1 con presencia de Hex A mutada
cataliticamente inactiva frente al gangliésido GM2 y substratos artificiales con carga
negativa, pero activa frente a substratos neutros. En contraste a la forma clasica aguda
infantil de la variante B, la variante B1 es una forma subaguda con manifestacion clinica
mas tardia entre los 3-10 afos (1).

Los estudios de las isoenzimas de la Hex mediante procedimientos de inactivacion
térmica de la Hex A o separacion mediante técnicas cromatograficas utilizando substratos
cromogénicos o fluorogénicos neutros, no son adecuados para el diagnostico bioquimico
de homocigotos o la deteccion de heterocigotos portadores de la variante B1 (1, 6). Han
de utilizarse substratos artificiales sulfatados considerados especificos para la subunidad

o (1, 2 ,6), que presentan un elevado coste (6). En la variante B, la determinacion de la

*Casal _JA, Pérez LF, Tutor JC. Thermodynamic determination of plasma and leukocyte p-
hexosaminidase isoenzymes in homozygote and heterozygote carriers for the GM2 gangliosidosis
B1 variant. Am J Clin Pathol 2003; 119: 684-88.
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actividad de Hex con un substrato neutro o mediante la reactividad antigénica frente al
enzima proporciona datos similares, sugiriendo la ausencia de cantidades significativas
de proteina inactiva (7). Sin embargo en la variante B1 se encuentra una isoenzima Hex A
detectable inmunolégicamente pero cataliticamente inactiva.

Estudios previos han puesto de manifiesto la posible caracterizacién en distintos
medios bioldgicos de la heterogeneidad enzimatica de la Hex, mediante la determinacion
de su energia de activacidon aparente utilizando el substrato cromogénico 3,3'-
diclorofenosulfonftaleinil-N-acetil-B-D-glucosaminido (8, 9, 10). El método se basa en que
la presencia de una subunidad o en el heterodimero o3 (Hex A) hace que su energia de
activacion (Ea= 41.8 kd/mol) sea significativamente menor que la del homodimero B3
(Hex B) (Ea= 75.1kJ/mol). Sin embargo la isoenzima Hex A de la variante B1, como la
mutacion inactiva de la subunidad o (11, 12), presenta una energia de activacion analoga
a la de la isoenzima Hex B (13).

El objetivo en este estudio fue determinar la heterogeneidad enzimatica de la Hex
plasmatica y leucocitaria en pacientes homocigotos y portadores heterocigotos para la

gangliosidosis GM2 variante B1 mediante la determinacién de su energia de activacion.

Material y métodos

Se estudiaron dos pacientes de sexo femenino homocigotos para gangliosidosis
GM2 variante B1 (pacientes 1 y 2), hijas de una pareja consanguinea (el abuelo paterno y
la abuela materna, asi como el abuelo materno y la abuela paterna, eran hermanos), que
presentaban formas juveniles de la enfermedad. El otro paciente con gangliosidosis GM2
era de sexo masculino (paciente 3) y heterocigoto para las variantes B y B1, presentando
una forma infantil tardia de la enfermedad. De los 6 portadores heterocigotos estudiados
(3 hombres y 3 mujeres), el padre del paciente 3 era de origen jordano y portador
heterocigoto para la variante B, mientras los demas habian nacido en Galicia y eran
heterocigotos para la variante B1. Exceptuando los padres de los pacientes 1 y 2, no
presentaban entre si ninguna relacion de consanguinidad.

Los procedimientos utilizados para el estudio termodinamico de la heterogeneidad
enzimatica de la Hex en plasma y leucocitos MN y PMN se han descrito en apartados
anteriores. La caracterizacion molecular de las mutaciones de la subunidad o se realizo

en el Instituto de Genética Médica Jacinto Magalhaes (Porto, Portugal).
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Los 5 portadores heterocigotos originarios de Galicia para la variante B1 tenian la
mutacion R178H. El padre del paciente 3 era de origen Jordano y fue identificado como un
portador heterocigoto de la variante B (mutacién no caracterizada). Los pacientes 1 y 2
homocigotos para la variante B1 presentaban la mutacion R178H, y el paciente 3 era
heterocigoto para la variante B (mutacion no caracterizada) y variante B1 (mutacién
R178H).

Resultados y discusién

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos usando el método termodinamico para
los isoenzimas Hex A y Hex B en plasma y poblaciones de leucocitos MN y PMN
procedentes de los pacientes con gangliosidosis GMZ2, portadores heterocigotos e
individuos control.

En la determinacion termodinamica de las isoenzimas de la Hex en plasma de los tres
pacientes homocigotos estudiados, estos se comportaron como un grupo bien diferenciado
frente al grupo control. Sin embargo, para los portadores heterocigotos la determinacion de
las isoenzimas de la Hex en plasma mostré una menor capacidad discriminante al utilizar
los plots recomendados para el diagnéstico bioquimico de la variante B de gangliosidosis
GM2 (7, 14, 15) como se muestra en la Figura 1. Por el contrario la determinacion
termodinamica de los isoenzimas de la Hex en lisados de leucocitos MN y PMN permitio la
identificacion de los pacientes (Tabla 1), y la consideraciéon de la proporcion relativa de
isoenzima Hex A, identificd correctamente el grupo de portadores heterocigotos como se

muestra en la Figura 2.
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Figura 1. Actividad de Hex A plasmatica vs. actividad de Hex B (A) y porcentaje
de Hex A (B) en pacientes (A), portadores heterocigotos B (X) y B1 (e)
y controles (o).
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Distintas mutaciones de la subunidad a han sido descritas para la variante B1 de
gangliosidosis GM2, aunque la mas frecuente es R178H (G°*—>A, Arg'’®—>His)
designada como “DN-alelo” (1, 16). Esta mutacién tiene una amplia distribucion
geografica y étnica (16, 17) aunque es particularmente alta su incidencia en el norte de
Portugal, (18-20), habiéndose incluso sugerido que pudo tener su origen en esta region
(16, 18). En la poblacién portuguesa la prevalencia de la variante B1 ha sido estimada en
0.84 por cada 100.000 nacimientos, aunque esta proporcion se duplicaria para la parte
norte del pais (21). En Galicia una comunidad estrechamente vinculada historica y
culturalmente con el norte de Portugal, se han descrito previamente dos casos de nifas
no consanguineas que padecian gangliosidosis GM2 variante B1 (22). Una de ellas tenia
la forma juvenil de la enfermedad con el genotipo R178H/R178H (paciente 1 en nuestro
estudio) mientras que la otra paciente presentaba una forma infantil tardia con el
genotipo R178H/?? (22). Por otra parte uno de los primeros pacientes homocigotos para
la variante B1 descritos en la literatura era originario de la provincia de Orense, cuyos
padres habian nacido a escasa distancia de la frontera portuguesa (Sa Miranda MC
comunicacion personal)

Los resultados obtenidos utilizando el método termodinamico para la determinacién
de la heterogeneidad enzimatica de Hex plasmatica permitié la identificaciéon de
pacientes homocigotos con gangliosidosis GM2 variante B1 (Tabla 1). Sin embargo para
los portadores heterocigotos, las proporciones relativas de Hex A estaban dentro del
rango de referencia, a pesar de que la actividad enzimatica de Hex A era generalmente
menor que la encontrada en los individuos control. Se ha sefalado que heterocigotos
para el alelo de la B1 pueden presentar niveles normales para la actividad sérica de Hex
A o Hex B (6), y en el screening de portadores para la variante B de Tay-Sachs, los
meétodos enzimaticos en suero o plasma pueden no resultar concluyentes en algunos
casos (1, 6).

En leucocitos MN y PMN los resultados obtenidos para la actividad especifica de la
Hex A, presentd un alto valor discriminatorio tanto para los pacientes homocigotos con
variante B1 como para los portadores heterocigotos (Tabla 1). La proporcion relativa de
la isoenzima Hex A en leucocitos MN y PMN también presenté un alto valor
discriminatorio (Figura 2), aunque de acuerdo con los resultados indicados en el apartado
anterior, la determinacion de las isoenzimas de la Hex en lisados de leucocitos totales

también podria ser utilizada.
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Figura 2. Porcentaje de Hex A en leucocitos PMN vs. MN en pacientes (A), portadores
heterocigotos B ()K) y B1 (e) y controles (©).

Los resultados obtenidos para la Hex A por el método termodinamico son altamente
concordantes con los obtenidos usando 4-metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosaminido
sulfatado (especifico para la subunidad a) (8, 10). En la gangliosidosis GM2 se ha
determinado una correlacion entre la actividad residual de la Hex A y la severidad de la
enfermedad, (1, 2), por lo que el fenotipo menos severo de la variante B1 podria ser
explicado por la presencia de un alelo defectuoso que mantuviese una actividad residual “in
vivo” de la Hex A frente el gangliésido GM2 (1, 21).

En el caso de un paciente portugués homocigoto variante B1 (mutacion R178H),
nosotros obtuvimos una energia de activacion para la Hex A plasmatica (aislada por
cromatografia en gel de DEAE-celulosa) de 71.5 kd/mol (13), ligeramente inferior a la de
la isoenzima Hex B (75.1 kd/mol), siendo esta diferencia determinada de forma segura
mediante el procedimiento utilizado. En el paciente 1 se encontré una actividad especifica
de 0.7 U/g proteina en leucocitos MN (10% de la actividad total) y de 1.5 U/L en plasma

(37% de la actividad total), actividades significativamente mayores que las obtenidas en
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los otros dos pacientes estudiados. Estas actividades son en cierto modo sorprendentes,
pues representan respectivamente un 18% y un 39% del correspondiente limite inferior
del rango de referencia, y se ha sugerido que con una proporcion de 5 a 15% de actividad
normal de Hex A podria ser suficiente para mantener el catabolismo normal del
gangliosido GM2 (1, 2). En cualquier caso, los resultados obtenidos para este paciente
son claramente discriminatorios con respecto al grupo de portadores heterocigotos y al
grupo control (Figura 1y 2).

En conclusion la determinacion termodinamica para la determinacion de las
isoenzimas de la Hex en plasma posibilité la identificacion de los pacientes homocigotos
con variante B1 de gangliosidosis GM2, aunque en el caso de portadores heterocigotos
pueden obtenerse falsos resultados negativos. Sin embargo, la determinacion de las
isoenzimas de la Hex en lisados de leucocitos permitié distinguir claramente los pacientes

homocigotos con variante B1, portadores heterocigotos y sujetos control.
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VI. Relacidon entre los distintos marcadores de activacion

monocito / macréfago en la enfermedad de Gaucher tipo 1*

La enfermedad de Gaucher es debida a una deficiencia hereditaria de la enzima
lisosbmica B-glucosidasa (EC 3.2.1.45), con la consecuente acumulacion de
glicosilceramida en los lisosomas de los macréfagos (1, 2). Clinicamente, se han descrito
tres formas de la enfermedad: tipo 1 no neuropatica (la mas comun), tipo 2 neuropatica
aguda y tipo 3 neuropatica subaguda. En los pacientes con enfermedad de Gaucher tipo
1 las manifestaciones clinicas son resultado de una acumulacion de macréfagos que
causan aumento de tamafio y disfuncion de higado y bazo, y el acumulo de células de
almacenamiento causa alteraciones en médula 6sea y dafio 6seo (1).

La terapia de remplazamiento enzimatico es el tratamiento de elecciéon para la
enfermedad de Gauncher tipo 1, y el seguimiento bioquimico de la respuesta al
tratamiento es clinicamente importante. En cultivos celulares, el mRNA de Ia
quitotriosidasa (ChT) solamente es expresado en un avanzado estado de diferenciaciéon
de los monocitos a macréfagos activados, indicando una intensa regulacién de la
expresion enzimatica (3). La actividad de ChT en suero/plasma en pacientes no tratados
con enfermedad de Gaucher tipo 1 esta significativamente elevada y disminuye
gradualmente durante la terapia de remplazamiento enzimatico (4-8), siendo las
denominadas “células de Gaucher” la principal fuente de ChT sérica (4).

La enzima convertina-angiotensina (ECA) presente en suero es principalmente
producida en el endotelio vascular, aunque en algunas situaciones patoldgicas los
macrofagos tisulares y los monocitos circulantes pueden producir importantes cantidades
de esta enzima, convirtiéndose en la principal fuente de su actividad sérica (9, 10), lo que
podria explicar los aumentos de actividad sérica de ECA descritos en la enfermedad de
Gaucher (11, 12). La adenosina deaminasa (ADA) puede ser un indicador de activacion
macrofagica y la isoenzima ADA 2 sérica parece tener su origen exclusivamente en la
linea celular monocito/macréfago (13). La neopterina seria producida especificamente
por los monocitos/macrofagos activados en respuesta al interferén y producido por

linfocitos T activados (14, 15). Asimismo, se ha sugerido que la Hex podria aumentar en

*Casal JA, Lacerda L, Pérez LF, Pinto RA, Clara Sa Miranda M, Carlos Tutor J. Relationships
between serum markers of monocyte/macrophage activation in type 1 Gaucher's disease. Clin Chem
Lab Med 2002; 40: 52-5.
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algunos casos por activacion macrofagica (16, 17), habiéndose descrito previamente
aumentos de su actividad enzimatica en suero/plasma de pacientes con enfermedad de
Gaucher (18-20) que podrian ser de utilidad para el diagnéstico de pacientes
homocigotos y la deteccion de portadores heterocigotos (18).

El objetivo fue mostrar las relaciones encontradas entre estos marcadores de

activacidon monocito/macrofago en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo 1.

Material y métodos

Se estudiaron 44 pacientes (27 mujeres y 17 hombres) con enfermedad de Gaucher
tipo 1. Presentando una edad media (+ SEM) de 33.2 £ 2.2 anos (rango 9 - 63 anos).
Todos los pacientes procedian del norte de Portugal, y la caracterizacién bioquimica y
molecular de la enfermedad lisosomica se realiz6 en la unidad de enzimologia del
Instituto de Genética Médica “Jacinto Magalhaes” de Oporto. Para cada paciente la
severidad clinica de la enfermedad fue calculada en base al indice de Zimran (21). En 16
pacientes el estudio se hizo en el momento del diagndstico de la enfermedad y antes de
que se comenzase el tratamiento, y en los 28 casos restantes se administraba la terapia
de remplazamiento enzimatico con Imiglucerasa (Cerezyme®, Genzyme, Cambridge,
USA) siendo el tiempo medio de tratamiento 18.8 meses (rango 1-50 meses) antes.

