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R E S  M E U 



En este trabajo se evaluó la sensibilidad, en la determina-

ción de la fracción ósea de la fosfatasa alcalina, realizada por-

dos métodos diferentes. 

Uno de ellos es la técnica electroforética de los laborato-

ríos Helena, para la determinación de las isoenzimas de la fosfa-

tasa alcalina (fracciones de hígado, hueso, intestino y placenta) 

El otro método, es la técnica manual, que consiste en la determi-

nación de la actividad de la fosfatasa alcalina, usando como sus-

trato p-nitrofenilfosfato. 

Ambas técnicas se trabajaron con muestras de sueros de pa-- 

cientes hipertiroideos, parte de ellas fu é precalentada a 56°  C`- 

durante 10 	 • m n Se compararon los resultados de las  

Con los: obtenidos en un grupo de voluntarios eutiroideos - 

(control normal). 

A los pacientes hipertiroideos se les comprobó su padecí --
miento checando el cuadro clínico con determinaciones de niveles- 
sérieos de.  triyodotirosina y tetrayodotirosina los cuales estuvie 

ron elevados. De igual manera se estudió al grupo de voluntarios 

eutiroideos. 

Los resultados indican que ninguno de los dos métodos lo --

gran diferenciar claramente la fracción ósea de la fosfatasa alca 

Tina de la fracción hepática de la misma enzima. En la técnica - 

electroforética: por haber una sobreposición de la fracción ósea-

con la fracción hepática, y en la técnica manual: no hay forma de 

saber la proporción exacta de la fracción ósea, ya que la activi-

dad inhibida por el calentamiento no corresponde totalmente a di-

cha fracción, y si a otras fracciones presentes. 
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GENERALIDADES 



Las fosfatasas alcalinas son un grupo de enzir•.as con una - 

baja especificidad de sustrato, catalizan la hidrólisis de una 

extensa variedad de ¿steres de fosfato a un pH alcalino. Este - 
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4&co10 	Sustrato PH ¿:iortiquador i'nidad_s Rango 
(nMJnl ) 	 normal 

p-Nitrof,}ni1 10.5 Glicina 	1 rzsni de 	O.$-3.0 
p-nittofe to1 f 

R.rcck. 	 litro/60 uin. 

rcdaF.72Cy 13-u'1iecrol- ?.6 fliotil 	- 1 rrr, de P/ 1.5-4.0 
foz1fato tit+s¥•a.o 1C0 rn1; 6^ crin. 

IntY'F23.Ci3r5n.'. n- 	itrofc:137 10.5 2-k 	1 	 .._. i ..mol 	de ?1¥R-$S¥¥J. 
rosfrato metil.-1.- p-r..itrcfenol/ 

(2.9) propanol 1 i t ro/1n . 

- Fennilforfato 9.3 1ir:ti1  . 	dr. 313.') 
Arr±_trorg (4.75) b:Lrbitura _o .zc1/1 fl 	;' 

l: gin,-Rt ad- Difo5fr_ti_s 9° 7:• 	' t 
nab:zon re t_ o}:fta.lyiiia rci1o1_`-L 1e r!i/ 

(?) 1O' 	^1 30 '-ir.. 

1 	r.►c rcno1 f 22-.6 
- f°,-¥r' 	ze rbitur-to 100 in1/E) mín, 

ai.3.a 	2 .J 	a1znor 	o todo.? uti1iz.ado 	an e. 

I4zb 	 tori a 2a 4e trijinacn de fosfnta _t a1ca-• 

1 ina er_ jtsero 	a d 37°C. 
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`Iintáricamente, el primer éster de fosfato usado cono sus-

trato en la medición de la actividad de la fosfatasa alcalina - 

en el suero fue el B- i cerolfosfato$ ( todo de Bodnnsi,y) , y 

el primer método basado, en la detersiinaa.ión de la cantidad de - 

alcohol liberado fue el de King y Av stronfl b_. Otros eustratoa- 

incluyen al p-nitrofenilfosfato en el rétodo de Bese' Lowry6 

y difoefato.de fenolftale_na en les m&todos de Klein, Read y -. 

BA beon$' 

Estudios rtn e'_ microscopio electrónico y de luz, detiostra- 

ron 'que lr rosf.--t no alcálina e localiza en la. superficie 	de 

1. 	.ceIut =3 •t: nh.¥crcá i:13¥ i7:> 7i en loe horde rio1 tubulo; 	- 
3=: ,1^8 	 q, , 

rene? F.r 	1 ¥zrr. 	, nn '.' . recosa integ_in t1 
t 

,en lt sa.pex n 
31e mí.= ¥¥¿e,-n dr loj ca 	icolae billa: es 	•: vvp 	iir 

oi 	ido 	,..' 	pite13 _le alvr Irc de 	. 

niem s war{a7 . 
¥c¥na c 	 a1cálinaz' entudicid 	? an ciaa Z_r•c-me 

talorroteír¥r.2 c' n wn res.'f o de .erina, capa dr. ~ev¥rtXr la 

fesfrri1zei6n,. leyelizodo •n el centro pedes de la enzima. 

