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RESUMEN

Objetivo: Estudiar la utilidad clinica de la determinacion de isoami-
lasas e isolipasas en €l suero de pacientes con insuficienciarenal.

Material y métodos: Determinamos los niveles séricos de isoamila
sas e isolipasas en un grupo de 68 pacientes con enfermedad renal, 32
coninsuficienciaaguday 36 con fallo renal crénico y sometidos a hemo
didlisis, comparandose los resultados con los de una poblaciéon de 44
adultos sanos. Utilizamos un nuevo método para la determinacion sérica
de isolipasas basado en su separacion electroforética sobre gel de agaro-
sa. Dosformasdelipasa, L1y L2, fueron identificadas por este método y
cuantificadas por densitometria.

Resultados: Encontramos un aumento significativo de la isoamilasa
pancredtica P2 y del cociente isoenzimatico P/S tanto en los pacientes
agudos (p<0,001) como en los crénicos (p<0,05). En ambos grupos la
actividad de laisolipasa L1y € cociente L1/L2 se mostraron significati-
vamente elevados (p<0,01). Estudiamos la relacién entre isoamilasas e
isolipasas estableciendo el cociente P2/L2 (rango norma <0,6) encon-
trando, en los dos grupos patol égicos, valores significativamente eleva
dos respecto al grupo control (p<0,001) y una correlacién positivay esta-
disticamente significativa entre los cocientes P2/L2 y P/S (r=0,76,
p<0,05 en pacientes agudos; r = 0,58, p<0,05 en crénicos).

Conclusion: El estudio combinado de isoamilasas e isolipasas éri-
cas podria ser un marcador efectivo parael diagnostico y evolucion de la
pancreatitis asociada al fallo renal agudo o croénico.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to test the utility os serumisoamy -
lases and isolipases as determinated from patients with renal insuffi -
ciency.

Materia and methods: Serum levels of isoamylases and isolipases
were determined in a group of sixty-eight patients with renal disease, 32
of them suffering acute insufficiency and 36 with chronic renal failure
undergoing regular hemodialysis, results obtained were compared from
a population of 44 healthy adults. We used a new method for isolipases
determination in serum based on its separation on agarose gel. Two
forms of lipase, L1 and L2, were identified by this method and quantita -
ted by densitometry.

Results: Were found a significant increase of pancreatic isoamylase
P2 and P/S isoenzymatic ratio in acute patients (p<0.001) as chronic
(p<0.05). In both groups, the isolipase L1 activity and L1/L2 isoform
ratio were showed significantly elevated (p<0.01). We studied the rela -
tionship between isoamylases and isolipases establishing the P2/L2 ratio
(normal range <0.6) showing, in the two pathologic groups, significantly
elevated values compared with the control group (p<0.001) and a positi -
ve and significant correlation between the P2/L2 and P/Sisoform ratios
(r=0.76, p<0.05 in acute pantients; r=0.58, p<0.05 in chroénic patients).

Conclusion: The combined study of serum levels of isoamylases and
isolipases could be an effective marker for diagnosis and evolution of
associated pancreatitis with acute or chronic renal failure.
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INTRODUCCION

La enfermedad pancreética es una conocida complicacion
del fallo renal; signos evidentes de pancredtitis se han encon-
trado en e 2% de los pacientes urémicos aungque en muchas
ocasiones €l dafio pancredtico es subclinico (1-4). En 1948,
Baggestos llamo la atencién sobre el hecho de que en el 50%
de los pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC) se podi-
an demostrar anormalidades histol égicas en el pancreas; dila
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tacién ductal, fibrosis periductal e intersticial, destruccién de
células acinares, etc. (5-7).

En la préctica clinica, las concentraciones séricas de las
enzimas pancredticas, amilasa (EC 3.2.1.1) y lipasa (EC
3.1.1.3), se usan de forma generalizada como pruebas de
deteccion selectiva de pancreatitis en € paciente con dolor
abdominal agudo. Elevaciones séricas de los niveles de amila
say lipasa se han observado en el 60-80% de los enfermos
urémicos; este incremento es generalmente moderado cuando
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el fallo rena no coexiste con unainflamacion pancreéticay se
ha relacionado con € grado de deterioro de la funcion renal,
dado que, ambas enzimas son filtradas por e glomérulo el
falo renal condicionaria e aumento de sus niveles séricos.
Actualmente, €l significado de la elevacion sérica de éstas y
otras enzimas pancredéticas en € enfermo renal, no esta com-
pletamente claro (8-14).