La actividad sérica de la ChT se determind usando el método fluorimétrico de Hollak
y cols. (4) con ligeras modificaciones. La enzima angiotensina-convertina (ECA, EC
3.4.15.1) se determin6 usando el ACE Kinetic Test de Buhlmann Laboratorios (Allschwill,
Suiza). Para la adenosina deaminasa (ADA, EC 3.5.4.4) se utilizé el ADA Boehringer
Test Combination (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), que cuantifica la actividad de la
isoenzima ADA 2. La concentracion sérica de neopterina se determind por ELISA con
reactivos de IBL Gesellschaft fur Immunochemie und Immunobiologie GMBH (Hamburgo,
Alemania). La B-Hexosaminidasa (Hex, EC 3.2.1.52) y sus isoenzimas Hex A y Hex B

fueron determinadas como se describio previamente (22).

Resultados y discusién

Se identificaron tres pacientes con deficiencia de ChT; uno del grupo de pacientes
no tratados y dos del grupo de pacientes tratados. Todos los pacientes no tratados
presentaban niveles de ChT (excepto el caso con deficiencia de ChT), neopterina, ECA y

ADA mayores que los correspondientes limites superiores de referencia; sin embargo, en
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dos de los pacientes no tratados las actividades séricas de la Hex total y sus isoenzimas
estaban dentro del intervalo de referencia. En el grupo de los pacientes tratados se
encontré un descenso significativo para todas las variables bioquimicas estudiadas en
comparacién con el grupo de pacientes no tratados (p< 0.001). No se encontré una
correlacion significativa en ninguno de los grupos de pacientes estudiados entre los
marcadores de activacidon macrofagica y el indice de severidad clinica de Zimran, o entre
estos marcadores séricos y el tiempo de tratamiento en el grupo total de pacientes.

La Tabla 1 muestra el incremento de los diferentes marcadores en los grupos de
pacientes tratados y no tratados expresados como multiplos del limite superior de
referencia. En el grupo de pacientes no tratados el mayor incremento corresponde a la
ChT, seguido de neopterina, ECA, ADA y Hex. Aunque se encontré un incremento
significativo en este grupo tanto para la Hex A como la Hex B séricas en relacion a un
grupo control formado por 84 personas clinicamente sanas (p< 0.001), la actividad total
correlaciond significativamente con la proporcion en porcentaje de isoenzima Hex B (r=
0.584, p< 0.05), lo que indica que el incremento de actividad se produce principalmente a
expensas de la isoenzima Hex B. Sin embargo, en el grupo tratado no se encontré una
correlacion significativa entre la Hex total y la Hex B (r= 0.013). No se encontré una
diferencia significativa entre la proporcién de isoenzima Hex B (media £+ SEM) en el
grupo de los 16 pacientes no tratados (37.6 £ 1.96 %), los 28 pacientes tratados (33.2
1.55 %) y los 84 sujetos control (30.3 + 0.55 %).

Tabla 1. Valores de los diferentes marcadores de activacion macrofagica en
la enfermedad de Gaucher

Pacientes no tratados Pacientes tratados
(n=16) (n= 28)
Multiplos del limite superior de referencia
ChT? 170.9 + 35.3 19.7+ 3.4
Neopterina 92+1.2 42+04
ECA 48+0.8 1.8+ 0.1
ADA 42+04 1.9+£0.2
Hex Total 22103 1.0+0.0
Hex A 1.9+0.2 1.0+£0.0
Hex B 2905 1.1+01

a . . .
los casos ChT deficientes fueron excluidos; los valores se expresan en media + SEM
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La Tabla 2 muestra coeficientes de correlacion obtenidos entre los diferentes
marcadores de activacion de monocitos/macréfagos en los 44 pacientes estudiados,
existiendo una alta significacion estadistica en todos los casos. Sin embargo, los
coeficientes de correlacion parcial entre la ChT y la neopterina (manteniendo las otras
variables constantes) no alcanzé la significacion estadistica (r= 0.104). El coeficiente de
correlacion entre la isoenzima Hex B y los diferentes marcadores de activacion
macrofagica fueron mas bajos que los encontrados para la Hex A. Asimismo, no se
alcanzé la significacion estadistica en la correlacion parcial entre la Hex B sérica
(manteniendo la Hex A constante) y ChT (r= 0.044), neopterina (r= 0.051), ADA (r=
0.143), ECA (r= 0.018). En los grupos de pacientes no tratados y tratados, los
coeficientes de correlacion entre los diferentes marcadores de activacion macrofagica
fueron mas bajos que en el grupo total, aunque alcanzando la significacién estadistica

excepto entre ChT y neopterina.

Tabla 2. Correlacion entre los diferentes marcadores de activacién macrofagica
en pacientes con enfermedad de Gaucher (n= 44).

Neopterina ECA ADA Hex Total Hex A Hex B
ChT? 0.586* 0.882* 0.794* 0.747* 0.760* 0.685*
Neopterina = -=------- 0.591* 0.862* 0.792* 0.833* 0.683*
ECA 0.591*  eeeeeees 0.809* 0.638* 0.637* 0.609*
ADA 0.862* 0.809* = smeemeee- 0.818* 0.822* 0.764*
Hex Total 0.792* 0.638* 0.818* = meemeee- 0.973* 0.967*
Hex A 0.833* 0.637* 0.822* 0.973* = eeeeeeee- 0.884*
Hex B 0.683* 0.609* 0.764* 0.967* 0.884* = ememeeee-

a los casos ChT deficientes fueron excluidos; p< 0.001

Se ha descrito que una duplicacion 24 bp en el gen de la ChT tiene como resultado
la sintesis de una proteina inactiva, siendo la prevalencia de portadores heterocigotos
aproximadamente del 35 % (23) y para la deficiencia enzimatica de aproximadamente el
6 % (4, 6), aunque algunos autores sugieren que seria menor del 2 % (8). En nuestro
estudio de los 44 pacientes con enfermedad de Gaucher y de 103 individuos control,
encontramos 3 y 6 casos con deficiencia de ChT respectivamente. En los 44 pacientes
estudiados, tres eran homocigotos para la deficiencia de ChT, 19 portadores
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heterocigotos y 22 presentaban un genotipo ChT normal. Los coeficientes de correlacion
entre los niveles séricos de ChT y neopterina fueron analogos en los grupos de
portadores heterocigotos para la deficiencia de ChT (r= 0.542, p< 0.001) y con genotipo
ChT normal (r= 0.609, p< 0.001). Anéalogos resultados se obtuvieron para las
correlaciones entre la ChT y ECA, ADA y Hex para los dos grupos de pacientes.

En los pacientes no tratados el incremento en suero de los niveles ChT, fue mucho
mayor que el de los otros marcadores de activacion macrofagica, con un mayor
descenso después del comienzo de la terapia de remplazamiento enzimatico (Tabla 1).
Todos los pacientes no tratados, presentaron niveles en suero de ChT (excepto para el
paciente deficiente en ChT), neopterina, ECA y ADA mas altos que el limite superior del
rango de referencia. Con respecto a la Hex total y sus isoenzimas Hex A y Hex B, dos de
los pacientes presentaron actividades séricas comprendidas en los intervalos de
referencia, lo que supone una sensibilidad del 88%.

Nakagawa y cols (18) y Moffit y cols (19) observaron un aumento en la actividad de
la Hex en suero/plasma de pacientes con enfermedad de Gaucher, principalmente a
expensas de la Hex B. Se ha sugerido que el estudio rutinario de la Hex sérica podria ser
utilizado para el diagnostico y deteccion de portadores de Tay-sachs podria ser util
asimismo para el diagndstico y screening de la enfermedad de Gaucher (18). Sin
embargo, los datos de Natowicz y cols (20) no apoyan esta recomendacion, ya que no
todos los pacientes con enfermedad de Gaucher presentan elevaciones de la actividad
sérica de Hex y de la proporcion relativa de Hex B.

La marcada heterogeneidad de la actividad total de la Hex y de la proporcién
relativa de sus isoenzimas, en pacientes con enfermedad de Gaucher (20), podria ser
debida a la inclusién de pacientes no tratados y tratados con corticosteroides, y que
estos autores carecian de informacién clinica de la mayoria de sus pacientes. Tanto la
terapia de remplazamiento enzimatico (Tabla 1) como la medicacion con corticosteroides
(19) pueden disminuir la actividad sérica de la Hex en estos pacientes.

Debido a la liberacion de enzima de origen plaquetario durante la formacion del
codagulo, la actividad sérica de la Hex es significativamente mayor que la actividad en
plasma (24, 25), existiendo una correlacion significativa entre la diferencia de actividades
y el numero de plaquetas (25). Como la trombocitopenia es la alteracion mas
comunmente observada en sangre periférica de pacientes con enfermedad de Gaucher

(1, 2), debe esperarse un aumento de la sensibilidad diagndstica de la Hex en relacion a
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la obtenida por nosotros (88 %), si se utiliza plasma en lugar de suero para las
determinaciones enzimaticas.

En el grupo de pacientes no tratados, se obtuvo una correlacién significativa entre la
actividad sérica de Hex total y proporcion relativa de Hex B, lo cual indicaria que, aunque
aumentan las isoenzimas Hex A y Hex B, seria esta isoenzima la que aumenta en mayor
medida. Sin embargo, aunque el porcentaje de Hex B en este grupo de pacientes es
mayor que en el grupo de pacientes tratados y que el grupo control, no llegd a
alcanzarse una diferencia significativa.

La afectacion hepatica en la enfermedad de Gaucher (1, 2) puede conducir a un
ligero incremento en suero de las transaminasas, 5'nucleotidasa y fosfatasa alcalina (2,
26, 27), cuya actividad disminuye durante la terapia de remplazamiento enzimatico (27).
El dafo producido en los hepatocitos, asi como la obstruccion intrahepatica causada por
infiltracion, podria contribuir al aumento de la actividad sérica de la Hex en estos
pacientes, particularmente de la Hex B, cuya proporcion relativa aumenta en la
enfermedad hepatica (28, 29). Una mejora de la funcién hepatica podria explicar porque
no se encontraron correlaciones significativas entre la actividad sérica total de la Hex y el
porcentaje de Hex B en el grupo de pacientes tratados. Asimismo, los coeficientes de
correlacion parcial entre la actividad sérica de Hex B (manteniendo Hex A constante) y
ChT, neopterina, ECA y ADA no mostraron significacion estadistica. Este hecho y el
menor coeficiente de correlacién encontrado para la Hex B, con respecto a Hex A, con
los distintos marcadores de activacion macrofagica, sugiere que los hepatocitos juegan
un importante papel como fuente celular de la isoenzima Hex B sérica en pacientes con
enfermedad de Gaucher.

En los pacientes estudiados, se encontr6 una correlacién altamente significativa
entre todos los marcadores de activacion monocito/macréfago (Tabla 2). La mejor
correlacion se encontré entre la ChT y ECA, mientras que la peor fue entre ChT y
neopterina. Asimismo, la correlacién parcial entre ChT y neopterina manteniendo
constantes las demas variables, no alcanzé la significacién estadistica. Este hecho es
interesante teniendo en cuenta que ChT y neopterina son los marcadores que
presentaron mayores incrementos en nuestros pacientes, y podria sugerir que la
expresion de ChT es diferente a la de neopterina, cuya respuesta al interferon-y
producido por los linfocitos T es bien conocida (14, 15). El comportamiento de la

neopterina en la enfermedad de Gaucher no ha sido estudiado (14), pero la posible
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implicacion de los linfocitos T CD,” y CDg" en esta enfermedad (30) puede sugerir

investigaciones futuras de interés.
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VII. Isoenzimas de la 3-N-acetilhexosaminidasa en plasmay

leucocitos de sangre periférica en la artritis reumatoide*

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénica, casi siempre
progresiva, y caracterizada por la presencia de sinovitis acompanada de erosion y dafo
articular permanente. La valoracion de la actividad de la enfermedad utilizando
parametros de laboratorio es aun objeto de debate (1-3).

Un reciente estudio sugiere que la degradacién del cartilago en la artritis reumatoide
depende, al menos parcialmente, del aumento de Hex, una enzima lisosomal que puede
ser liberada al torrente sanguineo (4). La actividad sérica de Hex esta significativamente
aumentada en algunos pacientes con artritis reumatoide (4, 5), y esto puede ser debido a
una sobreproduccién de enzima a nivel articular (4), ya que se ha observado un
incremento de la actividad de Hex en cultivos de condrocitos articulares incubados con IL-
1B (4, 6), una de las principales citoquinas prodegradativas en liquido sinovial.
Consecuentemente, se ha sugerido que la Hex sérica podria ser un marcador de erosion
independientemente del estatus inflamatorio (4). Sin embargo, la actividad de la Hex en
suero humano tiene un importante origen plaquetario (7), y en pacientes con artritis
reumatoide el niumero de plaquetas circulantes esta frecuentemente incrementado (1), lo
que podria conducir a engafosos resultados.

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar los posibles aumentos de actividad de la
Hex, asi como de sus correspondientes isoenzimas Hex A y Hex B, en plasma y
leucocitos periféricos de pacientes con artritis reumatoide, y su posible correlacién con la

actividad y severidad de la enfermedad.

Material y métodos

Se estudiaron 51 pacientes (15 hombres y 36 mujeres) con una edad (media = SEM)
de 57.2 £ 1.7 afos (rango 23 - 78 afios) y diagnosticados de artritis reumatoide de
acuerdo con los criterios del Colegio Americano de Reumatologia (8) y que presentaban
un periodo de evolucién de la enfermedad de 10.9 + 1.2 afos (rango 1 - 40 afos). En casi

todos los casos el tratamiento antirreumatico se hacia con metotrexate. La evaluacion de

*Casal JA, Mera A, Pérez LF, Tutor JC. Plasma and peripheral leukocyte 3-N-acetylhexosaminidase
isoenzymes and disease activity in rheumatoid arthritis. Clin Biochem 2002; 35: 483-88.
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la capacidad funcional se hizo de acuerdo con la version espafola modificada del Health
Assessment Questionnaire (MHAQ) (9), y la evaluacion radiolégica se hizo mediante el
método de Sharp’s modificado, que evalua separadamente la erosién y la reduccion del
espacio articular con un maximo de puntuacién de 160 para las erosiones en las manos y
120 en los pies como se ha descrito previamente (10, 11). El grupo control estaba
formado por 58 individuos clinicamente sanos (31 hombres y 27 mujeres) con una edad
de 46.0 £ 1.2 afos (rango 31 - 68 afos). Las mujeres embarazadas y las que tomaban
anticonceptivos orales fueron excluidas.