La fo LataEfl alc=a? ina blacent il fue - purifie .d por homo¥e- 
3 	3r 36 J n3z ció : y rri tntid :c :.n # 	 , y 'estudiada por 'eicctrc:!o 

rér3 i c e.^ Bci de,paii rila s:da e inmunoelcetrorot-ésis, recono-- 

tiende r un dre.ero de gluco;.¥roteina. de peso molecular entre 	- 

116 0')0 y 125 00') '1*`¥. La fosfataga alcnline placentsl contie 

r.¥ fcic¥s 	i'!naa, 	lnctca ; pide residuoa de ácido siálico, 
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el último de Zoos cuales puede ser removido mediante incubaci6tt 

con la enzima neuraminidasa 'º0. Los coeficienteo de sedirnen- 

taciión de las fonfatasas alcalinas de hueso, hígado e intesti-

no , determinado por un gradiente de Sacarosa, fue similar - 

erstudict mA s recientes, donde ne muestra que anticuerpos de - 
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borrego para fosfatasa de hígado humano y para fosfatana placon,. 

tal son específicos para aun respectivos antígenos homologos y 

no reaccionan con fosfatasa alcalina de hueso, intestino o ri--

ñon , Los determinantes antig&nicos de las fosfatarsas alcalinas 

alcalina de hueso parece relacionarse con la proporción de 	- 

calcio en hueso58. La elevación de la enzima es frecuentemente 
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relacionada con la severidad del desorden de hueso y deteriina- 

do por otros tedio tales coco radiolog x'9'77, excresi6n urina 

ria de hidroxíprol.ina58"7: y niveles de Vitamina D en sueros 

Similarmente la dierainuci6n de los nivelas de fosfatasa alcali-

na en suero parece relacior arne. con los niveles disminuidos de 

la fosfatana alcalina de hueso en hipofosaatasia 8172,96. 

La existencia de más de unes forma física de fofatnnas al-

calinas en suero fue inicie-irente demostrada por el ctroforési3 

en papel y confirmada por el uso cíe" elect.roforésis en otros 

Mzce!oc de soporte incluyendo bloquee de alraidonSS, , ; i d  

alsv .don-3 ► 54¥ 5 y ao r e13 	tiras de acetatn río ce? u1on:.S¥ 

oei d¥ Sephadcx 	y óct. de pol?acri.'.anída 	. El objeti'fo de 

r_nios e€¥t+.tdios fue de! q:icc,ntrnr ?gin 	todo coºifi3hle", ; ci+'nica-- 

rete aplic.bie para l. idontific¥.ci 	1. -ignn de la roQfr e.- 

if:. tiiC: Lana de tcjic1 	CiEI'¥ r^71`¥ 1if2t -: uda p:  el dtz.¥r?.¥¥ 2SCO 

En. la t?t 2 w recu::cr, in re uLtjsd 	de tales enfuerzoz 

' 	z' foifataacs alczi.ran de tsi^ario •r h,¥ . l.a_ 	+rsa ion rel¥tiv_.:ner.- 

.c 1nost::b1e. ii! cal F.rtaciiQnta7a 	y a la de4natu -c 1i c? :, 
Li 

con uroa? s 	j 	 ?o^oi: ¥todc. 	inhibidos por la L-feil 
., s43 alnnini 	Albas tie :; rtzaa de z,ido ait1ico ^uy ̂  2tidró 

lisis con n±?I1i 	clan una •iigrac!   

tira s'. 
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1 

Origen de la fosfatasa alcalina promedio(rengo) 

Hígado Hueso Intestinoplacenta 

Porcentaje de - 
actividad de 	- 
fosfatasa alca- 
lina. qu permane 
ce después des 

Una -exposi- -' 
ción a 5(o 	C 	21(8-33) 11(5-15) 90(82-95), 87(80-98) dúra.  ntE 15 
m3 nutos. 

Una inhibí- - 
eión vn urea- 	44(15-65) 16(7-23) 79(72.-89) 79(71-R8) 
311. 

Una inhibir, - 
ción en L-fe- 	63<34-106) 71(81-77). 18(15-20) 22(17-25) nilalanina 	- 
.0005r1, 

Efecto de ' la neu 
r minidara sobre 	ATRrSADA ATRASADA INVARIABLE ATRASADA la 	cnobilidad 	- 
eiectroforétiica. 

Tabla 2. Tipos de isoenzi- s que han sido diferenciadas entre las 	- 
variaTttes de la fosfatasa alcalina de tejidos humanos por 
cona-ación de sus propiedades catalíticas o sus estabilida-- 
des bajo diferentes condiciones65. 
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Las tosfatasas alcalinas intestinal ; Clacental son más 

ra e2 1:.¥rcrator la clínico dE rutinr.303. 
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El desarrollo de la electrofor4sie ha dado caminos precisos 