La lipasa pancredtica estd presente en e suero bajo dos
formas conocidas como L1y L2, facilmente identificables por
electroforesis en virtud a su diferente carga superficial (15-
17). Asi como, la determinacion de isoenzimas de amilasa ha
sido de gran utilidad diagndstica al permitir descartar hipe-
ramilasemias de causa no pancreética, € estudio de las dife-
rentes formas de lipasa podria proporcionar informacién diag-
ndstica mas especifica que la simple medicién de la actividad
enzimaticatotal (18-20).

El objetivo del presente trabajo ha sido valorar la utilidad
clinica del estudio combinado de isolipasas e isoamilasas de
tipo pancredtico tanto en el diagnostico como en la frecuencia
y severidad de la pancreatitis asociada a fallo rena agudo y
cronico.

MATERIAL Y METODOS
PACIENTES

Isoamilasas e isolipasas se estudiaron en un total de 112
individuos clasificados en dos grupos. un grupo, formado por
44 adultos (24 mujeres y 20 varones, media de edad 41 afios;
rango 18-65) aparentemente sanos, normoamilasémicos y
normolipasémicos, que sirvieron para establecer valores de
referenciay se utilizaron como control, y un grupo patol égico
formado por 68 pacientes, que fueron seleccionados en base a
pardmetros clinicos, bioguimicos y valoracion objetiva de la
enfermedad mediante pruebas complementarias adecuadas,
compatibles con una insuficiencia renal; 32 pacientes (15
mujeres y 17 hombres; media de edad 46 afios; rango 17- 72)
con signosy sintomas de Insuficienciarenal aguda (IRA) y 36
pacientes (16 mujeres y 20 hombres;, media de edad 48 afios;
rango 26-74) con Insuficiencia rena cronica (IRC) y someti-
dos a hemodidlisis. Todos los pacientes mostraron una eleva-
cioén moderada de las actividades séricas de amilasa y lipasa
pero ninguno presento signos clinicos de pancreatitis aguda.

METODOSANALITICOS

Parametros bioquimicos. Urea, creatining, actividad total
de amilasa y lipasa se midieron a 37 °C, en Autoanalizador
Hitachi 917 con reactivos Boehringer Mannheim (Automated
Analysis for BM/Hitachi 917; Mannheim, F.R.G.).

Isoenzimas de amilasa. La separacion de isoamilasas se
realizo con el método Paragon/Beckman, utilizando kits Iso-
amyl (Analis, Namur, Belgium). Se utiliz6 gel de agarosa
tamponado en buffer (Tris/Borato, pH 6,95). La electroforesis
tuvo lugar a 150 voltios durante 30 minutos; una vez termina-
da, se incubaron los geles con un substrato especifico parala
enzima. La cantidad relativa de las bandas se cuantificd a 600
nanometros en un densitdmetro Appraise de Beckman (Beck -
man Instruments, Inc.) y la cantidad de cada isoenzima se cal-
cul6 como porcentgje de la actividad enzimatica total.

Isoenzimas de Lipasa. Se utiliz6 €l sistema Paragon Elec-
trophoresis System de Beckman (Beckman Instruments,
Fullerton, CA) y se adaptaron los geles de agarosa para isoen-
zimas de creatin kinasa (CK) P/N 655930 para |la separacion
de las isoformas de lipasa. Como substrato, se utilizaron los
reactivos Lipase-PS (Sigma Diagnostics Co., St Louis) desti-
nados a la determinacion cuantitativa, cinética, de la actividad
de la lipasa pancreética en suero. La electroforesis tuvo lugar
a 100 voltios y se mantuvo durante 25 minutos. Para la visua
lizacion de las bandas se incubaron los geles con substrato-
color de lipasa en cgja de incubacion oscura y en camara
himeda a 45 °C durante 30 minutos. Después de laincubacion
los geles fueron evaluados visualmente y en un densitometro
Appraise a 540 nanometros.

MUESTRAS

Jugo pancreatico. Procedente del drengje de una fistula
pancredtica, con una actividad de amilasa de 100.000 U/L
aprox., un patrén electroforético conocido y formado, exclusi-
vamente, por isoamilasas pancreéticas (P1=12%, P2=68% Yy
P3=20%) y una actividad total de lipasa de 60.000 U/L
aprox.; homogeneizado, centrifugado, diluido con un suero
normal inactivado previamente a calor durante 1 hora a 56°C
y conservado en alicuotas a-20 °C.