Las muestras de sangre utilizadas para la separacion del plasma y leucocitos se

. . ® ., .
recogieron en tubos Vacutainer™ con EDTAK3 y para la obtencién de suero se utilizaron
. ® . P . .
tubos Vacutainer™ sin aditivo. Los leucocitos fueron aislados de las muestras de sangre

utilizando Polymorphoprep® solution (Axis-Xield Poc As, Oslo, Noruega), y la separacion
de los leucocitos mononucleares (MN) y polimorfonucleares (PMN) se hizo de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La determinacién de la heterogeneidad enzimatica de
la Hex se hizo termodinamicamente como se ha descrito previamente (12, 13). Para el
estudio de liberacion de la Hex plaquetaria se realizé una activaciéon de las plaquetas con
trombina en un plasma enriquecido de acuerdo con el procedimiento descrito por Emiliani
y cols (7) ligeramente modificado, y la actividad enzimatica se determind en el
sobrenadante obtenido por centrifugacion.

La enzima angiotensina-convertina (ECA, EC 3.4.15.1) se determiné utilizando el
ACE Kinetic Test de los Buhlmann Laboratories (Allschwill, Suiza). Para la adenosin
deaminasa (ADA, EC 3.5.4.4) se utilizo ADA Boehringer Test Combination (Roche
Diagnostics, Basilea, Suiza), que cuantifica principalmente la actividad de la isoenzima
ADA 2. La actividad sérica de la quitotriosidasa (ChT) se determiné utilizando el método
fluorimétrico de Hollak y cols (14) ligeramente modificado. La concentracion sérica de
neopterina se determind por ELISA con reactivos de IBL Gesellschaft fir Immunochemie
und Immunobiologie GMBH (Hamburgo, Alemania). La concentracion sérica de proteina
C reactiva fue determinada por nefelometria en un Immage Immunochemical system
(Beckman). El acido sialico se determind enzimaticamente en un analizador Hitachi 717
usando reactivos de Boehringer Mannheim (Roche Diagnostics). Las actividades séricas
de la aspartato aminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1.), alanina aminotransferasa (ALT, EC
2.6.1.2), lactato deidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27), glutamato deidrogenasa (GLDH, EC
1.4.1.3), 5’- nucleotidasa (5’NU, EC 3.1.3.5), fosfatasa alcalina (ALP, EC 3.1.3.1), v -
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glutamiltransferasa (GGT, EC 2.3.2.2) y colinesterasa (ChE, EC 3.1.1.8) se determinaron
en un analizador Hitachi 717, utilizando reactivos de Boehringer Mannheim (Roche

Diagnostic ) y Biomérieux SA (Marcy- L’Etoile, Francia).

Resultados y discusién

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para la actividad enzimatica y
energia de activacion aparente de la Hex, en tres plasmas enriquecidos en plaquetas
antes y después de la estimulacion plaquetaria con trombina. Como puede observarse, se
produjo un aumento significativo de la actividad enzimatica plasmatica después de la
estimulacion plaquetaria (p< 0.001); sin embargo, la energia de activacion aparente de la
Hex no se modificod significativamente, lo cual sugiere que la composicién isoenzimatica
no se veria alterada. Por otra parte, el estudio en paralelo de la actividad enzimatica de la
Hex en suero y plasma de 81 pacientes no seleccionados mostré que los valores medios
en suero fue significativamente mayor que en plasma (22.18 £ 1.74 U/L vs. 19.14 £ 1.77
U/L, p< 0.001), existiendo entre las actividades enzimaticas en suero y plasma una
correlacién altamente significativa (r= 0.953, p< 0.001). Se encontré una correlacion
significativa entre la diferencia de actividades enzimaticas suero/plasma y el numero de

plaquetas en sangre (Figura 1).

Tabla 1. Actividad enzimatica y energia de activacion aparente de la Hex en
plasmas ricos en plaquetas antes y después de la estimulacion
plaquetaria con trombina.

Antes de estimulacion Después de estimulacion

Plasmas Actividad (U/L) Ea (kJ/mol) Actividad (U/L) Ea (kJ/mol)

1 10.7 55.7 20.3 55.8
2 18.4 57.7 33.2 58.9
3 6.8 54.0 13.2 54.0
Media 12.0 55.8 223 56.2
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Figura 1. Correlaciéon entre la diferencia de actividades suero/plasma de la B-N-
acetilhexosaminidasa y el nimero de plaquetas en sangre.

Las energias de activacion de la Hex en suero y plasma presentaron un alto

coeficiente de correlacion (r= 0.986, p< 0.001), no encontrando diferencias significativas
entre las medias (55.85 + 0.47 kJ/mol vs. 55.96 + 0.50 kJ/mol). Estos resultados,

demuestran que si bien la actividad de la Hex en suero es significativamente mayor que

en plasma, su composicién isoenzimatica es similar en ambos medios biolégicos. Debe

sefalarse que el anticoagulante utilizado no interfiere en la determinacion de la actividad

enzimatica, por lo que teniendo en cuenta estos resultados, la determinacién de la Hex en

el grupo de pacientes con artritis reumatoide estudiados, se hizo en plasma y no en suero,

que es el medio biolégico utilizado por otros autores (4, 5).

No se encontraron diferencias significativas para la actividad de la Hex en plasma o

leucocitos cuando se hizo una dicotomia por sexos, consecuentemente tanto en el grupo

control como en el grupo de pacientes ambos sexos fueron considerados conjuntamente.
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La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos para la actividad total de Hex, asi como para
sus isoenzimas Hex A y Hex B, en plasma y en leucocitos MN y PMN. En el grupo de
pacientes con artritis reumatoide las actividades de Hex total y Hex B plasmaticas
presentaron valores significativamente mayores que los encontrados en el grupo control.
Del mismo modo, la proporcién relativa de isoenzima Hex B expresada en porcentaje fue
también significativamente mayor en el grupo de pacientes, aunque no se alcanzo la

correlacién significativa entre actividad total de Hex y la proporcién de Hex B (r= 0.226).

Tabla 2. Resultados obtenidos para la actividad de la Hex y su composiciéon isoenzimatica en
plasma y leucocitos de sujetos control y pacientes con artritis reumatoide.

Controles (n=58) Pacientes AR (n= 51)

Media + SD Mediana Media+SD Mediana Significacién

Plasma Hex (U/L) 9.29+226 8.94 10.54 + 2.61 9.82 p <0.01
Hex A (U/L) 6.39 £1.43 6.28 6.97 +1.70 6.51 NS
Hex B (U/L) 2.90+0.98 264 3.567+1.13 3.32 p <0.01
Hex B (%) 30.78+544 31.06 33.62+467 33.40 p<0.01

Células MN  Hex (U/g proteina) 20.10+4.38 20.00 21.11+467 20.75 NS
Hex A (U/g proteina) 11.17 257 1098 11.50+2.76 11.07 NS
Hex B (U/g proteina) 9.07 + 1.96 9.06 9.61+2.05 9.18 NS
Hex B (%) 4489317 4456 4569+2.76 4540 NS

Células PMN Hex (U/g proteina)  20.80£6.49 2056 27.54+870  26.57 p < 0.001
Hex A (U/g proteina) 14.96+4.23 1449 1957+6.15  19.22 p < 0.001
Hex B (U/g proteina) 5.83+1.89 571  7.97+283  7.38 p < 0.001

Hex B (%) 2826 +445 2745 29.03+3.96 28.39 NS

Por lo que se refiere a leucocitos PMN, las actividades especificas encontradas para
la Hex total, Hex A y Hex B, fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes
que en el grupo control; pero no se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos para los leucocitos MN. Asimismo, no se encontraron correlaciones significativas
entre las actividades de Hex en plasma y las actividades especificas en leucocitos MN y

PMN. En el grupo de pacientes estudiado, sélo dos casos presentaron actividades
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plasmaticas mas altas que el limite superior del intervalo de referencia, y en 5 casos las
actividades especificas para la Hex total, Hex A y Hex B en PMN superaron el limite
superior de los correspondientes intervalos de referencia.

En la Tabla 3 se muestran los coeficientes de correlacién obtenidos en el grupo de
pacientes entre las actividades plasmaticas y leucocitarias de Hex con el mHAQ, indice
de Sharp, numero de articulaciones inflamadas y tiempo de evolucion de la enfermedad.
Solo se encontré una correlacion significativa entre la actividad plasmatica de la
isoenzima Hex B y el numero de articulaciones inflamadas. El factor reumatoide presento
una correlacion significativa con el mHAQ (r= 0.286, p< 0.05) y el numero de
articulaciones inflamadas (r= 0.372, p< 0.01), pero no con la actividad plasmatica total de
la Hex, Hex A 6 Hex B. El mHAQ correlaciond significativamente con el indice de Sharp
(r= 0.676, p< 0.001), el numero de articulaciones inflamadas (r= 0.508, p< 0.001) y el
tiempo de evolucion de la enfermedad (r= 0.457, p< 0.001). El indice de Sharp present6
una correlacién significativa con el numero de articulaciones inflamadas (r= 0.358, p<

0.001) y tiempo de evolucion de la enfermedad (r= 0.680, p<0.001).

Tabla 3. Coeficientes de correlacion de la Hex en plasma, leucocitos y sus isoenzimas
con la actividad o severidad de la enfermedad en pacientes con AR.

mHAQ indice de N°de articulaciones Tiempo de

Sharp inflamadas evolucién
Plasma Hex (U/L) 0.182 -0.004 0.269 0.157
Hex A (U/L) 0.123 0.043 0.201 0.199
Hex B (U/L) 0.265 -0.003 0.356* 0.079
Células MN  Hex (U/g proteina) 0.139 -0.104 0.058 0.031
Hex A (U/g proteina)  0.209 -0.085 0.064 0.024
Hex B (U/g proteina)  0.014 -0.131 0.005 0.040
Células PMN Hex (U/g proteina) 0.201 0.058 -0.118 -0.030
Hex A (U/g proteina)  0.261 0.106 -0.118 0.013
Hex B (U/g proteina)  0.080 0.000 -0.150 -0.029

Significacién: * p < 0.05
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No se encontraron correlaciones significativas para la actividad plasmatica o
leucocitaria de la Hex con la proteina C reactiva (PCR), acido sialico y velocidad de
sedimentaciéon (VSG), que presentaron correlaciones significativas entre si (r= 0.609, p<
0.001). EI mHAQ present6 una correlacion significativa con VSG (r= 0.371, p< 0.01), por
su parte el indice de Sharp correlacion6 con la PCR (r= 0.336, p< 0.01), el acido sialico
(r= 0.364, p< 0.005) y VSG (r= 0.302, p< 0.05). El numero de articulaciones inflamadas
mostré una correlacion significativa con la PCR (r= 0.397, p< 0.005), acido sialico (r=
0.404, p< 0.005) y VSG (r= 0.466, p< 0.001). Por lo que se refiere a la actividades
plasmaticas de Hex total, Hex A y Hex B no presentaron correlaciones significativas con
los marcadores de activacion macrofagica neopterina, quitotriosidasa (ChT), ADA y ECA.
La neopterina correlacioné significativamente con el indice de Sharp (r= 0.343, p< 0.01) y
las actividades de ADA (r= 0.407, p< 0.001) y ECA (r= 0.348, p< 0.01).

La Tabla 4 muestra los coeficientes de correlacion de Hex total, Hex A 'y Hex B
plasmaticas con otras enzimas seéricos, encontrando soélo significacion estadistica con
ChE y AST. La ALP presentd correlaciones significativas con el mHAQ (r= 0.331, p<
0.05), indice de Sharp (r= 0.397, p< 0.01), tiempo de evolucién de la enfermedad (r=
0.438, p< 0.001), la PCR (r= 0.331, p< 0.05), acido sialico (r= 0.337, p< 0.05) y VSG (r=
0.363, p< 0.05).

Tabla 4. Coeficientes de correlacion de la Hex y sus isoenzimas en plasma con
diferentes enzimas séricas en pacientes con artritis reumatoide. (n= 51).

Hex Hex A Hex B
AST 0.373* 0.374* 0.262
ALT 0.219 0.223 0.122
LDH 0.188 0.207 0.145
GLDH 0.098 0.116 0.069
5'NU 0.128 0.108 0.156
ALP 0.148 0.147 0.109
GGT 0.265 0.275 0.229
ChE 0.461* 0.508* 0.381*

Significacion: * p < 0.01
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De acuerdo con los resultados obtenidos por Emiliani y cols la activacion con
trombina de las plaquetas provoca una liberacién de actividad de Hex (7). Debido a esta
liberacion de enzima plaquetaria durante la formacién del coagulo, la Hex en suero es
significativamente mayor que en plasma, existiendo una correlacion significativa entre
esta diferencia de actividades y el numero de plaquetas en sangre (Figura 1). La artritis
reumatoide cursa frecuentemente con trombocitosis, y en el grupo de pacientes estudiado
se encontré una correlacion significativa entre el numero de plaquetas en sangre y el
numero de articulaciones inflamadas (r= 0.333, p< 0.05), la PCR (r= 0.313, p< 0.05) y
acido sialico (r= 0.459, p< 0.01). Consecuentemente la determinacion de Hex sérica en
pacientes con artritis reumatoide realizada en estudios previos por otros autores (4, 5),
podrian conducir a resultados engafiosos, siendo el plasma la muestra bioldgica de
eleccion.

Recientemente Shikman y cols demostraron que la Hex es la glicosidasa dominante
en la degradacién de glicosaminoglicanos, y que dicha enzima puede ser liberada por los
condrocitos articulares humanos al compartimento extracelular (6). Por tanto una
inhibiciéon quimica de la actividad de Hex podria representar una nueva estrategia para
prevenir, o incluso revertir, el proceso de degradacion del cartilago en pacientes con
osteoartritis (15). En pacientes con artritis reumatoide una actividad elevada de enzimas
lisosdmicas en liquido sinovial esta asociada con una mas severa destruccion de la
articulacion y observable por examen radiolégico (16). De acuerdo con Berenbaum y cols
(4) la Hex sérica en pacientes con artritis reumatoide tendria su origen en los condrocitos
del cartilago, por lo que esta enzima podria ser utilizada como marcador de degradacion
del mismo. Sin embargo, los aumentos observados en nuestro estudio tanto para la Hex
total en plasma como para la isoenzima Hex B, aunque estadisticamente significativos,
son bastante modestos (Tabla 2).