para la identificación de las isoenzimas de la fosfatasa alcali-

na en muero. Sin embargo, los resultados de diferentes estudios-

no son siempre los mismosl7¥Ilt y resultados confusos han condu-

cido a valores dudosas de cualquier *separación electrofor&tica - 

-en la identificación de isoenzima.s de la fosfatasa alcalina en 

suero 83 

El ligado , contiene una isoenzima principal finamente delimÍ 

tada y; que migra más rápidamente hacia el ¡nodo. Por lo general 

se presenta 'en forma de una banda compacta.; Sin. embargo,  se 'ile- 

ga:a observar dos bandas hepáticas en el suero de pacientes con 

trastornos hepáticos. El hueso contiene una'isoenzima ósea de la 

fosfatase alcalina, so presenta como una banda mayor y migra - 

justamente; detrás de la banda de hígado En Muchos casos de ele-

vaci6n del componente isoenzimático.óseo, la. banda puede exten-- 

.dense hasta la, región que ocupa la banda hepitice. Las fosfata-- 

sas de hígado y hueso_ migran muy cercanas la' una de la otra y no 

pueden ser separadas17. La fosfatasa intestinal migra considera-

blemente atrás de las bandas de. hueso e hígados con aproximAda-- 

mente la mitad de movilidad electroforética`de-la banda de híga-

do, La migración de la fosfatasa alcalina placental es entre la 

banda de hueso y la de intestino. Su presencia en suero es mejor 

confirmada por determinación de su resistencia a la desnaturali- 

zacibn por calor a 56°C. El riñon presenta dos bandas difusas • 

una de las cuales migra delante y la otra detrás de la fosfatasa 

0 



alcalina 'intestina163. (Representación gráfica en la figura 1). 

Las pruebas disponibles sugieren que en el suero de indivi 

duos normales la fosfatasa alcalina proviene de cuatro orígenes: 

Hígado,. hueso, intestino y en.* mujeres embarazadas proviene de- 

placenta. 	del corrimiento electroforético, la mayor - 

parte de la actividad de la fustatasa alcalina en suero de inda 

viduós sanos presentan dos bandas de isoenzimas que tienen movi 

lidades electrofor.éticas de fosfatasa alcalina de hígado y de 

hueeo41, 51, 95.. 
Elevaciones de la. f<>sfatasa-.al calina en el suero ocurren - 

en una extensa variedad de situaciones clínicas. Los niveles 

níás elevados son encontrados en pacientes con desordenes de 

hueso asociados con aumentos; de actividad osteoblástica y en - 

individuos con desordenes que impiden el flujo biliar. Casi - 

cualquier desorden que afecta al hígado-puede causar una eleva- 

ción moderada. de la fosfatasa alcalina en suero. 

En la gran mayoria de pacientes- con fosfatasa alcalina ele 

varia- en suero, la elevación es debida a sus, isoenzimes dr_ higa-

do y hueso  

Las excepciones son encontradas en pacientes con cirrosis-

alcoholica, donde el aumento es debido a la fracción intestinal 

¥7, en el embarazo donde es debido a la isoenzima p.lacental71 

102 en pacientes con ciertos males particularmente carcinomas-

de pu.lmon, donde una variante de fosfatasas alcalina producida 

por el tumor aparece en el suero (isoenzin,a.de Regan) 28, 100 

-12- 





Ocasionalriente, elevaciones moderadas de la fos{ataca alcalina 

son vistes en desordenes de afecciones no primarias de hígado, 



ANTECEDENTES 



En 1952 Nielsen86  reportó elevaciones de la fosfatasa a2-

calina en el suero de pacientes con tirotoxicos is, y en loa - 

es atribuible en gran parte al aumento de la isoenzisa'de ori-

gen oreo. 

-15- 



Dav.d S., Cooper16 mencionan que de 15 pacientes hiperti 

resiis en gel de a1-¥ridón, poliacrilamida o en =embranas de 	- 



acetato de celulosa., asi como la utilización de antizueros - 

especificas para cada una de las isoenzinas de la fosfatasa -
__, s_ _ 6.12.13.29,30,39.54.66.79.94,º8,io6.iio 
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la fosfatana alcalina. La gel de.poliacrilamida es proba:oiemen 

te laque 	mejor resolución entro las fseenzimas¥6'9S. No - 

obstante el máximo cuidado., es necesario para distinguir entre 

la fosfatasa alcalina de hueso y la fos±atasa alcalina de híga` 
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En el Hospital de Especialidades del Centro Médico la 

aRaza,l, se tiene con frecuencia pacientes cuyos padecimientos- 

involucran un recambio acelerado de la matriz ósea y, en que - 

los médicos tratantes obtienen orientación con el estudio de 

las isoenz¡ as -de la fosfatasa alcalina. El interés en la de-- 

terrlinaci&n de la fracción ósea de la fosfatasa alcalina, se - 

1. Evaluar la sensibilidad de los dos métódos para la determi- 

nació, de la fracción ¿sea de la fosfatasa alcalina. 

s19- 



2. E1an:►nar la correlación entre la actividad de la fosfatina - 

alcalina total y la actividad inhibida de la fosfatasa alcalina 

en yacientes hipertiro_deos. 

3. Determinar que proporción de las nuestras tanto de pacien-- 
tes hipertiroideos como de voluntarios normales, que sometidas 
a la fraccionación de la iosfatasa alcalina exhiben un aumento 



HA TER IALL Y METO DOSS 



24AtERIAL BIOLCG CO 

Se estudia un grupo de 57 adultos hipertiroideos y otros - 

de 21 voluntarios normales (control normal). 

El criterio de selección para los pacientes hipertiroideos 

yue que tuvieran. el cuadro sintomático de hipertiroidismo t  basa 

do `n el criterio clínico cla2ico de elevaciones en la determi- 

nacifin de triyodotironina (T )s tirozina (T ) y I131  en 24 hrc. 