Saliva. Salivafresca humana, con un contenido de amilasa
de 16.000 U/L aprox. Y un patrén el ectroforético formado por
isoamilasas salivales (S2=49%, S3=34%, S4=17%) centrifu-
gada, diluida con agua destilada y conservada en alicuotas a -
20°C. Las muestras de jugo pancredtico y de salivafueron uti-
lizadas como controles en la separacidon electroforética de
isoenzimas.

Muestras de sangre. Se utilizaron muestras de suero que
se obtuvieron siguiendo e proceso habitual del laboratorio.
Las muestras con evidencia de hemdlisis fueron rechazadas.
Cuando fue posible se procesaron inmediatamente, cuando
no, se mantuvieron entre 2 y 4 °C durante un periodo maximo
detresdias. Unaalicuota de cada muestra fue inmediatamente
congelada a -20 °C para la determinacion de isoenzimas de
lipasa con el objeto de evitar lainterferencia en los resultados
de una posible transformacion in vitro de una forma de lipasa
aotra. Las descongel aciones repetidas fueron evitadas riguro-
samente. En |os pacientes cronicos la extraccion de la muestra
tuvo lugar antesde ladidlisis

Valores de referencia. Los valores de referencia se calcu-
laron a partir del valor medio £ 2 DE delosvalores de isolipa
sas encontrados en una poblacion de 44 individuos (24 muje-
resy 20 varones) adultos, aparentemente sanos.

Anadlisis estadistico. Las variables cuantitativas se expre-
san en funcion de su mediay desviacién estandar (X £ DE).
Se utiliza el test paramétrico de la“t” de Student para com-
paracion de muestras independientes y se aplicd el método
deregresion lineal “r" de Pearson para estudiar la correla-
cion entre variables, estableciéndose el nivel de significa-
¢ioén en un valor de p<0,05. Los datos se procesaron con €l
paquete estadistico Rsigma para PC (21). La bibliografia se
obtuvo gracias a Servidor de la Hemeroteca de la Facultad
de Medicina de Granada, utilizando e méodo on-line y
recuperando las publicaciones sobre el tema incluidas en el
sistema internacional MEDLINE desde los afios 1971 a
1999.

14



Vol. 18, N.°9, 2001

ISOAMILASAS E ISOLIPASAS EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA RENAL 461

RESULTADOS

En e grupo control la actividad total de amilasa plasmati-
cafuede 117 + 26 U/L, laactividad de lipasa pancredtica 77 £
43 U/L, y losnivelesde ureay creatininainferiores a 50 mg/dl
y 1 mg/dl respectivamente.

Los pacientes con insuficiencia renal aguda presentaron
cifras elevadas de urea (194 + 49 mg/dl) y creatinina (6 + 2,9
mg/dl); actividades séricas de amilasa (326 £156 U/L) signifi-
cativamente elevadas con respecto a grupo control (p<0,001)
y perfiles isoenziméticos caracteristicos: isoamilasa pancreati-
ca P2 muy aumentada, isoenzimas salivales S2 'y S3 disminui-
dasy relacion P/S significativamente aumentada con relacion
al grupo control (p<0,001).

Los pacientes con Insuficiencia rena crénica, mostraron
cifras de urea (125,5 + 38 mg/dl), creatinina (8,7 = 2,7 mg/dl)
y una actividad total de amilasa (278 + 112 U/L), aumentada
con respecto a grupo control (p<0,001). En cuanto alos perfi-
les isoenzimaticos, |os porcentajes de isoamilasas de tipo-pan-
credtico disminuyeron y las isoamilasas tipo-salival aumenta-
ron significativamente en relacion con los pacientes agudos
(p<0,001), pero tanto las isoamilasas P2, como €l cociente P/S
se mantuvieron significativamente elevados en comparacion
con € grupo control (p<0,05). En la tabla | se reflgjan los
valores porcentuales medios y la desviacion esténdar (DE) de
las isoenzimas de amilasas y € cociente P/S, encontrados en
todos los grupos estudiados.