El efecto que el tratamiento farmacolégico puede tener sobre la actividad enzimatica
en estos pacientes es bien conocido, aunque verdaderamente no se encontrdé una
correlacién significativa entre la Hex plasmatica y la destruccion articular evaluada
radiolégicamente mediante el indice de Sharp modificado. Tampoco se alcanzaron
correlaciones significativas de la Hex plasmatica con la actividad o severidad de la
enfermedad estimada mediante el mMHAQ, numero de articulaciones inflamadas o tiempo
de evolucién de la enfermedad, ni con los marcadores de laboratorio de inflamacion. Se

podria decir de forma similar a lo sefialado por Berembaum y cols (4), que la actividad de
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la Hex en suero es independiente del estatus inflamatorio en pacientes con artritis
reumatoide.

La aumentada liberacién de Hex por los condrocitos activados en medios de cultivo
sugiere que el cartilago es una fuente de Hex en las articulaciones de pacientes artriticos
(4). Sin embargo, teniendo en cuenta el elevado numero de leucocitos presentes en
liquido sinovial en la artritis reumatoide, podria también sugerirse que estas células
fuesen otra fuente de actividad Hex (4). Veys y cols (17) observaron que los leucocitos del
liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide contienen mas Hex que los leucocitos
de sangre periférica, y la actividad enzimatica en liquido sinovial de estos pacientes es
marcadamente mayor que la actividad sérica (4, 17). En nuestro estudio, no se
encontraron correlaciones significativas de la actividad plasmatica de la Hex total y sus
isoenzimas con la LDH sérica, que se ha propuesto como una medida integrada de la lisis
de PMN en todas las articulaciones de pacientes con artritis reumatoide (18, 19).

Aunque la actividad de las enzimas lisosomicas en suero o plasma pueden reflejar
un aumento de actividad macrofagica total en el organismo, Falkenbach y cols sugieren la
posibilidad de que la B-glucuronidasa en suero pueda ser un marcador de actividad
macrofagica intra-articular (20-22), y podria ser usada como indicador precoz de la
eficacia del tratamiento farmacoldgico en pacientes con artritis reumatoide (20). En
enfermedades autoinmunes tiene lugar una activacion de la inmunidad celular y el efecto
de las diversas citocinas sobre las poblaciones monocito/macrofago podria ser estimado
por la determinacion de la neopterina sérica (23). Las enzimas ChT (24), isoenzima 2 de
ADA (25) y ECA (26) son otros posibles marcadores de activacion monocito / macrofago.
En el grupo de pacientes estudiados ninguna de estas variables bioquimicas presento
una correlacién significativa con la Hex y sus isoenzimas Hex A y Hex B, lo que podria
indicar que su actividad plasmatica en la artritis reumatoide no sea modulada por la
activacion macrofagica.

Estudios previos han mostrado que la proporcién de leucocitos neutréfilos activados
en sangre periférica, es significativamente mas alta en pacientes con artritis reumatoide
que en controles (27). No obstante, los niveles intracelulares de las enzimas lisosdmicas
B-glucuronidasa y lisozima de neutrofilos aislados de sangre periférica de pacientes con
artritis reumatoide no estan alterados en comparacion con los de sujetos normales (28,
29). Asimismo, los neutréfilos aislados de pacientes con artritis reumatoide presentan una
menor liberacion espontanea de las enzimas lisosémicas contenidas en los granulos

especificos (29). En nuestro grupo de pacientes se encontré un incremento significativo
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en la actividad especifica de Hex total, Hex A y Hex B en leucocitos PMN periféricos (p<
0.001) pero no se encontré una correlacion significativa con la actividad enzimatica en
plasma.

La aumentada excrecién urinaria de acido D-glucarico en pacientes con artritis
reumatoide sometidos a tratamiento con farmacos antirreumaticos probablemente refleja
un aumento del metabolismo hepatico (30). Un aumento de la actividad de Hex total, asi
como de la proporcion en porcentaje de isoenzima Hex B en suero/plasma, se observa
frecuentemente en enfermedades hepaticas (31, 32). Sin embargo las enzimas
lisosdbmicas podrian ser secretadas al plasma por células intactas contrariamente a las
enzimas mitocondriales y citoplasmaticas liberadas por dafio celular (33). La correlacion
significativa en el grupo de pacientes entre la actividad plasmatica total de Hex y sus
correspondientes isoenzimas, con la CHE sérica, podria sugerir un origen hepatico para
los moderados incrementos encontrados, posiblemente debido a un aumento de
secrecion de precursores de alta masa molecular recientemente sintetizados. La ausencia
de una correlacion significativa entre la Hex plasmatica y las actividades séricas de GGT,
ALP y 5'Nu puede ser debido al hecho que estas enzimas podrian comportarse como
marcadores de inflamacion en la artritis reumatoide (34-36).

En conclusion, aunque la Hex participa en la degradacion de la matriz extracelular
del cartilago humano (4, 6, 15), nuestros resultados muestran que la actividad plasmatica
de la Hex, o incluso sus isoenzimas Hex A y Hex B, no puede utilizarse como una prueba
adecuada para evaluar la actividad o severidad de la artritis reumatoide. La funcion
hepatica parece ser el principal determinante de la actividad de las isoenzimas de Hex en

plasma.
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VIIl. Relacién entre la concentraciéon plasmatica de amonio y
la actividad isoenzimatica de la B-N-acetilhexosaminidasa

en la cirrosis hepatica*

En las enfermedades hepaticas, la degeneracion de las células parenquimatosas
implica un incremento del numero de lisosomas y de la actividad enzimatica lisosomal
(1). El'incremento de actividad en suero/plasma de la B-N-acetilhexosaminidasa (Hex) en
pacientes con cirrosis o colestasis hepatica es un hecho bien documentado (2-5). Se ha
sugerido que la Hex sérica, tanto en la cirrosis humana como en la inducida
experimentalmente y en la colestasis, procede fundamentalmente de hepatocitos
degenerados y también, de macréfagos activados e hipertrofiados (1, 6). El aumento de
la actividad sérica de Hex es probablemente consecuencia de un incremento de su
sintesis y/o de una disminucion del aclaramiento plasmatico de esta enzima que se
realiza a través de receptores especificos (1, 3, 7, 8). Otras causas, como la alteracién
del flujo biliar y la activacion de macrofagos / células de Kupffer podrian explicar también
el aumento de actividad enzimatica (2-6). Sin embargo, no se han encontrado
correlaciones significativas entre las actividades en higado y suero para la Hex (1).

Los resultados obtenidos por Hultberg y cols en cultivos de fibroblastos humanos
(9), en una linea celular de hepatoma (10) y en modelos experimentales en ratas (11),
han puesto de manifiesto que el amoniaco puede favorecer la secrecion de Hex al medio
extracelular. Consiguientemente estos autores especulan que el aumento de
concentracion plasmatica de amonio en pacientes con enfermedades hepaticas podria
contribuir a un incremento de la secrecion y cesién de la enzima al plasma (9, 10). En

este apartado se intentd verificar la hipotesis realizada por estos autores.

Material y métodos

Se estudiaron 35 pacientes (28 hombres y 7 mujeres) con una media de edad (
SD) de 55.3 £ 10.7 afios (rango 30-73 anos) y con diagndstico de cirrosis hepatica
predominantemente de origen alcohdlico (n= 30), que se confirmdé por biopsia en 20

casos. Los 15 restantes, que no fueron biopsiados debido a la presencia de una

* Pérez LF, Casal JA, Rojas P, Tutor JC. Relationship between plasma ammonia concentration and
B-N-acetylhexosaminidase isoenzyme activities in liver cirrhosis. Clin Chem Lab Med 2000; 38: 1237-
41.
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coagulopatia, fueron diagnosticados de cirrosis en base a la presencia de insuficiencia
hepatica, ascitis y/o hipertensién portal. En todos los casos, las muestras de sangre
procedentes de pacientes alcohdlicos se recogieron después de un periodo minimo de
abstinencia alcohdlica de al menos 10 dias. Embarazadas y pacientes con otro tipo de
enfermedades malignas fueron excluidos. El grupo control lo formaron 114 individuos
clinicamente sanos (88 hombres y 26 mujeres) con edades analogas a las del grupo de
pacientes.

Las muestras de sangre fueron recogidas en tubos Vacutainer®, con y sin EDTA
para la separaciéon de plasma y suero respectivamente. La actividad plasmatica de la Hex
total y de sus correspondientes isoenzimas Hex A y Hex B se hizo termodindmicamente
utilizando el CPR-NAG como substrato, realizando la caracterizacion termodinamica de
la heterogeneidad enzimatica de Hex en plasma en base a que la energia de activacion
de Hex B (Ea= 75.1 kd/mol) es significativamente mayor que la de Hex A (Ea= 41.8
kd/mol) (12, 13). La concentracion plasmatica de amonio se determiné mediante el
método de azul de bromofenol en un analizador Kodak Ektachem 250 (Johnson and
Johnson Clinical Diagnostics Inc; Rochester, USA), tomando particular cuidado tanto en
la obtenciéon como en el almacenamiento de las muestras (14). Las actividades en suero
de la y—glutamiltransferasa (GGT, EC 2.3.2.2), aspartato aminotransferasa (AST, EC
2.6.1.1), alanina aminotransferasa (ALT, EC 2.6.1.2), glutamato dehidrogenasa (GLDH,
EC 1.4.1.3) y colinesterasa (CHE EC 3.1.1.8), asi como las concentraciones de albumina
y bilirrubina fueron determinadas en un analizador Hitachi 717, usando reactivos de
Roche Diagnostics (Basilea, Suiza). Los acidos biliares totales en suero se determinaron
mediante un método enzimatico, utilizando reactivos de Diagnostica Merck (Darmstadt,

Alemania), adaptado al analizador centrifugo Cobas Fara Il (15).

Resultados y discusién

En 24 de los 35 pacientes estudiados la concentracién plasmatica de amonio fue
mayor de 35 umol/L, limite superior de referencia del método usado. La Tabla 1 muestra
los resultados obtenidos para la actividad plasmatica de Hex total y sus isoenzimas en el
grupo de pacientes y el grupo de sujetos control, existiendo una diferencia significativa
entre ambos (p< 0.001). La proporcién relativa en porcentaje para la isoenzima Hex B no

revelé una diferencia significativa entre ambos grupos, aunque en el grupo de pacientes
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se encontrd una correlacion significativa del porcentaje de Hex B con la actividad total de
Hex (r= 0.498, p= 0.002).

Tabla 1. Actividad plasmatica de la B-N-acetilhexosaminidasa (Hex) y su composicion
isoenzimatica en el grupo de pacientes con cirrosis hepatica y en controles.

Pacientes (n= 35) Controles (n= 114)
Media £ SEM Mediana Media £ SEM Mediana
Hex (U/L) 15.3 £ 0.82* 13.8 7.9+0.15 7.8
Hex A (U/L) 10.6 £ 0.50* 9.8 55+0.10 5.4
Hex B (U/L) 4.7 + 0.40* 4.0 2.4 +0.06 2.3
Hex B (%) 29.9 +1.17 28.5 30.3 +0.28 30.0

Diferencias de significaciéon con respecto al grupo control: * p< 0.001

La Tabla 2 muestra los coeficientes de correlacion obtenidos para las diferentes
variables bioquimicas estudiadas en el grupo de pacientes con enfermedad hepatica. Se
encontré una correlacién altamente significativa entre la proporcion en porcentaje de la
isoenzima Hex B y la concentracion de amonio plasmatico (Figura 1). La correlacion
parcial manteniendo constante el resto de las variables bioquimicas de la concentracion
plasmatica de amonio con la actividad de Hex B (r= 0.658, p< 0.001) y porcentaje de Hex
B (r= 0.501, p< 0.01), fueron estadisticamente significativas. La correlacién parcial entre
la concentracion de acidos biliares en suero y el porcentaje de Hex B también resulté

estadisticamente significativa (r= 0.501, p< 0.05).
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Tabla 2. Correlacion de la actividad en plasma de la B-N-acetilhexosaminidasa (Hex) y
sus isoenzimas con diferentes marcadores bioquimicos de dafo hepatico en
el grupo de pacientes cirréticos (n= 35).

Amonio Hex Hex A Hex B Hex B (%)

Amonio — 0.490** 0.265 0.709*** 0.779***
AST 0.545*** 0.585*** 0.695*** 0.663*** 0.476**
ALT 0.417** 0.490** 0.483** 0.420** 0.436**
GGT 0.424** 0.585*** 0.572*** 0.548*** 0.237
GLDH 0.399** 0.572*** 0.475** 0.641*** 0.577***
CHE -0.405* -0.394* -0.374* -0.455** -0.264
Albumina -0.551** -0.533***  -0.422** -0.620**  -0.426**
Bilirrubina 0.604*** 0.289 0.201 0.456™* 0.452**

Acidos biliares* 0.570** 0.712*** 0.687*** 0.775*** 0.540**

Significacién: *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001; # n= 28
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Figura 1. Correlacion entre la concentracion plasmatica de amonio y la proporcién en
porcentaje de isoenzima Hex B (n= 35, r=0.779, p< 0.001).
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La adicion de NH4CI (1.0 mmol/L) o bilirrubina (513 umol/L) a un pool de plasmas no
afecto significativamente a la energia de activacion aparente ni a la actividad enzimatica
de la Hex (datos no presentados). La incubacion a 37°C durante 48 horas de un pool de
plasmas ajustado a un pH= 7.3 con CIH 1 mol/L en viales Eppendorff (Hamburgo,
Alemania) cerrados y sin aire entre la muestra y la tapa para evitar pérdidas de CO; y un
aumento del pH (16), revelé una gradual inactivacion de la Hex (Figura 2). Aunque la
variacion de la energia de activacion aparente fue despreciable durante las 7 primeras
horas de incubacién (CV= 0.27%), después se observd un significativo incremento para
esta variable termodinamica (Figura 2); sin embargo la actividad residual de las
isoenzimas Hex A y Hex B nunca se diferenci6 mas de un 20% durante el tiempo de
incubacion (Figura 3). Los resultados obtenidos para la composicion isoenzimatica de la
Hex (porcentaje de isoenzima Hex B) en un pool de plasmas con pH ajustado, mediante
la determinacién de la energia de activacién aparente enzimatica y utilizando un método
de inactivacion térmica a 52 °C (17) de la isoenzima Hex A, proporcionan resultados
concordantes tanto antes (31.8% vs. 32.8%) como después de 24 horas de incubacion a

37 °C (40.0% vs. 40.1%).
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Figura 2. Efecto de la incubacién a 37 °C sobre la actividad enzimética () y la energia de

activacion aparente (o) de B-N-acetilhexosaminidasa total (Hex) en un pool de
plasmas ajustado a pH= 7.3
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Figura 3. Efecto de la incubacién a 37 °C sobre la actividad enzimética de las isoenzimas
Hex A (0©) y Hex B (®) en un pool de plasmas ajustado a pH= 7.3.