Aíladir iiva) cantidad de so]uci6n amor tieundora pH 10.3 

3. Hi drt,:jd de ;)odio 4.2 N 

Fi. Hid 	tido de :iodio 0.02 tF 
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5. Solución de p-nitrofenol 10 a}1 

6. Solución de p-nitrofenol 0.05 t 

7. Amortiguador electra HR (tris-barbital-sodico) phi 8.8 

. _ Raon+ivn Fi.0 	i»af+nl is_11.Y An4An 4'¥cfñr4rn ? _ú. n—MI 



TECNICA DE !3ESSLY LOh'RT-BRoCK PARA LA DETERMINACION DE FOSr TASA 

ALCALINA6 

PRINCIPIO 

La enzima fosfatasa alcalina hidroliza el substrato fosfato 

de p-nitrofenilo, dando fosfato inorgánico y p-nitrofenol. Se 

mide la cantidad de p-nitrrfenol liberada en condiciones están-- 

dar (tiempo, temperaturas y pH ) por absorbancia de color que - 

presenta la solución alcalina. La unidad Be sey Lowry-Broc!: de 

actividad de fasfatasa alcalina se .define co ;^.c le ,cantidad de 

'r=ima que libera una ril: ol e ,p-rtitrofcl por litro de suero  

en 60 minutos. Una unidas: $es.rcy Lokr'-rock corresponde -a 16.6- 

.zznid des internacionales, cuando estas í>„ timas Ae deliren corr. - 

náiern cae iniero'tolq> de eubntraLo hidro1iznc?o,. =sr. minuto oor - 

eeto de un litro de suéro, 

. S' marcan dos tubos con los números l y ? r¥•sPects1 ente 

y se alinde 1 *.n1 de sub rato ar..órtic;uadcir al al.i: c 	{ 

10 . rrnr..¥'»r-ted 	re 

». 1 	1 de s ;crv al tttb<) marc?_clry con rl n5¥2.rnf- 't_. 1 

y r`.: .i} de ngun dcestiladn al tubo marcad• cor el n'r:-cro 

0 3. S¥¥ in¥¥;pan a :37°C dttrant 30 miniias exactamente. 

S. arc:n. a cace tulio }.fl n:1 de ilidr -ida d=• sc)Jiu i"."^ 

y se tezcla rior imrersir;. 
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5. Se lee a una longitud de onda de 415 nm. 

6. Se lleva a 100% de T con el tubo número 2 y se anota - 

la lectura del tubo 1. 

7. Se añaden dos gotas de ácido clorhídrico concentrado a 

cada tubo y. se mezclan. 

8. Se lee nuevamente ajustando e 100% de T con el tubo 2. 

CÁLCULOS 

Unidades de fosfatazá, alcalina Bessey Lowry-Brock 

la. lectura 	- 	2a, lectura 

CURVA DE CALIBRACION 

Tubo Unic3.ades ml. ,de agua Hidróxido de Solución de 
No. destilada sodio 0.2 N p-nitrofenol (BLB) 

0.05 	nM 

1 10 1,1 
ó  0  

2 S 1.1 2 2 

4 4 1.1 6 6 

5 2 1.1 9 8 

6 0 1.1 10 10 

VALORES NORMALES DE REFERENCIA 

Adultos d_ 0.8 a 2.3 U BLB 

Niños 	da 2.8 a 6.7 U BLB 
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TECNICA PARA LA DETERMINACIOiv DE ISO3I AS Dn LA FOSF.%TAS.. 

ALCALINA DE LOS LABORATORIOS H LEMA, £seaunont, 	Teas 30 

FR INC IPIO 

La fosfatasa alcalina hidroliza cal fosfato del a? sa raftil 

fosfato A5-X, liberando al naftol que .se ure por Una reacci&n 

de copulación a un' compuesto, diazo (azul firne itR) produciendo 

un compuesto colorido insoluble y,.quE sse precipita. 

La a isoenzitr:es .de la Lo 	tasa- alcalina 	 suero  

i¥ura:io son se, s.r ás por etectrofor&sis sobre iieiiibranas ee CCC - 

tato ce celulosa. 

PCO DIy:I ;T0 

1. Se v±erten 50 ra1. die ainortij t.ador HR dilui 	750 tal. 

o: c...da uno d 10 	 exterirtres de la 	z,ia ii de 

#?-3L:}.'Y'U:Lor&SSS 	r;•• ilLriF_`i.r' en coe, tii'aC ae papel 	i _< 	:O, L:¥il: 

dor de ' gin, n_a*i ,c..-a que el 	ortiguhdor este en contüctc con codo 

el papel en forma de pum-nte. 

2. Sc co! o 	l. riers:na de r:cetcato iie celvlonc e am-orti- 

r uador HR diluido a 750 n:! ..ara que se hu '¥ nca durante . 5 aminu 

tos. Se Marca la nr:, br 	d.e tal manera cuy se ique ócnde 

c ucdírá 1 iuestra número nno. Se .huredece un r,?erdhrara 	i!.'¥.G- 

*!c^i_ 	utilizarla en el r:0^•f'Fito de l revelacJ.7r.  . 

3. Se 1 i.ena er d't un de l t ra21U.• 	d(' l n y J Rr1 to m 

f:raE Con j ti 	t:tilizando r.? itic `odi ;tribu .cir'r, 1- s.i¥ C 	se- tc>ritt 
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cribriendose con un portaobjetos mientrms s-e toman las muestras 

4. Se carca el apIicr , y la arimera tona se seca con 

una gasa o papel secante, re toma nuera cuostra`y se aplica no-- 

bre la membrana (que previar•cnte fuá sacada) de dos a tres veces 

según la actividad enzimática. 