TABLA |

ACTIVIDAD SERICA DE ISOAMILASAS EN LOS GRUPOS
ESTUDIADOS. VALORES MEDIOS + DE

Isoamilasas?
n % P2 0052 %S3 Cociente P/S
Control 44 37,7+81 576+85 47+28 062+0,19
IRA 32 576+11* 379+92** 45+36 1,64+0,99%*
IRC 36 426+12* 486+94* 88+61 0,81+044*

a Expresadas como porcentaje de la actividad total de amilasa.
* p<0,05; ** p< 0,001.

Tanto en los pacientes con IRA como los pacientes con
IRC y hemodializados, la actividad total de lipasa pancredtica
mostré valores significativamente elevados, 303 + 162 U/L y
222,7 + 152 U/L respectivamente, (p<0,001). Los perfilesiso-
enzimaticos de lipasa se caracterizaron, en ambos grupos, por
una fraccién L1 significativamente aumentada, una fraccion
L2 disminuida y un cociente L1/L2 significativamente
aumentado respecto a los individuos sanos (p<0,01). Latabla
Il muestra los valores porcentuales de isolipasas y |os cocien-
tesLYL2y P2/L2.

Para estudiar la relacion existente entre los valores de iso-
amilasas e isolipasas encontrados en |os dos grupos de enfer-
mos renales, se establecio €l cociente P2/L2 que relaciona, en
cada paciente, la fraccion pancredtica P2 de la amilasa con la
fraccion L2 de la lipasa. Los valores de referencia para este
cociente se calcularon a partir del valor medio + 2 DE, sobre
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TABLA I

ACTIVIDAD SERICA DE ISOLIPASAS EN LOS GRUPOS
ESTUDIADOS. VALORES MEDIOS * DE

Isolipasasa Cociente Cociente
n %L1 % L2 L1/L2 P2/L2
Control 44 88+56 912+56 010£007 041+0,09
IRA 32 143+10* 857+10* 0,18+0,14* 0,67+0,13**
IRC 36 146+93* 854+93* 019+014* 053+0,16**

@ Expresadas como porcentaje de la actividad total de lipasa.
* p< 0,01; ** p<0,001.

los encontrados en el grupo control, estableciéndose € rango
normal en un valor P2/L2 <0,6. Ambos grupos patol 6gicos
mostraron valores significativamente elevados de P2/L2 res-
pecto a grupo control (p<0,001).

Se estimé € coeficiente de correlacion entre variables
encontrandose una correlacion positiva y estadisticamente
significativa entre los cocientes P/S 'y P2/L 2 correspondientes
(r=0,76, p<0,05 en pacientes con IRA) y (r = 0,58, p<0,05 en
pacientes con IRC). No se encontro correlacion entre los valo-
res séricos de ureay creatininay los correspondientes de ami-
lasay lipasa. Lafigura 1 muestralarelacion de isoamilasas e
isolipasas en los tres grupos estudiados.

DISCUSION

El riesgo de pancreatitisen el curso delaenfermedad renal
parece un hecho cierto. Estudios de autopsias, antes de la
implantacion de la hemodidlisis, demostraron evidencias his-
tol égicas de dafio pancreético en pacientes urémicos (5), otros
autores, también han encontrado cambios histoldgicos des-
pués del advenimiento de la didlisis; Vaziri y cols. describen
signos de pancreatitis crénica en el 28% de los pacientes
sometidos a hemodidlisis durante mucho tiempo (6); en otros
estudios han encontrado evidencias histol 6gicas de pancreati-
tis, tanto aguda como cronica, en € 50% de los pacientes en
estadios finales de laenfermedad renal (7,22).

La pancreatitis, en e curso de la enfermedad renal es una
seria complicacion, la mortalidad es alta (33%), mientras que
lamortalidad presentada por |0s pacientes no urémicos es solo
del 5%. El diagnéstico de pancreatitis en enfermos con insu-
ficiencia rena es dificil, las enzimas pancreédticas mas o
menos especificas como laamilasay lipasa, estan aumentadas
en el enfermo urémico, siendo laateracién delafuncion rend
un factor importante que contribuye a su elevacion sérica,
incluso en ausencia de inflamacién pancredtica (23,24).
Thierry y cols. (1988) estudiaron los niveles de amilasay lipa
sa en pacientes con falo renal cronico (25); Collen et al, en
1990, ademés, tripsina e isoamilasas en pacientes con insu-
ficienciarenal (10); recientemente Seno y cols. (1995) afadie-
ron el estudio de otras enzimas como la fosfolipasa A2 y la
elastasa | (12). Otros autores han realizado amplios estudios
enziméticos intentando determinar si existe unarelacion entre
la elevacion sérica de las enzimas pancredticas y € deterioro
delafuncion renal (26-28).