Las causas mas frecuentemente asociadas a un aumento de actividad plasmatica
de Hex son enfermedad hepatica, alcoholismo y embarazo (2, 3, 5). Este incremento de
actividad enzimatica es debido fundamentalmente a un incremento de la Hex P (3, 5),
que basicamente solo se diferencia de la isoenzima Hex B por presentar un mayor
contenido en &acido sialico (18), con energias de activacién aparente analogas para
ambas formas enzimaticas (12).

En el grupo de pacientes estudiados, se encontré6 un aumento significativo para la
actividad en plasma de las isoenzimas Hex A y Hex B (Tabla 1), sin embargo, el
porcentaje de Hex B no mostrd diferencias significativas con respecto al grupo control.
Esto podria ser debido a la rapida desaparicion que se produce en suero de la Hex B
durante la abstinencia alcohdlica (19, 20) y a la existencia de cirrosis en nuestros
pacientes, donde la proporcion de Hex A en plasma tiende a ser mayor que en otras
enfermedades hepaticas (2, 3, 21).

Los resultados obtenidos por otros autores en la correlacion de la actividad de la

Hex en suero/plasma con los marcadores bioquimicos clasicos de dafo hepatocelular o
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colestasis en pacientes con enfermedad hepatica o en animales de experimentacion, no
son del todo concordantes (4, 5, 8, 22). En el grupo de pacientes estudiado por nosotros
se encontrd una correlacion positiva y estadisticamente significativa para Hex y sus
isoenzimas Hex A y Hex B con los marcadores bioquimicos de dafio hepatocelular (AST,
ALT y GLDH) y colestasis (GGT, bilirrubina y acidos biliares), y una correlacion negativa
con los marcadores de insuficiencia hepatocelular (albumina y CHE) tal y como se
muestra en la Tabla 2.

Los cationes NH;" causan una inhibicién en la maduracion de los precursores de
alta masa molecular de Hex, interfiriendo en su transporte hacia los lisosomas mediante
receptores especificos de manosa-6-fosfato (9-11). Esto conduce a un incremento en la
secrecion de formas enzimaticas recientemente sintetizadas al medio extracelular.
Aunque las concentraciones plasmaticas de amonio en las enfermedades hepaticas son
mucho menores que las utilizadas por Hultberg y cols en sus modelos experimentales,
estos autores sugieren que después de un largo periodo podria ser posible lograr
concentraciones intracelulares de amonio lo suficientemente elevadas para favorecer una
secrecion aumentada de Hex hepatica al plasma (9-11). Nuestros resultados parecen
estar en la linea con esta hipotesis, pues en el grupo de pacientes cirréticos estudiados
se encontré una relacion significativa entre las concentraciones de amonio y las
actividades de Hex B en plasma. La determinacion de Hex en plasma evitaria un posible
enmascaramiento de los resultados, como consecuencia de la liberacién que se produce
de enzima procedente de las plaquetas al suero durante el proceso de coagulacion (17).

Los estudios realizados por Hultberg y cols en cultivos de fibroblastos (9) y células
Hep G2 (10) revelaron que la adicion de NH4Cl al medio se tradujo en una aumentada
liberacion de Hex total. Paralelamente, la proporcion de Hex B extracelular aumentd con
el tiempo, debido a la rapida inactivacion que se produce de la Hex A a 37 °C, y esto
podria explicar el incremento de las isoformas de Hex B (particularmente Hex P) en el
suero de pacientes con enfermedad hepatica (9, 10). Sin embargo, se ha sugerido que la
inactivacion en el plasma no es aparentemente un mecanismo importante para la
eliminacién enzimatica en el torrente circulatorio (23).

La inactivacion térmica de enzimas esta fuertemente influenciada por Ila
concentracion proteica del medio (24), y es importante considerar que esta concentracion
es mucho mayor en plasma humano que la utilizada en cultivos celulares. La estabilidad
de Hex a 37 °C en muestras de suero esta directamente relacionada con el pH, asi a pH=

6.0 no se producen cambios significativos de la actividad enzimatica en las primeras 24
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horas, mientras que a pH= 8.0 existe una importante inactivacion durante las 6 primeras
horas de incubacion (17). Como se ha visto en los resultados antes presentados, en un
pool de plasmas ajustado a pH= 7.3 e incubado a 37 °C se observd una inactivaciéon
gradual de la Hex (Figura 2). El incremento de la energia de activacién aparente durante
el envejecimiento de la Hex plasmatica en estas condiciones de pH y temperatura, es
debido a la mayor inactivacién de la Hex A con el consecuente aumento de la proporcion
relativa de Hex B, como se muestra por los resultados obtenidos para la composicion
isoenzimatica utilizando el método de inactivacion térmica.

El descenso de actividad enzimatica no puede ser explicado por la aparicion de mas
0 menos moléculas inactivas en el plasma, con mayor energia de activacion y menor
actividad catalitica especifica. Nuestros resultados sugieren que la inactivacién de Hex
en plasma sucede de acuerdo con el principio de todo o nada, y normalmente las
moléculas activas estan presentes junto con moléculas completamente inactivas. Dado
que estas moléculas inactivas no pueden contribuir a la hidrélisis del substrato y al
incremento temperatura-dependiente de la velocidad de reaccion, las energias de
activacién de las isoenzimas Hex A y Hex B activas permanecen constantes. Asi, en
condiciones fisioldgicas de pH y temperatura tras las primeras 7 horas de incubacion, la
isoenzima Hex A en las muestras de plasma se inactiva en mayor medida que la Hex B,
aunque parece que la diferencia de estabilidad es menor que la descrita para las
isoenzimas secretadas en cultivos celulares (9, 10).

Aunque los resultados encontrados no pueden ser totalmente extrapolados a
pacientes humanos, la vida media de las formas plasmaticas de Hex humana tras ser
infundidas en la circulacién de ratones es de aproximadamente 2-4 horas (25). Por los
resultados mostrados en la Figura 3 para la estabilidad de las isoenzimas de Hex en
plasma, no parece que el incremento en proporcion de Hex B en enfermedades
hepaticas se deba unicamente a la inactivacion de Hex A a nivel circulatorio. En cultivos
celulares las subunidades o y B son sintetizadas aproximadamente en cantidades
similares, aunque, estas dimerizan a diferente velocidad, posiblemente debido a paso
velocidad limitante en la asociacion de las subunidades o (26). En los pacientes con
enfermedad hepatica, las subunidades [3 recientemente sintetizadas podrian dimerizarse
mas rapidamente para formar Hex B, cuya secrecién al plasma podria verse
incrementada por la accion del amonio. La correlacion encontrada entre la concentracion

plasmatica de amonio y la proporcién de Hex B apunta en esta direccion.
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En cualquier caso, el mecanismo por el cual se producen incrementos de las
isoenzimas de Hex en plasma en las enfermedades hepaticas es multifactorial. De
hecho, se encontré una correlacion parcial significativa entre la proporcion de Hex B y la
concentracion de acidos biliares, que segun Hultberg y cols no afectarian a la secrecion
de Hex al medio extracelular (10). En la enfermedad hepatica el deterioro de la sintesis
de urea conduce a un aumento en la concentracion plasmatica de amonio,
especialmente en la cirrosis, con una derivacion de este hacia la sangre venosa portal y
una pérdida de masa funcional hepatica (27). Sin embargo, en pacientes cirréticos la
proporcion de Hex A en higado (21) y suero (2, 3, 21) puede ser mayor que en pacientes
no cirroticos, posiblemente debido a una reaccidn mesenquimatosa (21, 27). Estos
aspectos deben ser estudiados en un amplio grupo de pacientes cuya enfermedad

hepatica sea caracterizada por criterios clinicos, bioquimicos y anatomopatolégicos.
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IX. Caracterizacion termodinamica de la composicién
isoenzimatica de la B-N-acetilhexosaminidasa

en plasma seminal*

Aunque ya en 1986 Kapur y Gupta caracterizaron las isoenzimas Hex A y Hex
B en plasma seminal humano (1), en trabajos posteriores soélo se presté atencion a la
actividad enzimatica total (2-5), habiéndose sugerido su utilizacién como un posible
marcador bioquimico de azoospermia (4).

En el presente apartado, se presentan los resultados del estudio
termodinamico de la heterogeneidad enzimatica de la Hex utilizando la energia de
activacion aparente de la enzima en plasmas seminales de individuos

NOrmozoospermicos, oligozoospérmicos, azoospérmicos y vasectomizados.

Material y métodos

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacién, después de un
periodo de 4 dias de abstinencia sexual, de 86 hombres con una media (+ SEM) de
edad de 34.86 + 0.68 anos (rango de 20.0-50.0 afos). ElI recuento de
espermatozoides, asi como el estudio de su motilidad y vitalidad, se hizo tras la
licuefaccion del semen y dentro de la primera hora después de la eyaculacion, de
acuerdo con los métodos estandarizados propuestos por la O.M.S. (6). Una alicuota
de los eyaculados se centrifugd a 800g durante 10 minutos y el sobrenadante
obtenido libre de espermatozoides se congel6 a —37 °C hasta el momento de ser
procesada para determinar la actividad de la Hex. De acuerdo con los criterios de la
O.M.S. se consideraron normozoospérmicos los eyaculados que presentaron mas de
20 millones de espermatozoides/mL de eyaculado y oligozoospérmicos los
eyaculados presentando menos 20 millones de espermatozoides/ mL.

La determinacion de la Hex y el calculo de su energia de activacion aparente
en las muestras de plasma seminal se hicieron como se ha descrito previamente (7).
El posible efecto inhibidor de la albumina sobre la actividad enzimatica de la Hex (8)

no fue considerado teniendo en cuenta la baja concentracion de albumina que

*Casal JA, Vizcaino L, Garcia-Devesa J, Tutor JC. Thermodynamic study of j-N-
acetylhexosaminidase enzyme heterogeneity in human seminal plasma. Clin Chim Acta 2005;

355: 55-60.
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presenta este tipo de muestras biologicas (0.68 £ 0.03 g/dL). La inactivacion térmica
de la isoenzima Hex A se realiz6 como se ha descrito previamente (8) para muestras
de plasma sanguineo. Las muestras de plasma seminal se ajustaron a un pH= 5.8
con acido acético siendo incubadas posteriormente a 52 °C en tubos Eppendorf®
herméticamente cerrados y sin camara de aire en su interior para evitar la pérdida de

CO. y el consiguiente aumento de pH (9).

Resultados y discusién

El tratamiento térmico a 52 °C de un pool de plasmas seminales, condujo a una
inactivacion gradual de la Hex, con estabilizacion de la actividad residual a las 9 horas
de incubacion (Figura 1), que corresponderia a la isoenzima Hex B termoestable (8).
La energia de activaciéon aparente de la Hex aumentd con el tiempo de calentamiento
hasta alcanzar un valor de aproximadamente de 72 kJ/mol para tiempos de
incubacion mayores de 8 horas como se indica en la Figura 1.
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Figura 1. Actividad residual de la Hex total () y energia de activacién aparente (o) en
un pool de plasmas seminales ajustados a pH= 5.8 e incubados a 52° C.
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En 11 plasmas seminales (9 nativos y dos previamente termoinactivados), se
determind la proporcion relativa de isoenzima Hex B por inactivacion térmica a 52 °C
durante 9 horas y la energia de activacién aparente de la Hex. En la Figura 2 se
indica la relacion existente entre ambas variables, permitiendo la determinacion de la
composicion isoenzimatica de la Hex en plasma seminal a partir de la energia de
activacidn enzimatica aparente. Asignando a la proporcion relativa de Hex B los
valores limite de 0% y 100%, se calcularon unas energias de activacion de 41.5

kd/mol para Hex Ay 72.3 kJ/mol para Hex B.
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Figura 2. Correlacién y regresion entre la energia de activacién aparente de la Hex total
y la proporcion relativa de la isoenzima Hex B en plasmas seminales nativos
(*) e inactivados térmicamente (o).

El total de 86 plasmas seminales estudiados se distribuyeron en cuatro grupos:
normozoospérmicos (n= 38), oligozoospérmicos (n= 17), azoospérmicos (n= 9) y
vasectomizados (n= 22). En la Tabla 1 se indican los resultados para la actividad total
de la Hex y sus isoenzimas en los distintos grupos estudiados. El grupo de plasmas
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normozoospérmicos presentd una actividad de Hex A significativamente mayor (p<
0.05) y proporcion de Hex B significativamente menor (p< 0.05) que el grupo de
plasmas azoospérmicos; sin embargo, no presenté diferencias con respecto al grupo
de plasmas oligozoospérmicos. El grupo de plasmas azoospérmicos presentd
actividades significativamente mayores de Hex total, Hex A y Hex B (p< 0.05) que el
grupo de vasectomizados. Los grupos de normozoospérmicos y oligozoospérmicos
presentaron actividades significativamente mas elevadas para Hex total, Hex A y Hex
B (p< 0.001) y proporciones significativamente mas bajas de la Hex B (p< 0.05) que el
grupo de vasectomizados. En la Figura 3 se indica la distribucién de las actividades
de la Hex total, Hex A y Hex B en los distintos grupos de plasmas seminales
estudiados. ElI menor solapamiento entre los grupos de normozoospérmicos y
azoospérmicos se obtuvo para la actividad de la isoenzima Hex A, aunque no parece
tener un valor diagnostico adecuado. La consideracion de las actividades enzimaticas
especificas (U/g proteina) de la Hex y sus isoenzimas no aportd datos de interés

adicional.
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En los 55 plasmas seminales de los grupos de normozoospérmicos y
oligozoospérmicos se encontraron correlaciones simples significativas de las

actividades de la Hex y sus enzimas con los contajes de espermatozoides (Tabla 2).

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de la Hex total, Hex A y Hex B con el nimero
de espermatozoides en plasma seminal de normozoospérmicos y
oligozoospérmicos.

Total Vivos Muertos Moviles Inmoviles
Hex Total 0.410" 0.377" 0.494" 0.328" 0.487"
Hex A 0.359" 0.329 0.447" 0.296° 0.443"
Hex B 0.385 0.3517 0.468" 0.304° 0.460"

Significaciéon: ** p< 0.01, * p< 0.05.