5. Se .coloca una gota de agua en la base alineadora, para -- 

evitar que se r^ueva la mori'rana al tt►omertt de hacer la aplicación 

Se quita el exceso de amortuador de.. la:n-em- tirana de acetato de 

celulosa con cios papeles secantes. Colocar r ápidané:ite la mémbr_ 

na en la: cámara'electroforética$ pero teniendo cuidado que la 

capa de acotato de ce?uic,sa 	de hacia 'arriba y e2 11 stico 

1ncia abajo. Se conecta a 130 volties por 21 minutos. 

G. Sc prepara el; substrato deiaarrol7,a z'r de color pr;ra vi-- 

sual? zaci&n y densJ.t'ornptri :, ^mee añade 5 m'_- . de a or¥ir ¥. or 	I-R 

13 uic20 a 750 r2. 31 frasca r3a3•cado' con ^'3.ctiV4 1:S-NX 	i1ta 

y so deja r.epoari 10 riinutos, y tse agrega 2 ::li.. do esta cñlucié,!1 

al 	frasco Uir r cado :c•.--eaet :o nzu1 f{rr e FR. Este- re.ncti v 	+ 

debe uf l $ zarse dentro del primer ` rlin ut 0 c ey,pti 9 de ha ,erse- :re- 

parado. 

7s T1oG:riinulc->:antes de_ .tor+Linar ci c r iniCrito -lcctroior 

tico, .e 7t:cc entre z o5 pape? es itt membrana qüe se puse a remo•••• 

jar, v nipotea 'in -n lilitro del substrato en l surer¥icie de - 

la rnenhz•snll. 

8. In►r.cdiatar.crte sn cjuit s la rmcnhrana d± la c¥.rnara electro 

fort.ticz yse ecr i¥ ji:ra tlt rata . ose h ??C7:2^_ cola la Otra) r'te hr la 

nn% t¥riic11d4 cuido de no d^5 r hurbuj;'s a Aire atrapada.-. 
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9. S,e seca el exceso de solución sustrato desarrollador de 

color, y se coloca entre dos papeles secantes precalentados 	con 

9 
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DIAGRAMA DE TRABAJO 

MUESTRAS DE TRABAJO.º 

S La determinación se realiza por la técnica de Beszey - 

Lose ry-Brock. 

L 	sepLración electrofo: ética en zeglln la tccnica de 

o 	t. Jyratr--jc s " ,ie5 'r a 



DESARROLLO D TRABAJO 

En suerosrev_amente inactivados a ° p 	 55 C durarte IO¥iriu- 

to s1 ¥ v en otra porción de los atismos sin inactivctr, tanto de - 

los pacientes hipertiroideos .como de los voluntarios norrsal es, 

se les determina simultáneamente la actividad de la fosfatays- 

alcalina por el método deBesse S - Lowwr  B o - Y 	ch r 	y el pcº,certr j - e 

de las diferentes fracciones de la fcsiatasa alcalina redi: ate 

l.a.técnica electroforótica de'los Laboratorios Helena. 

El objeto de la .ir¥rtctz';ación º es para obtener el porce:_¥ 

je do In fracci.7n residual de la fe)efatasa alcalina que repre¥- 

sent_. el valor de la fraccsón de la fósfaiasa alca .ia _úe :za 

se inacti4a por el calenta rniento. Para los sueros sin cc? : ta- 

;cato, la éter! inación c r.l frnccionah'icnto de 2a fas.tasa 

alcalina corresponde Al porcentaje total 4e 1az,':frr.ccione8 de 

la la €osfatnsa alcalina presentes en el suero. S5. res,t.ar os al 

porcentaje total de las fracciones 'de la fcsfatasa alc4lár:a,01. 

porcentaje de la fracción residual 'º obtenemos el porccntave -. 

de fracción inhibida de la fosfatasa alcalina, que representa- 

a la fracción que se inactiva por el colon t lento del s=amero. 

De. esta rnora se obtiene por el rn<.todo eiectro-Corótico - 

en forma indirecta el porcentaje de ice fracción de la fosfFta-- 

ea alcalina sensible al calor que predo.inc c:; e3. lucro. 

En el métOC-o manual d `%essey L.OS¥r-F- á . C.. 	 la 

actividad de l.a fosfatana alcalina, reportando &gta en unidades 

3esse3• Lowry Brock, de tal forra que para, sºraros inactivados - 
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a 56°C durante 10 minutos se obtiene la actividad residual y 

para la porción que no fue inactivada, representa la actividad 

total de fosfatasa alcalina, que corresponde en porcentaje al 

10C°% de la actividad de la enzima en suero. Entonces como nuez 

tro objetivo principal es el de evaluar un método con respecto 

a otro, tenemos que comparar los resultados obtenidos por 

ambos métodos, y corso el método electrol^crptico reporta solo - 

en porcentaje y no. en unidades coro el método manual convertí 

¡nos la actividad de la fosfatasa al ca' .ir.a en t._i':.des Besre. - 

Lotry-Broe a porcentaje. .De esta forma trabajamos con porcer.- 

tajes de actividad inhibida de la .fosfatasa alcalina obtenida- 

Far .ambos 	todos. 
y 

b AF. T :' 	% .R: A = 	AIF 

El nrocedimlenta se basa en re:'ortes prevzoz en la litera 

tura''65, 'los cue mcncionln una i.nlii.biciiin de la, actividad de 

lu fosintasa rica] i.m 	para In frriceión ósea de un. 90G¥, para 

la fracci3n hepática de U.n 75% para la fracción int<:stinal úe 

un 1.0.;, y e._ro las fracciones d Re an y p1acentaria de t)%, en 
o sueros *srecal cantado« a 56C durarte 10: ninutos.. 