En nuestro estudio las actividades totales de amilasa y
lipasa se encuentran el evadas en todos | os enfermos urémicos,
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Fig. 1. Relacién entre isoamilasas e isolipasas séricas en los tres grupos estudiados.

tanto agudos como crénicos, sin que ninguno de ellos presen-
taran signos clinicos de pancreatitis, € aumento, aungue
moderado, resulta estadisticamente significativo en compara-
cién con € grupo control.

Pero la hiperamilasemia no es especifica de la enfermedad
pancredtica. La amilasa sérica puede aumentar en otros proce-
sos patolégicos puesto que la enzima se encuentra en otros
Organos aparte del pancreas (glandulas salivales, higado,
rifion, intestino delgado, etc.) y puede ser producida por
varios tumores (carcinoma de pulmoén, es6fago, mamay ova-
rio). Se sabe que las isoamilasas de tipo pancreatico proceden
solamente del pancreas, ya que estas isoenzimas desaparecen
totalmente del suero de los pacientes pancreotomizados, por
lo que, la medicién de las isoamilasas de tipo pancredtico son
un indicador més especifico de pancreatitis que la amilasa
séricatotal (18,29).

En nuestro estudio, la hiperamilasemia encontrada en
todos los pacientes con disfuncion rena es debida a aumento
de las isoamilasas de tipo pancredtico, con un cociente P/S
superior a 0,8. En vista de este hecho, la posibilidad de que la
hiperamilasemia, en los pacientes urémicos, sea debida a una
pancreatitis debe ser considerada, teniendo en cuenta ademas,
gue las concentraciones de P2 se mantienen significativamen-
te elevadas en los pacientes cronicos, a pesar de la hemodidli-
sis.

Lalipasa, enzima producida principal mente por el pancre-
as, No aumenta en respuesta a un numero tan elevado de con-
dicionantes como la amilasa, ha sido ampliamente estudiada'y
utilizada como marcador bioquimico de pancreatitis aguda y
su utilidad evaluada, por muchos autores, en e enfermo con
insuficiencia rena (30-33). Sin embargo, se ha encontrado
actividad lipolitica en otros tejidos, (higado, intestino delga
do, colon, estémago), lo que hace que la determinacion de

esta enzima tampoco sea enteramente especifica de dafio pan-
credtico (34-37), y, por otro lado, se ha observado un aumento
de la actividad sérica de lipasa en |os pacientes después de la
hemodidlisis, aumento que se ha atribuido ala actividad lipo-
liticainducida por la heparina (38).

En busca de una mayor especificidad en los resultados
hemos estudiado las isolipasas L1 y L2, utilizando un nuevo
método de separacion electroforética, desarrollado en nuestro
laboratorio, utilizando €l grupo control para establecer previa-
mente valores de referencia (39,40). Del estudio de isolipasas
deducimos que, la hiperlipasemiaen el enfermo urémico, tan-
to agudo como cronico, esta condicionada por €l aumento de
la isolipasa L1, encontrando un cociente L1/L2 superior a
0,25.

En e estudio combinado de isoamilasas e isolipasas
encontramos una correlacion entre el aumento de la isoamila
sa P2y laisolipasa L1 que reflejamos, con el objeto de facili-
tar la interpretacion de resultados, en € cociente P2/L2. El
hecho de que las isoamilasas tipo P2 y lasisolipasas L1 estén
elevadas en € enfermo con disfuncion renal podria ser impor-
tante para diferenciar a los pacientes urémicos con o sin pan-
creattitis.

A lavista de los resultados concluimos que tanto las isoa-
milasas como las isolipasas son marcadores biogquimicos efi-
caces en € diagnostico de pancrestitis asociada a la disfun-
cion renal y aunque el diagnéstico no pueda basarse
exclusivamente en estos parametros, siendo necesaria la con-
firmacién con pruebas diagnosticas objetivas, unavez realiza-
do éste, el estudio combinado de las isoenzimas pancreéticas
y la posible variacion de los perfiles isoenzimaticos en el cur-
so de la enfermedad renal, podrian resultar de gran utilidad en
relacion con la frecuencia, severidad y evolucién de esta gra-
ve complicacion.
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