Sin embargo, debido a la alta correlacion existente entre los recuentos de
espermatozoides vivos y muertos (r= 0.902, p< 0.001)) y moviles e inmdviles (r=
0.908, p< 0.001), se realizé el correspondiente estudio de correlacién parcial. Se
alcanzé la significacion estadistica en la correlacién parcial de espermatozoides
inméviles, manteniendo moéviles constante, con Hex total (r= 0.500, p< 0.001), Hex A
(r= 0.447, p< 0.01) y Hex B (r= 0.476, p< 0.01). Asimismo, se encontré una
correlacion parcial significativa de espermatozoides muertos, manteniendo vivos
constante, con Hex total (r= 0.339, p< 0.05) y Hex B (r= 0.356, p< 0.05)); sin embargo
Hex A presenté una correlacion parcial significativa con espermatozoides vivos,
manteniendo muertos constante, (r= 0.280, p< 0.05).

La inactivacion térmica de la Hex en plasma seminal en las condiciones
experimentales utilizadas sigue una secuencia analoga a la descrita para las
muestras de plasma sanguineo (7), con estabilizacion de la actividad residual
(correspondiente a la isoenzima Hex B) y de la energia de activacion enzimatica
aparente para tiempos incubacion iguales o mayores de 8 horas (Figura 1). Sin
embargo, al presentar los plasmas seminales una proporcion relativa de Hex B
significativamente mayor, también son mayores las actividades residuales para los

distintos tiempos de incubacion.
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Figura 3. Distribucion de la actividad de la Hex total, y sus isoenzimas Hex A y Hex B
en el grupo de plasmas seminales estudiados.
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La energia de activacion calculada para la Hex A (41.5 kd/mol) es similar a la
previamente descrita para esta isoenzima en muestras de plasma (41.8 kd/mol) (7).
Por su parte la isoenzima Hex B en plasma seminal presentd una energia de
activacién (72.3 kd/mol) ligeramente menor que la encontrada en plasma (75.1
kd/mol). En cualquier caso, la significativa diferencia entre las energias de activacion
de ambas isoenzimas, permite la determinacion simple y precisa de la
heterogeneidad enzimatica de las Hex en muestras de plasma seminal.

De acuerdo con resultados previos obtenidos para la Hex total (4), el grupo de
azoospérmicos presento actividades de Hex total, Hex A y Hex B significativamente
mayores que el grupo de vasectomizados (p< 0.05). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre las actividades de la Hex total y Hex B en los grupos
de normozoospérmicos y azoospérmicos (Tabla 1). Por tanto no se ha podido
confirmar la sugerencia de Dandekar y Harkumar (4) de que la Hex total podria ser
utilizada como un marcador bioquimico de azoospermia, siendo nuestros resultados
mas concordantes con los de otros autores (3). La actividad de Hex A es
significativamente mayor en el grupo de normozoospérmicos que en el de
azoospermicos (p< 0.05), pero como se indica en la Figura 3 existe un amplio
solapamiento entre las actividades enzimaticas de ambos grupos. El estudio de Ben
Ayed y cols (3) sugiere que la Hex en plasma seminal tiene un origen principalmente
prostatico y epididimal. Desgraciadamente, en los casos de azoospermia estudiados,
no se pudo conocer el diagndstico diferencial de obstruccion epididimal o insuficiencia
espermatogénica, condiciones clinicas en las cuales un estudio comparativo de la
actividad enzimatica de la Hex podria ser interesante.

Parece evidente que la Hex, no solamente es transportada en forma soluble en
el interior del acrosoma del espermatozoide, sino que podria estar formando parte
como una proteina integral de la membrana del mismo (10) y aunque quizas alguna
actividad enzimatica débilmente unida puede ser liberada durante la centrifugacion
(10). Los resultados de Kawakawi y cols (11) no demostraron la liberacién de
actividad de Hex de acrosomas intactos de espermatozoides de perro. Sin embargo,
nosotros encontramos una correlacién parcial significativa de las actividades de la
Hex total, Hex A y Hex B con el recuento de espermatozoides inmoviles (p< 0.01) y
de la Hex total y de la Hex B con el recuento de espermatozoides muertos (p< 0.05).
Aunque la actividad de Hex de origen acrosomal en el plasma seminal parece

cuantitativamente poco importante, los resultados antes sefialados son llamativos

128



Resultados y discusion

teniendo en cuenta que en el esperma de raton solo se ha podido caracterizar el
isoenzima Hex B (12).

A modo de conclusién puede senalarse que la actividad de la Hex total o
incluso de sus isoenzimas Hex A y Hex B, no parece ser un marcador bioquimico
adecuado de azoospermia. Se ha sefalado que algunas enzimas de origen
espermatico son particularmente termolabiles (12, 13), lo cual podria estar
relacionado con las bajas temperaturas requeridas para la espermatogénesis (12).
Este hecho podria dificultar la utilizacion de métodos de inactivacion térmica en la
determinacién de las isoenzimas de las Hex en espermatozoides y el procedimiento
termodinamico descrito constituye una alternativa valida para el estudio de la
heterogeneidad enzimatica de la Hex en espermatozoides, a la que aun no se le ha

dedicado suficiente atencion.
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X. Estudio comparativo de la B-N-acetilhexosaminidasa
urinaria con otros marcadores de dano renal en la

poliquistosis renal autosémica dominante*

La poliquistosis renal autosémica dominante (PRAD), es la mas comun de las
enfermedades hereditarias monogenéticas y afecta a 1 de 400 - 1000 recién nacidos (1).
Las manifestaciones renales son el rasgo mas destacado, representando el 5% de los
casos de insuficiencia renal grave en la poblacion mundial; sin embargo la PRAD, es un
desorden sistémico que afecta también a otros organos (2, 3). La progresion de la
insuficiencia renal es variable (3) y el fracaso renal se produce aproximadamente en el
50% de las personas afectadas (4). Los factores prondsticos negativos de insuficiencia
renal grave son, sexo masculino, comienzo de hipertensién en estadios tempranos,
aumento del tamano renal, asi como un incremento en la excrecion urinaria de albumina
(3).

En los primeros estudios electroforéticos realizados en muestras de orina de
pacientes con poliquistosis renal (PR), se indico que en la fase inicial de la enfermedad,
con filtraciéon glomerular (FG) conservada, la proteinuria seria cuanti y cualitativamente
normal, o de tipo glomerular altamente selectivo (5). Una vez que el deterioro de la funcién
renal ha comenzado, la proteinuria podria ser glomerular, y sélo en fases mas avanzadas
de insuficiencia renal seria de tipo mixto, glomerular y tubular (5). El incremento de
albumina en orina, sin aumento de proteinas de bajo peso molecular, se considerara un
marcador precoz de dafio glomerular (6), y en los pacientes con PRAD la microalbuminuria
es mas frecuente que la proteinuria (3). La microalbuminuria en estos pacientes puede
estar asociada con aumento de la tensién arterial (7-9), progresion a insuficiencia renal (8),
asi como una mayor formacién de quistes (7); sin embargo, en pacientes con PRAD
normotensos, la microalbuminuria presentaria asimismo una aumentada prevalencia (10).

La excrecién urinaria aumentada de Hex, indica una liberacion directa de material
procedente del tubulo proximal (6, 11). Swedenborg y cols (12), encontraron un aumento
de la actividad urinaria de la Hex en pacientes con PR, que estaria relacionada con los
cambios de creatinina sérica producidos durante el periodo de un afo. Este es un dato

*Casal JA, Hermida J, Lens XM, Tutor JC. A comparative study of three kidney biomarker tests in
autosomal-dominant polycystic kidney disease. Kidney Int 2005; 68: 948-54.
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interesante ya que, teniendo en cuenta las alteraciones renales, tanto estructurales como
funcionales, encontradas en ratas con PR inducida por difeniltiazol, se ha sugerido que el
deterioro de la funcion renal en las formas clinicas de PR podria ser debido primariamente
a alteraciones en el tubulo en lugar de alteraciones glomerulares o vasculares (13).

El objetivo fue hacer un estudio comparativo en pacientes con PRAD de tres
marcadores bioquimicos precoces de dafio renal como la albumina, y la actividad total de
la Hex y sus isoenzimas en orina, asi como la glutation peroxidasa sérica (GPx EC
1.11.1.9) que ha sido considerada un marcador de la funcién del tubulo proximal (14).
Asimismo, la GPx es un importante enzima antioxidante y distintas observaciones sugieren
que la severidad de la PR puede estar modulada por el stres-oxidativo (15). Paralelamente
también fueron determinados otros marcadores de disfuncion renal como la cistatina C,

creatinina y urea en suero.

Material y métodos

Se estudiaron un total de 92 pacientes con PRAD (42 hombres y 50 mujeres) con una
edad media (zDEM) de 42.3 + 1.5 afos (rango 14 - 83 afos), cuyo diagnostico se realizd
en base a su historia familiar, hallazgos ecograficos tipicos, y test genéticos. Treinta y
cinco pacientes eran normotensos y 57 con hipertension arterial, siendo tratados con
farmacos antihipertensivos, preferentemente inhibidores de la enzima angiotensina-
convertina (ECA) y antagonistas del receptor Il de la angiotensina. De acuerdo con la
excrecion urinaria de albumina y concentracién sérica de cistatina C, los pacientes se
clasificaron en los siguientes grupos: |) normoalbuminuria; Il) microalbuminuria; IlI)
macroalbuminuria; 1V) insuficiencia renal (cistatina C >1.3mg/L). Asimismo, en funcion de
los hallazgos ecograficos se clasificaron en tres grupos: I) con menos de 10 quistes en
cada rinon (indice ecografico 1); 1) con ligero aumento del tamafo de los rifiones y mas de
10 quistes en cada uno (indice ecografico 2); Ill) con marcado aumento del tamano de los
rinones y elevado numero de quistes (indice ecografico 3). En 42 de estos pacientes (7 de
ellos con insuficiencia renal y 35 sin ella), con una edad media de 37.0 + 2.5 afos (rango
22-49 anos) y que acudieron a revision clinica, se realizé6 una segunda determinacion al
cabo de un ano de la excrecién urinaria de Hex y albumina, asi como las concentraciones
séricas de cistatina C, creatinina y urea. Las variaciones relativas producidas para estos
parametros bioquimicos durante este periodo de tiempo se calcularon mediante la

expresion: Cambio relativo (%)= 100 (V2-V4)/V4; donde V¢ es el primer valor y V; el
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segundo. Como grupo control se estudiaron 54 individuos clinicamente sanos, con analoga
distribucion por edad y sexo a la de los pacientes. Las muestras de sangre se tomaron por
la mafana en ayunas y las muestras de orina utilizadas correspondieron a la segunda
miccion del dia, recogidas de acuerdo con las recomendaciones de Itoh y cols (16) para
evitar falsos resultados para la Hex como consecuencia de la contaminacion con enzima
de origen genital. En todos los casos las orinas presentaron un pH< 8.

El método termodinamico empleado para determinar la actividad enzimatica de la Hex
asi como la evaluacién de sus correspondientes isoenzimas (Hex A y Hex B) se ha
descrito previamente (17) y los resultados se expresaron en U/g creatinina. La albumina
urinaria se determiné por nefelometria utilizando reactivos comercializados por Dade
Behring (Liederbach, Alemania). Los resultados se expresaron como cociente entre las
concentraciones de albumina y creatinina en orina (RAC) y las unidades empleadas fueron
mg/g creatinina. De acuerdo con las recomendaciones de la American Diabetes
Association (18), la normoalbuminuria se defini6 como un valor menor de 30 mg/g
creatinina, microalbuminuria de 30—300 mg/g creatinina y macroalbuminuria mayor de 300
mg/g creatinina. La GPx (masa) sérica se determind utilizando un anticuerpo policlonal
especifico para la forma enzimatica plasmatica extracelular humana (GPx3), usando el
inmunoanalisis Bioxytech pl.GPx-EIA commercializado por Oxis International Inc.
(Portland, USA). La cistatina C sérica fue determinada por inmunoturbidimetria (Dako
Cytomation, Glostrup, Dinamarca). La determinacion de creatinina y urea se realizd con

procedimientos estandarizados en un Advia 1650 analyzer (Bayer Corp., Tarrytown, USA).

Resultados y discusién

Los resultados obtenidos para las diferentes variables estudiadas en el grupo de
pacientes con PRAD y en el grupo control se muestran en la Tabla 1. La dicotomia de los
pacientes en funcién del sexo no ofrecié informacién de interés adicional. En el caso de la
GPx sérica, no se encontro una diferencia estadisticamente significativa entre los distintos
grupos. Los rangos de referencia calculados para la excrecién urinaria de Hex en el grupo
control fueron: 1.0 - 4.4 U/g creatinina para Hex total (distribucién log-normal), 0.9 — 3.4
U/g creatinina para Hex A (distribucion log-normal), 0.0-1.3 U/g creatinina para Hex B
(distribucidn no gausiana) y 0 — 33% para la proporcion relativa de Hex B (distribucidn no
gausiana). El grupo de pacientes con normoalbuminuria presentdé valores

significativamente mayores para la excrecion de Hex B (p< 0.05) y la proporcion relativa en
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porcentaje de esta isoenzima (p< 0.01) que el grupo control. En 5 casos (12%) la
excrecion urinaria de la Hex B y en 18 casos (43%) la proporcion relativa de Hex B fue

mayor que el correspondiente limite superior de referencia.
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En el grupo de pacientes con microalbuminuria, la excrecion de Hex total (p< 0.05),
Hex B (p< 0.001) y proporcion relativa de Hex B (p< 0.001) fueron significativamente
mayores que en el grupo control. En tres casos (15%) la excrecion de Hex total, en 2
casos (10%) la excrecion de Hex A, en 7 casos (35%) la excrecion de Hex B y en 9 casos
(45%) la proporcion relativa de Hex B, fueron mayores que los correspondientes limites
superiores de referencia. El grupo de pacientes con microalbuminuria presenté valores
significativamente mayores que el grupo de pacientes con normoalbuminuria para la Hex
total (p< 0.005), Hex A (p< 0.01), y Hex B (p< 0.01), aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para la proporcién relativa de Hex B. El pequefio niumero de
pacientes sin insuficiencia renal presentando macroalbuminuria (n= 2) no permitio el
tratamiento estadistico de estos datos.

En el grupo de pacientes con insuficiencia renal, 5 casos (18%) presentaron
normoalbuminuria, 13 casos (46%) microalbuminuria y 10 casos (36%) macroalbuminuria.
En estos pacientes la excrecion de la Hex total, Hex A, Hex B, asi como la proporcion
relativa de Hex B, fueron significativamente mayores que en el grupo control (p< 0.001),
presentando respectivamente el 79%, 57%, 86% y 61% de los casos valores mayores que
los correspondientes limites superiores de referencia. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para la excrecion urinaria de Hex total (p< 0.001), Hex A
(p< 0.001) y Hex B (p< 0.001), aunque no para la proporcion relativa de Hex B, entre el
grupo de pacientes con insuficiencia renal y el grupo con microalbuminuria.