La dP,_ieión de in¥tctiva.r' los rt.eros e este temperatura y 

durante este tier:po e^ en vista de que son tos -aránietros ¥rús 

use dos por diferentesautort+ , pues no e;ti].ste u_-. acuerdo unf ni 

me en e11t. 
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Los res  resultados de los exámenes practicadas fueron agrupa- 





FOflULA PARA LA DETERIACtON DEL COZI'iCIE?TE DE COURELACION 

34 



= 	Ccericiente de correlación 

t m Valor de t calculado por la fórmula de t-arcace 
e 
t = Valor de t encontrados en tablas para un ni:ei de 	-- 

sí n=ficancia de 0.05 

1NTERPRETI:CZON DEL VALOR DEL COEFICIENTE DE CORREI.ACION (r) 

Si r es positivo, la ccrrelacián entre las variables e positiva 

Si r P_s natio, la aorrl ?P.cí66n entre ta S variables ca  

Sir = C-, no existí'. relación. 11r 	entre las S'aric.bir;, 

r i 	o: f:laczcn ,Pntrr 1a rari£¥b1A¥  

= 	-I s la c orrelz ci ,n r-tr 	vcsrile., e¥+  

. 	.. .. 'f a n a. f c, 	'1.y i.1 a r r ii r r , E'. J . 

UT2 G a CC•.ro. 

} 
	-^ti ¥ L V LCIZ D1 t Pr ]; .k 	¥. 	x :r, .rr.S  

	

r•iú.T¥,.G _ 	 úS ¥.. ¥S 

S _• 
	i c::.Z .._ ..£1 C.s: !::a roe C;[.ie. Ir '_ 	- 	4,. .} `' P- '-a-i" 'C i: 	•o 

	

r ii'JI' c t il.¥rl 	^c+I.Y ^i l 	t c1cular 	11:3'772' (JLP la 	v£,_ 'r de 

c!c ta12 -, c_ atn:^ c?e P cs eta¡-'r c.c 	,ti); y ,, t,a. sil 	'r..11cic 

pFta dístiC .. 

'¥r 	v 	< ,¥; , 	,ces .laCtGLcr Si 
t 	

['.¥ 	C yr ¥z?c : 	ItC 	_iwtC' t7 	i:! Z_ 

Si. 	r. •a ii 3 flr que t 	4' li .rc'nci n .'i'.- .• 	.Cir  
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T A 8 L A 1 	RESULTADOS 08T E! IDOS EN PACIENTES 81PERTIR03D£OS 
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRO 1"£D00 LA °RAZA- IMSS,Mayo,1982 

GRUPO 1 

SUSGRUPO 1 Sexo Edad T3  T4  Fosfatesa. Fosfataaa % Actividad - 
Alcalina Alcalina Inhibida de la 
Total Residual Fost'atasa: alca 

lino 
ABas ng/dl ug/dl U SL8 U BLB (V.M) (ME) 

1 F 65 288 '18.2 4.2 08 83 69 
2 F 24 -771 30.6 6.8 1.8 74 77 
3 F, 59 221 24.0 3.2 1.0 71 71, 4 F 48 :244 15.6 9.6 20 79 80 
5 F '24 281 20.6 3.6 0.0 100 91 
6 M 35 310 13.5 6.4 _ 0.0 100 98 
7 F • 42 253 14.9 3.4 0.0 100 `90 
8 M 53 396 21.9 :  11,8 1.6 86 84" 
9 F 57 231', 14.3 `" 	16.4: 0.6 97 30 

10 F ::25 250'12.5 3.6;': 1.2 67 62 
11 F 60..:353 14.2 6.6:: 1.4 79 65 
12 F 72 379 32.8 3.8. 1.0 73; 72 
13 F Eta 401 22.0 7.6 1.8 76 84 
14 F 30 813 35.2 8.6' 2.0 77 77 
35 M' ,45 360 28.4 3.6 .. 1.0 71- 74 
26 F 36 604; 38.4 1i.6 0.8 83 70 
17 F :31 240  14.3 8.6 1.4 85 79 
18 F 38 404 _ 16.1 5.0 0.2 96 89 
29 F 33 1223 38.3 5.0 1.2 76 79 
20 F. 60 225 ; 16.1 3.8 0.6 . 87 93 
21 F 31 251: 17.3 7.6 	.. 1.0 87 - 84 
22 F 34 1.80' ̀ 22.8 4.2: 0.8 81 79 
23 F 70 381. 26..5 6.8. 1.8 75  76 
24 f 28 642 ` 23.6 4.4 0.8 82 80 
25 F 68 284 17.0 <' 4.8 1.0 79 ?0 
26 F 55 577. 23.1 6.0 ' 1.2 81 85 
27 F " 34 ,, 	613 42.6 3.8'` 0.8 81 89 
28 F 64 246 '20.6 3.6 0.8 81 80 
29 F 51 508 29.3 5.0 0.8 84 88 
30 M 44 1145 45.4 3.8 0.6 87 88 
31 F 42 885 31.5 3.6 0.6 83 78 
32 F 39 593 37.4. 7.8 1.0 83 78 
33 F 60 582 23.8 3.4 0.8 76 74 
34 E 41 323 18,5 5.0 1.0 82 77 
35 Ft 29 305 20.0 9.8 1.2 88 78 
3G F 48 252 14.7 3.6 0.8 77 72 