Se hizo una dicotomia de los pacientes que no presentaban disfuncion renal que
presentaban o no hipertension, y los resultados encontrados se muestran en la Tabla 2. En
el grupo de pacientes con normoalbuminuria, los individuos con hipertensién presentaron
una excrecion de Hex B (p< 0.05), asi como una proporcion de la misma (p< 0.01),
significativamente mayor que en los sujetos normotensos. En el subgrupo de pacientes
normotensos se encontrd que en 8 casos (31%) la proporcién relativa de Hex B fue mayor
que el limite superior de referencia. El subgrupo de los pacientes con hipertension, en 5
casos (31%) presentaron valores aumentados para la excrecion de Hex B, y en 10 casos
(62%) para la proporcion relativa de Hex B. En el grupo de pacientes con
microalbuminuria, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
subgrupos de pacientes normotensos e hipertensos para la excrecion de Hex total y sus
isoenzimas Hex A y Hex B. Ninguno de los pacientes con insuficiencia renal era

normotenso.

138



Resultados y discusion

(eueips|Al) INTS F BIPSIN

(02€)0L'L Feg L€
(00'8¥) €€ F GZ'8Y

(zo'L)900F LO')

(SL'L)SO0FwLL
(cL'2) vLL F25€el
(08'6€) LZ'8 T GEGY
(€0°0€) SE'7 F G5 ¥E
QL) IPOF8sL
(20Z) ¥8°0F68¢C
(022)GLLFOlY

(0S¥€) S8°CF0L€
(0S'¥¥) /6'C T /8¥Y
(16'0) 800 F 060
(90°L) S00F /0L
(92°02) Wiz FOv68
(G2'9€) 2G€ T 967¢
(€5'9¢) ¥9'C T €0'SE
WZL)VL0F L)L
(S02)6L'0FS0C
(F1€)0c0F86¢C

(0S°L¥) 80'C F69°CF
(0S¥¥) LO'E F LET
(26°0) ¥0'0 ¥ 560
(SOL) 00 FZL')
(FLeL)olcFeo sl
(88°0S) €79 F 1LG'GS
(0S'L¥) 627 F G6'6€
(86'0) 02’0 F L0')
(6S°1) .20F89')
(06°L) oy 0FSZC

(00°2¢€) LO'Z F88°€E
(00'2€)G2'L F59'9¢
(08°0) €00 ¥58°0
(00L) ¥00F€0')
(256)G9'L F0L°LL
(09ZF) QLT F 062K
(§S'22) €€ F 18T
(67°0) L00F 670
(GeL)eloForl
(18'1)vL'0Fze)

(z1 =u) sosusyadiH

(g =u) sosuajowtoN (9] =u) sosuauadiH

(9z =u) sosusjouwioN

eLINUIWNG RO

eLINUIWNC[eOWLION

(soue) pep3
(p/Bw) eaun
(p/Bw) eulupeasd
(7/6w) 9 eunelsin
(6/6w) eLnuIWNg|Y
(qw/Bbu) xdo

(%) 9 xaH

(6/n) @ xeH

(6/n) v xaH

(6/n) xaH lejoL

'sosuapadiy @ owou sajuaioed so| Ud SepPRIPN)SS SI|qeLIBA SI)UIIBJIP S| dp SIIdAIN °Z e|gel

139



Estudio termodindmico de la heterogeneidad enzimdtica de la S—N-acetilhexosaminidasa

La Tabla 3 muestra la correlacion de la Hex y sus isoenzimas con las diferentes
variables bioquimicas estudiadas para el total de los pacientes con PRAD. La cistatina C
presentd una correlacion altamente significativa con la creatinina (r= 0.736, p< 0.001) y
urea (r= 0.661, p< 0.001). El indice ecografico presentd correlaciones significativas con
Hex total (r= 0.350, p< 0.01), Hex A (r= 0.332, p< 0.01), Hex B (r= 0.445, p< 0.01),
porcentaje de Hex B (r= 0.333, p< 0.01), albuminuria (r= 0.433, p< 0.01) y cistatina C (r=
0.346, p< 0.01), asi como con la edad de los pacientes (r= 0.507, p< 0.01). Como todas
estas variables bioquimicas, excepto la proporcidn relativa de isoenzima Hex B,
presentaron correlaciones significativas con la edad (p< 0.01), se hizo un estudio de la
correlacion parcial, manteniendo constante la edad de los pacientes, alcanzandose
unicamente la significacion estadistica entre el indice ecografico y la proporcién relativa de
Hex B (r= 0.352, p< 0.01).

Tabla 3. Correlacion entre las diferentes variables estudiadas en el grupo total de
pacientes (n= 92).

Total Hex Hex A Hex B
Hex A 0.944**
Hex B 0.893* 0.724**
GPx -0.255* -0.173 0.145
Albuminuria 0.630** 0.602** 0.627*
Cistatina C 0.558** 0.499** 0.613**
Creatinina 0.501** 0.453** 0.540**
Urea 0.470** 0.386** 0.520**

Significacion: *p< 0.05, **p< 0.001

En 42 de los pacientes, se realizé una segunda determinacién al cabo de un afo para
la excrecidon urinaria de Hex y albumina, asi como de las concentraciones séricas de
cistatina C, creatinina y urea. En 13 de estos pacientes (5 hombres y 8 mujeres) que eran
normotensos, con una edad media de 37 + 2.5 afios (rango 22-49) y presentaban
normoalbuminuria, la concentracidon de cistatina C al cabo de un afio fue 0.86 £ 0.04 mg/L
(0.81 mg/L), significativamente menor (p< 0.05) que el valor inicial de 1.09 + 0.06 mg/L
(1.05 mg/L), como se muestra en la Figura 1. De acuerdo con los resultados de Larsson y
cols (19), estas concentraciones séricas de cistatina C sérica se corresponden con valores
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de FG de 1315 + 9.4 mL/min (142.0 mL/min) y 85.0 £ 8.9 mL/min (92.0 mL/min)
respectivamente (p< 0.01). Durante este periodo de tiempo la excrecidén urinaria de la
isoenzima Hex B y albumina incrementd significativamente (p< 0.05), pero no se
detectaron diferencias significativas para la creatinina y urea séricas. En los otros 29
pacientes, 10 hombres y 19 mujeres con una media de edad de 40.5 + 2.1 (rango 25-74
afnos) con hipertension y micro o macroalbuminuria, no se encontraron diferencias
significativas entre los primeros y segundos valores de cistatina C, creatinina y urea
séricas, o para la excrecidén urinaria de Hex y albumina. En el grupo total de estos 42
pacientes se encontrd una correlacion significativa entre los cambios relativos durante este
periodo de un afio para la cistatina C con los valores iniciales de Hex B (r= 0.336, p< 0.05),
y mejor aun con la proporcion en porcentaje de Hex B (r= 0.537, p< 0.01) como se indica
en la Figura 2. Para los 29 pacientes con hipertensién y micro 6 macroalbuminuria, la
correlacién entre estas variables fue significativa (r= 0.378, p< 0.05); sin embargo en los 13
pacientes normotensos y normoalbuminuricos no se alcanzé una correlaciéon significativa
(r= 0.276). Los cambios relativos de cistatina C o creatinina no presentaron correlaciones
significativas con los valores iniciales de albuminuria. Sin embargo, los cambios relativos
de albuminuria presentaron correlaciones significativas con los cambios relativos de Hex
total (r= 0.390, p< 0.05) y Hex A (r= 0.456, p< 0.01), pero no con los de Hex B.
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Figura 1. Evolucién de la cistatina C sérica durante el periodo de un afio en un grupo de 13
pacientes normotensos con ADPKD y normoalbuminuria. Linea base media= 1.09
* 0.06 mg/L; un aino media= 0.86 * 0.04mg/L (p< 0.05).
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Figura 2. Relacién entre los cambios relativos de la cistatina C durante el periodo de un afo
y el primer valor de la proporciéon de Hex B en orina en 42 pacientes con ADPKD.
(o) Pacientes normotensos con normoalbuminuria; (e) pacientes hipertensos y con
micro o macroalbuminuria.

La creatinina sérica presenta una escasa sensibilidad, ya que la funcién renal puede
reducirse un 50% sin que apenas se produzcan modificaciones de los valores de creatinina
(20); sin embargo, la concentracion de cistatina C sérica ya aumenta cuando la de filtracion
glomerular cae por debajo de 80 mL/min, y por tanto seria particularmente util para
detectar un ligero deterioro de la funcién renal (20, 21). Teniendo en cuenta los valores de
referencia establecidos en nuestro laboratorio, se consider6 como indicador de
insuficiencia renal un valor de corte para la cistatina C sérica > 1.3 mg/L. Estas
concentraciones corresponderian a valores de FG < 66 mL/min (22) que estan de acuerdo
con la definicion propuesta de enfermedad renal crénica basada en la funcion renal (23).
Utilizando este criterio, 28 de los 92 pacientes con PRAD presentaban insuficiencia renal,
sin alcanzar en ningun caso fallo renal grave. Los restantes 64 pacientes presentaban un

grado variable de dafo renal con FG normal o ligeramente disminuida.
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Como se indica en la Tabla 1, no se encontraron diferencias significativas para los
niveles séricos de GPx masa entre los distintos grupos de pacientes y con respecto al
grupo control. Asimismo, la dicotomia de los pacientes segun fuesen normotensos o
hipertensos no aportd6 datos de interés adicional. Estos resultados podrian parecer
sorprendentes, ya que la GPx extracelular selenio-dependiente es principalmente
sintetizada en el epitelio del tubulo proximal del rifién (23), y su actividad en suero/plasma
estaria significativamente disminuida en la mayoria de las enfermedades renales (14, 24-
26). Algunos autores han atribuido este descenso de actividad enzimatica a una
disminucién en la produccion de GPx en el tejido renal dafiado (24). Sin embargo pocos
estudios han examinado los niveles de GPx masa, y Roxborough y cols (26) sugieren que
la reduccién de actividad sérica en el fallo renal cronico no se deberia a una disminucién
de la sintesis de proteina enzimatica, sino mas bien a una inactivacion de la misma. De
acuerdo con estos autores, la insuficiencia renal per se es la principal causa del descenso
de la actividad de la GPx debido a un dafo oxidativo, glicacién o carbamilacién de la
proteina enzimatica (26). La reduccion de la actividad plasmatica de la GPx también se ha
atribuido a una deficiencia de selenio (27, 28). Son necesarios futuros estudios para
establecer la causa del descenso de la actividad plasmatica de la GPx en la enfermedad
renal (28).

Como se ha sefialado anteriormente, en los pacientes PRAD estudiados, ninguno
presentaba insuficiencia renal avanzada, y no se encontraron variaciones significativas de
los niveles séricos de la GPx masa en relacion al grupo control. Por su parte Schiavon y
cols (24) tampoco encontraron descensos significativos de la actividad plasmatica de la
GPx en pacientes con enfermedad tubulo-intersticial debida a administracion de
aminoglucésidos. En cualquier caso, la correlacion negativa encontrada en nuestros
pacientes con PRAD entre la excrecion urinaria de Hex total y los niveles séricos de GPx
masa (p< 0.05), sugiere que estos podrian estar parcialmente condicionados por la
implicacion del tubulo proximal.

Los resultados mostrados en las Tablas 1 y 2 demuestran que en PRAD la excrecion
urinaria de Hex total, asi como su perfil isoenzimatico, se ve precozmente alterada. En el
grupo de pacientes con normoalbuminuria y funcién renal normal se detectd un incremento
significativo de la excrecion de Hex B (p< 0.05), asi como de la proporcion relativa de esta
isoenzima (p< 0.001), aumentando la significacion al considerar el subgrupo de pacientes
hipertensos. Estudios previos han puesto de manifiesto que en la hipertension arterial, la

143



Estudio termodindmico de la heterogeneidad enzimdtica de la S—N-acetilhexosaminidasa

excrecion urinaria de la Hex se altera en una fase mas precoz que otros marcadores
renales, sugiriendo que el dafio tubular puede preceder al dafio glomerular en estadios
tempranos de la nefropatia hipertensiva (29, 30). Sin embargo, es interesante indicar que
en el subgrupo de pacientes normotensos con normoalbuminuria, el 31% de los casos ya
presentaban un perfil isoenzimatico alterado con aumento de la proporcién de Hex B.
Como se indica mas adelante, esta variable podria presentar una asociacién significativa
con los cambios de la funcion renal.

En el grupo de pacientes con microalbuminuria, la excrecion de Hex total y Hex B
estaba significativamente aumentada (p< 0.001), no encontrandose diferencias
significativas entre los grupos de pacientes normotensos e hipertensos. Una incrementada
excrecion urinaria de albumina refleja usualmente un dafio glomerular, pero cuando el
aumento es pequefio podria ser debido a una afectacion de la reabsorcion tubular, y
consecuentemente la microalbuminuria es comunmente encontrada en los pacientes con
afectacion tubular (31).

El aumento de la Hex urinaria es considerado un indicador de magnitud de la
afectacion del tubulo proximal en la enfermedad renal (9, 10), incluso en pacientes con
proteinuria debida a un dano de la membrana glomerular (32, 33). Sin embargo, la
excrecion urinaria de Hex debe ser interpretada con cautela, pues puede comportarse
como un marcador tanto del estatus funcional como del dafio tubular (11). Una activacion
lisosomal, como resultado de la estimulacién del sistema lisosomal endocitico, podria
ocurrir cuando una aumentada concentracion de proteinas es presentada a las células
tubulares (11). Consecuentemente, en pacientes con aumentada excrecién de albumina, la
actividad urinaria de la Hex puede ser reflejo de una activacion lisosomal asi como de
dafio celular tubular.

El valor clinico de la Hex urinaria puede aumentarse determinando sus isoenzimas.
Bajo condiciones fisiolégicas normales, la excrecion urinaria de la Hex es casi
exclusivamente procedente de la exocitosis del contenido lisosomal tubular. Esta
enzimuria funcional se debe mayoritariamente a la excrecion de isoenzima Hex A que se
encuentra localizada en el compartimento intralisosomal soluble (34-36). Sin embargo en
casos de dano tubular con necrosis celular, la enzimuria lesional se caracteriza por un
incremento de la excrecion de isoenzima Hex B,; localizada esencialmente en la

membrana lisosomal (34-36). Un reciente estudio sugiere que la asociacion de la Hex con
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las membranas, no se produciria a través de un anclaje de glicosilfosfatidil inositol, sino
que esta enzima podria ser una proteina integral de la membrana (37).

Distintos estudios han puesto de manifiesto la existencia de correlaciones
significativas de la Hex urinaria con la proteinuria (32, 38-40) y la albuminuria (39) en
distintas enfermedades renales. Cambios funcionales en las células del tubulo renal
causados por la reabsorcion de proteinas pueden ser los responsables de esta asociacion
(39). En nuestros pacientes con PRAD se encontraron correlaciones altamente
significativas de la albuminuria con la excrecion de Hex total, Hex A y Hex B (p< .001). En
los 42 pacientes en que se repitid la determinacion de Hex y albumina urinarias al cabo
de un ano, se encontré una correlacién significativa de los cambios relativos de la
albuminuria durante este periodo de tiempo con los de Hex A (p< 0.01), pero no con los
de Hex B. Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta que una posible
activacion lisosomal tubular por la albumina favoreceria la excrecion de isoenzima Hex A,
aunque la albumina urinaria (modificada estructuralmente) podria producir asimismo dafo
tubular (41) pudiendo enmascarar la asociacion entre los cambios relativos de
albuminuria y Hex A urinaria. También en estos pacientes, se encontré una correlacion
significativa de los cambios relativos de cistatina C durante un afio con los primeros
valores de Hex B (p< 0.05) y proporciéon de Hex B (p< 0.01), pero no con los de Hex A.
Una aumentada excrecidn urinaria de Hex B, y consecuentemente de su proporcion
relativa, puede estar relacionada con un dafio tubular, cuyo papel central en el deterioro
progresivo de la funcién renal en la mayoria de las formas crénicas de enfermedad renal
ha sido recientemente destacado (42).

Los resultados obtenidos por diferentes autores para la relacion entre el aumento del
tamano renal, numero de quistes y disfuncion renal son discordantes, aunque una relacion
estructura - funcion esta presente cuando mas precisos y seguros meétodos de imagen son
utilizados (43-45). Se ha sugerido que tanto factores genéticos como factores ambientales
pueden influir en la severidad y progresion de la enfermedad renal en pacientes PRAD
modulando el numero y tamafio de quistes, y consecuentemente el volumen renal (2).
Aumento del tamafio renal, hipertension, sexo, proteinuria y disminucion de la FG estan
relacionados, sin embargo otros factores no identificados son probablemente
determinantes en el deterioro de la funcion renal en pacientes PRAD (44). En nuestros
pacientes no se encontrd una correlacion parcial significativa, manteniendo constante la

edad, de la concentracion de cistatina C con el indice ecografico utilizado. Estos resultados
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estan de acuerdo con los de Wong y cols (43), que tampoco encontraron una relacion
significativa del tamafo renal o del numero de quistes con la FG en sus pacientes PRAD.
El hecho de que en nuestro estudio se encontrase una correlacion parcial significativa del
indice ecografico con la proporcion de Hex B urinaria, no hace sino apuntar nuevamente al
dafio tubular en la patogénesis de esta enfermedad.

En el periodo considerado de un afo no se encontré una modificacion significativa
para ninguna de las variables bioquimicas estudiadas en el grupo de 29 pacientes con
hipertension y con micro / macroalbuminuria. Sin embargo, podria parecer llamativo el
hecho de que en el grupo de 13 pacientes normotensos con normoalbuminuria
disminuyese significativamente la concentracion sérica de cistatina C (ver Figura 1),
aumentando por el contrario significativamente la excrecion urinaria de isoenzima Hex B y
albumina (p< 0.05). De acuerdo con estudios previos de Chapman y cols (46) y Wong y
cols (43), la hiperfiltracion glomerular parece ser una manifestacion temprana de PRAD
que precede a la microalbuminuria e hipertensién, y que podria ponerse en evidencia
mediante la cistatina C sérica (43). Como era esperable, la hiperfiltracién presenté una
mayor prevalencia en nifios y adolescentes que en pacientes adultos con PRAD (45). Sin
embargo teniendo en cuenta nuestros resultados, puede sugerirse a modo de hipotesis
que, incluso en pacientes adultos sin hipertension y microalbuminuria, se produciria un
aumento gradual de la filtracion glomerular. Una vez que aparecen microalbuminuria e
hipertension se produciria una disminucion progresiva pero mas lenta de FG en estos
pacientes.

Una forma minoritaria de Hex con un pH 6ptimo neutro y denominada Hex C, se
encuentra localizada en el citoplasma, y parece aumentar en tejidos neoplasicos renales
(46). Como la hipdtesis de que la PR es una neoplasia disfrazada esta generando
aceptacion (15), la posible presencia de isoenzima Hex C en la orina de pacientes con

PRAD, puede ser objeto de un estudio futuro.
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Conclusiones

1. El calculo de los factores de conversion de temperatura 37°/25° C permite la
determinacion de la composicion isoenzimatica de la [-N-acetilhexosaminidasa
plasmatica, con unos resultados superponibles a los obtenidos mediante el calculo de
la energia de activacién aparente utilizando las temperaturas de 25, 30, 35y 37° C. Sin
embargo, el uso de factores de conversiéon de temperatura 37°/30° C no cumple los
minimos de calidad exigidos, con un error estandar de la estima mucho mayor que el

valor clinicamente aceptable.

2. La digestion con papaina de la B-N-acetilhexosaminidasa plasmatica (formas
precursoras de alta masa molecular) produjo un incremento medio de la energia de
activacion aparente de 3.0 kd/mol, debido a la protedlisis parcial de la isoenzima A, sin
que se afecte la calidad catalitica de la isoenzima B. Sin embargo, el tratamiento con
papaina no modificd significativamente la energia de activacion aparente de las
formas enzimaticas maduras de baja masa molecular existentes en muestras de orina
y lisados de leucocitos y plaquetas. En controles sanos y pacientes nefrolégicos, no
se encontraron variaciones significativas de la energia de activacion aparente de la 3-
N-acetilhexosaminidasa urinaria en la digestidon con papaina, independientemente de
la presencia de normo, micro o macroalbuminuria. Estos resultados confirman la
hipotesis de que, incluso en pacientes con proteinuria, no existen en la orina formas
enzimaticas de alta masa molecular de origen plasmatico, siendo la actividad

enzimatica de origen tisular renal.

3. La determinacion de la energia de activacion aparente de la [B-N-
acetilhexosaminidasa permite la determinacion simple y precisa de su perfil
isoenzimatico en lisados de plaquetas, leucocitos totales o en poblaciones de
leucocitos mononucleares y polimorfonucleares, con indudables ventajas en relacion a
los procedimientos tradicionales de inactivacion térmica. El uso de lisados de
leucocitos totales, en lugar de poblaciones celulares homogéneas (plaquetas,
leucocitos mononuclerares o polimorfonuclerares), no parece introducir un aumento
significativo de la variabilidad inter-individual de la proporcion relativa de isoenzima A,
que es la variable utilizada para el diagndstico bioquimico y la deteccién de

portadores heterocigotos de gangliosidosis GM2.

153



Estudio termodindmico de la heterogeneidad enzimdtica de la S—N-acetilhexosaminidasa

4. La isoenzima A (af) de la B-N-acetilhexosaminidasa plasmatica separada por
cromatografia en DEAE-celulosa de un paciente con gangliosidosis GM2 variante
B1, homocigoto para la mutacion G533->A (Arg178His), presentd una energia de
activacion (71.5 kd/mol) significativamente mayor que la obtenida para la isoenzima
A “normal” (41.3 kdJ/mol). Al ser la subunidad a inactiva, la actividad enzimatica de la
isoenzima A “mutada” derivaria exclusivamente de la subunidad B, presentando una
energia de activacion analoga a la del homodimero B isoenzima B (73.8 kd/mol). En
los padres del paciente, el valor medio obtenido para la energia de activacién de la
isoenzima A (55.4 kJ/mol), sugiere la presencia de una mezcla equimolecular de
isoenzimas “mutada” y “normal” en el plasma de portadores heterocigotos para la
mutacion R178H.

5. El diagndstico bioquimico de pacientes y deteccion de portadores heterocigotos
para la variante B1 de gangliosidosis GM2 no puede realizarse mediante los clasicos
métodos de inactivacidon térmica de la isoenzima A de la 3-N-acetilhexosaminidasa.
La determinacion de la energia de activacién aparente de la enzima en lisados de
leucocitos mononucleares y polimorfonucleares de 3 pacientes con gangliosidosis
GM2 variante B1 y 6 portadores, demostré que el procedimiento puede ser aplicado
al diagnéstico de pacientes y deteccidn de portadores. La aplicacion del método
termodinamico a muestras de plasma demostré un alto poder discriminante para el
diagndstico de pacientes homocigotos, pero no para la deteccién de portadores

heterocigotos en los que pueden obtenerse falsos negativos.

6. La posible utilidad de la B-N-acetilhexosaminidasa sérica en la deteccion de
portadores de enfermedad de Gaucher, es un tema debatido. En pacientes con
enfermedad de Gaucher tipo 1 (no neuropatico) se encontraron aumentados niveles
séricos de distintos marcadores de activacion monocito/macrofago, quitotriosidasa >
neopterina > enzima convertidora de la angiotensina > adenosina deaminasa > 3-N-
acetilhexosaminidasa, presentando una elevada correlacion entre si (p< 0.001). Sin
embargo, los aumentos de actividad sérica de B-N-acetilhexosaminidasa eran debidos
principalmente a incrementos de isoenzima B, cuya correlacién parcial (manteniendo
la isoenzima A constante) con los marcadores de activacion monocito/macrofago no
alcanzé la significacion estadistica. Esto sugiriere que la isoenzima B es de origen

hepatocitario, y en consecuencia la discreta elevacion de B-N-acetilhexosaminidasa
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en la enfermedad de Gaucher seria consecuencia de la afectacion hepatica
observada en estos pacientes.

7. Recientemente se ha sugerido que, independientemente del status inflamatorio,
la B-N-acetilhexosaminidasa sérica podria ser un marcador de la degradacion del
cartilago articular en la artritis reumatoide; sin embargo, las plaquetas son una
importante fuente de actividad enzimatica sérica y la trombocitdsis es frecuente en
pacientes artriticos. En pacientes con artritis reumatoide se encontré una aumentada
actividad plasmatica de B-N-acetilhexosaminidasa total y su isoenzima B, aunque no
presentd una correlacion significativa con la evaluacion radioldgica de la enfermedad
(Sharp modificado), la capacidad funcional de los pacientes (Health Assessment
Questionaire), el tiempo de evolucién de la enfermedad, o los marcadores bioquimicos
de inflamacion, proteina C reactiva, acido sialico, y velocidad sedimentacién globular.
La actividad plasmatica de la B-N-acetilhexosaminidasa, o incluso de sus isoenzimas A
y B, no parece ser un marcador adecuado de erosién y degradacion del cartilago en
pacientes artriticos, cuya funcién hepatica parece ser el determinante principal de los

niveles de actividad enzimatica.

8. En pacientes con cirrosis hepatica se encontré un aumento significativo de la
actividad plasmatica de la B-N-acetilhexosaminidasa total y sus isoenzimas A y B (p<
0.001). La correlacion parcial, manteniendo otros marcadores bioquimicos de dafio
hepatico constantes, de la proporcién relativa de isoenzima B con la concentraciéon de
amonio plasmatico fue altamente significativa (p< 0.001). En el curso de la enfermedad
hepatica, el catién lisosomotrépico NH,* podria causar una inhibicién de la maduracion
de las formas enzimaticas precursoras de alta masa molecular, interfiriendo en su

trasporte al lisosoma, y aumentando su secrecién al medio extracelular.

9. En plasma seminal se caracterizaron para la B-N-acetilhexosaminidasa las
isoenzimas A y B, presentando unas energias de activacion de 41.5 kdJ/mol y 72.3
kd/mol respectivamente, lo cual posibilité la determinacion termodinamica del perfil
isoenzimatico en este medio biolégico. Se encontré una diferencia significativa entre
plasmas normozoospermicos y azoospermicos para la isoenzima A, aunque con un
considerable solapamiento entre ambos grupos. Se obtuvieron correlaciones
significativas de la actividad enzimatica total y de las isoenzimas A y B con el numero

de espermatozoides inmoviles, y de la actividad total e isoenzima B con el numero de
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espermatozoides muertos. Asimismo, la isoenzima A presentd una correlacion
significativa con el numero de espermatozoides vivos, sin embargo la actividad
enzimatica de origen acrosémico parece poco importante desde un punto de vista
cuantitativo. En consecuencia, no se ha podido confirmar que la [-N-
acetilhexosaminidasa, sea un marcador adecuado de azoospermia. El procedimiento
termodinamico desarrollado puede ser una alternativa valida para la determinacién de

la hetererogeneidad enzimatica de la B-N-acetilhexosaminidasa en espermatozoides.

10. En pacientes adultos con poliquistosis renal autosémica dominante, con y sin
insuficiencia renal, y clasificados de acuerdo con un indice ecografico (tamafo rifiones
y numero de quistes), se encontrd6 una frecuente elevacion de la [(-N-
acetilhexosaminidasa urinaria y alteracién de su perfil isoenzimatico, con un 31% de
los pacientes normotensos y con normoalbuminuria presentando ya una aumentada
proporcion relativa de isoenzima B (dafio tubular). En el total de pacientes se encontr6
una correlacion parcial (manteniendo edad constante) estadisticamente significativa
entre el indice ecografico y la proporcidn relativa de isoenzima B. En el periodo de un
afio, 13 pacientes normotensos y con normoalbuminuria presentaron una significativa
disminucién de la concentracion sérica de cistatina C (aumento filtracion glomerular),
aunque paralelamente se observo un aumento significativo de la excrecion urinaria de
albumina e isoenzima B. Por el contrario, durante el mismo periodo de tiempo, 29
pacientes hipertensos con microalbuminuria no presentaron diferencias significativas
para estas variables bioquimicas. Estos resultados ponen en evidencia la importante
participacion del dafio tubular en la patogénesis de la poliquistosis renal autosémica
dominante, al tiempo que sugieren que en los pacientes normotensos y con
normoalbuminuria, se produciria en principio un gradual incremento de la filtracion
glomerular; sin embargo, una vez se instaura la hipertension con microalbuminuria, la

filtracion glomerular disminuiria progresivamente aunque mas lentamente.
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