PRO EDIO R E:5 452 23.8 5.8 0.98 83 8Q 



T A 6 L A IZ RESULTADOS OBTENIDOS EN PACIENTES HIPERTIROIDEOS 
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRO MEDICO LA uRAZAi ,Mayo,I982 

GRUPO 1 

SUSGRUPO 2 	Sexo Edad T3 T4 Fosfatas"a Fasfatasa %Actividad 
Alcalina Alcalina Inhibida . de' 

la Fasfate- 
ea: Alcalina 

Afros ng/dl ug' /dl' U BLB U BLB (flM) 	(ME) 

37 F 36 855 19 6 2.4 Q.Q. 100 	97 
38 F 31 558 22.8 2,8 0.0 100. 	100 
39 F 38 284. 14.0 3.0 1.4 54 	60 
40 F 45 310 18.0 3.0 0.6 83 	92 
41 F 53 492 .20.0 2.6 0.8 73 	75 
42 F 60 240 ' 20`.6 1.6 0.3:Si 87 
43 F. 53 236. 16.7 1.8 3.1. 82 	82. 
44 F 42 270 13.0 1.2 0.1. 67 	82 
45 F 33 606 23.5 1.6 0.2 87 	06 
46 F 51 662 19.2 " 24 0,4 83 	75 
47 F 52 266 22.8 1.8 0.8 56 	71 
48 F 26 273 17.8 1.6 0.6 69 	85: 
.49 ` F 30 246 15.6 2.6 0.4 64 	91" 
5fl F 27` 31.4 21,4 2.2 0.4 82 	CO 
51 F 65 238 17.0 2.2 0.2 91 	80 
52 F 48 365 17.6 22 0.1 95 	94 
53E 37 ' 	417 "22.7 2.2 .06 76 	81 54  F  ' 50 817 33.0. 28 04 85 	82 

... 	55 tM 45 385 17.6 2.6 0.6 77 	76  
56 F 31 445 ̀  27.7 2.8 0.6 79 	80 
57 F 28 452 20.0 2.4 0.4 .87 	75 

PRDM,EDID R 42 418 20.0 2.3 0.445 81 	83 

PRC EDIO DEL 
GRUPO TOTAL 43 439 22.4 4.5 0.71 82 	81 
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A 3 L A 	I 1 	I RESULTADOS OBTENIDOS EN VOLUNTARIOS NORMALES 
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRO MEDICO LA " R Zk n 

Mayo, 1982. 

GRUPO II 

CONTROL Sexo Edad T4 Fotsfata.áa Fozfata a % de actividad T3 

LUTIROIDEO Rlcac1in.a alost1ina inhibida de la 
total .re¥sidual fozfaitusa 

alcalina - 

A io n 	di 'u 	dl n't U BLB U .SLB t¥:*1 ASE 	) 

1 : < F 26 ,.170 12.0 2.2 . 0.6 71 72 , .. n,• 26 55 1.3  ti 08  

3 F 27 130.': 9.2 1.6 
F 

0.5, . 69 72 
r.' 34 100 10.7' 2.1 0.6 71 7% 
5 F 33 135.. 1?.0 1.6 0.5 6Q 72. 
6". F .. 	20. : 120 9,2'.. 1..5 3. 73 76" 
7 	, F 40 :35 `10.1* 2.3 .7. r0 70  
8 :. F ..: " 	 ;2'J 135 10.7 1.2' 0.4 67 70 

ri 32 135 	'12.0` 2.4 0.5 75 78 
10'` F 52" 110 9.6 2.2. 0.5 73 72 
11 F 30 90 11.0. 2.13: 0.8 	:, 71 74 

12 F : 32. 55 11.4 	-  •15' o6 60 61 
13' F 2r 120 9.6 1.5 0.5 67 71 

F 30 165 9.4.. 2.0 1.0 7' 72 
15 ;.; 34 '130 9,0 1.9 0.6 &8 . b8 

.& 29 i5 7..4 2.5 ó.8 68 65 
17 30 130 9.0 2. 0,7 71 63 
13 't 3 tt 135 9.0 2.6 0.8 69 63 
9 F 39 85 	'' 9.0 1.8 0.5 67 6.5: 

20 100 9.2' 2.7 0.9 67 65 
21. r 51 190 9.0 2.3 0.5 78. 14 

Ff0 :ODIO 	x 34 131 10.0 2.1 o.6! 69.6 70.6 



T A 8 L A 	IV 
RESULTADOS DEL ANAL ISIS ÉSTAD.ISTICO (PRUEBA t-PAREADA Y'CORRELACION) PARA LOS PORCENTAJES DE ACTIVIDAD 
INNISIDA DE LA FOSFATASA ALCALINA, OBTENIDOS ; MEDIANTE 'DOS .MET000S DIFERENTES. 

HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRO MEDICO LA "RAZA" IMSS. Maya, 1982 

% DE ACTIVIDAD INHIBIDA DE LA FOSFATASA COEFICIENTE DE VALORES DE t 
PACIENTES ALCALINA;: `CORRELACIÓN (calculada) (tablas)Interpreta 

HIPERTIRQIDEOS.. ci6n del - 
.. (METODO MONUAL) (METOD© ELECTROFORETICO) valor:' de t" 

R 50* SOy r t¥ t; 

GRUPO I 81.80. 9.80 	80.0 8.70; 0.719 ;1,I5 2.000 NO. EXISTE 
DIFERENCIA 

SUQG UPO 7. 82.55 8.29 _ 	?9.72 8.25 0.744 . ` 2.85. 2.021 EXISTE ..: 
DIFERENCIA 

SU9GRUPO 2 80.52 I2.08 	82.47 9.23 0.764 -2.14 • .' 2.086 NQ, EXISTE 
DIFERENCIA 

PACIENTES  
NORMALES.  

GRUPO II : , 69.65 3:66. 	10.61 6.4`9 0.753 --I.1.6 2.086 NO EXISTE 
DIFERENCIA 



D .I 	S  U S 1 f1 N 



Al comparar los valores obtenidos de los porcentajes de 



se pudo diferenciar la una de la otra. Por otra parte cuando se 

hace la deteruinación por el método ruímico uanual, al calentar 

tiroidcon rtontr6 una correlación estndinticanente sigreificotiva 
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entre los valoren de T y T41  aieutras que para el grupo control- 
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di 

500 	 1000 	 T 

1 	a&FICA 
1. no/di 

CORRELA.CION ENTRE LOS VALORES DE T3  Y LOS DE T 4  PA A EL GRUPO 

ENTE PO DZ P: CIENTES HIPE RTI1-oiDECS 



r o 0.117 

DE VOLUNTARIOS EUTIROIDEOS 
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Y LA /OCTIVIDAD Ii±m!ZI3In!: DE LA FQST'.`.T/.S': ALCALI;JA, PARA EL GRUPO 

DE 	r„CI .̂,t1Ti c, 11IPEI TIP•.OIDEOs CO`1 i CScr`:TF.S1+ ALC;.J,1 	ELIW.'.D.1 

( ZU2GPUPO 1 ) 



GRÁFICA 4 

CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA TOTAL 

Y LA ÁCTIVTDAD INHIJ3IDA DE FOSf•ATASA ALCALINA,, PARA EL GRUPO 

DIr, P CIE'r TES HIPER:TIF.CIDEOS CON ACTIVIDAD DE FOSFATASA 

ALCtiLfliA NORMAL ( saJEGHUFo 2  ) -46- 



LIPA 

IBLB 

15 

Y Lis. A CTIVID.►I) flt;í'i 31DA DE LA F OSFA LASA I.LCAI.fl A PARA EL 

GRUPO ENTERO ERO I1? F .C3P 2 TE5 KI P_ r TIrioID OS ( GRUPO I ) . 
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CON C L 5 1 0  O NES 



En base a nuestros objetivos planteados al iniciar éste trabajo, 

y al analizar loa resultados, concluimos, que al se tuviera que deci-

dir, cual en el mejor de los dos métodos empleados para la determina-

ción de. la fracción ósea de la fosfatasa alcalina„ con respecto a su 

sensibilidad específica de dicha fracción, diríamos que ninguno de --

ellos diferencia claramente a la isoenzima de hueso de la isoenzima -¥ 

de hígado, y por lo tanto el método electroforético como el método -- 

químico manual, carecen de sensibilidad para la determinación ez.pecí- 

fica. 

No obstante es importante considerar que, si ni ve cuenta con - 

alguna otra trcnicié que sea maú sensible y , más específica para la --- , 

determinación de la fracción ósea de la fosfatasa alcalina en 'suero 

y solo se quiera conocer: de una manera, aproximada la proporción de la 

fracción ósea de la fosfatasa alcalinas el`nctodo químico manual. de 

Beasey-Lowry-Brock para la determinación de la actividad de la fosfa- 

o tasa alcalina trabajado con, sueros inactivados a 56 C, y sin inactivar 

será de gran ayuda, si se trabaja simultáneamente con la deterrir.ación' 

de otras enzimas que ayuden a descartar la posibilidad de que el '¿tu-- 

mento de la actividad de la fosfatasa alcalina en suero sea de origen 

hepático. Y aunque el procedimiento sólo - da resultados aproximados ,- 

se puede realizar con un mínimo de aparatos y de habilidad técnicas-- 

lo que significa una ventaja sobre el, método electroforético, que es 

caro y que utiliza aparatos y reactivos especiales. 

El .método electroforético no ayuda a la determinación cuantita-

tiva de las fracciones, por falta de separación característica de las 

dos isoerrzii.'a de movimiento rápido ( hepática y ósea ). 
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Sin embargo aI actodo oiectrogorút_co nyudn.r en la diferen- 

ciación de las otras izoenzimas que pudieran cstnr prezentea en - 

el suero, siempre y cuando se tengan marcadores,isoenzinúticoe de 

cada una de las fracciones de la fosiatana alcalina. 

Los valores de actividad inhibida de fosíatasa alcalina tan 
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