woreerrtmes Universidad Nacional  uténema

e

\

| E de éxico

Facultad de Estudios Superiores CUAUTITLAN

Evaluacnén de la sensibilidad del Métoado Qui-
mico para 1a determmacnon dela Fraccién Osea
de la Fosfatasa A|ca||na en pacnentcs con
Hlperfuncmn de Ja Glandula Tircides.

T E S

Que para obtener el Titulo de-
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLDGO '
P e e n t a o
Dagoberto Gutiérrez Villa
D i r ig i d a p O r:
Dra. Margarita Becerril Morales

Jefe del Laboratorio Analisis Clinicos del Hospital de
Especialidades del centro Médico la "Raza‘’’ IMSS

México, D. F. 1982.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



ABREVIATURAS
RESUMEN

CENERALIDADES

ANTECEDENTES

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

"MATERIAL Y METODOS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

INDICE

DL OISO POCORBRSIILOIEOEIOEOIEPBSOIETPSTOTOTSTOS

(AR A B E RN ENNEEREERENNENN NN N IEEEE XYY R

LA L AR B B BN B BB B BN BN BRI K NN B BN RN RN A N RN R S

....'.IlI.‘.I.........'......I...

TS OLES OGS BNAEADBBLOCO IR

...Q....‘.....‘......’.."'

A0 BE IR 2R N B 2N B AU BN I I SR N BV A BE-RY NN BV W B 3 N W R I

0 82880000 0L IO TQLBOIRBSEISEPOIEOBS

OB B GBI GPIISCESOIODROEIOCGCOIOTRNLOIPOIEOTERUPOIBRES

e s e IRt e rIDeen NN OIS ETLEIRBALPRS

3-14

15=-18

19-20

21-31

32-39

4048

4950

51-63



ABREVIATURA




Absorbancia

OO G OOTRL T ESIOR VT OIOO NP OIS HE TSRO USIOE S

Coeficiente de correlacidn

DT O OO YRS SOCENS PO EOEE S

Desviacidn esténdar

.......0....._.-..'0.............0.

Fosfatasa alcaline

4P TEPE O LSOO ETT BTGB TOIOPIOIROIOLVOIEOETIITS

Grados centigrados

€O O PEEOOLOIOBEOSINOSICTOIOSTOTCTEOIBENTNINTTES Ttoesee

‘Mayor que

L0 B B K L B N BEIN BN CIE I BN B I BE BU B B BN K RY N B BN BN BE BN BE NE BN BT B R B BN N BN N N )

Menor que

LI B B Y BN BB B B BN R B BE B BE BL B BN B B JE BN BE B BE BL N BUBE I N BRI R B BN 3 N N Y 3

Método electroforético

LR AL BN S B BN I O I AU IR B B AU N L O B B I LN B N N J

Método manual ( Técnica de Bessey-Lowry-Brock ) .es...

Microlitros

teciessescesscsttassccereseossrotsnrssanes
Microgramos temsssssssreveasbssnsaiesanssebrancssrana
Milimoles csteasesenstrscerccnsetatsssescecnnnarnnane
Nanogramos sesssenenscsrasrensnssasrrecrsanssessansorsse
Nahémetros

B0 4650008008060 PN eSPISOREOeNPLLCEsOTCESSene

Paranitrofenilfosfato

IE N ENRENRENNENEREEANEEESESZANE RN RN N NN X J

Peso molecular W0 es s It OEREPENRGIBEISESE POESOPOSGOLOGESO DS

Porcentaje de actividad de fosfatasa alcalina total

- e

Porcentaje de actividad inhibida de fosfatasa alcalina

Porcentaje de actividad'résiduAI.de fosfatasa alcalina.

Probabilidad

CIC N IS I IR S AP A A I I AP IR W WA W I AR WA R W Y

Tiroxina R R AR E R R R R R N Y R R YRR N
Transmitancia ®eccscessencsssscasessanssesessnssssree
Triyodotironina

LA S L BN B BN B L BN AN BN 3R B B BE B BN AL IR B B BN N S EE I B AE BE AR 3R BN A BN 4

Unidades Bessey-Lowry-Brock

@ & 9P 000 S0 NP aeBOESRAOVPEE

Unidades internacionales

LI A AP SR AN A AP R SR I BE SR BT B B B RN A A SRR SR N

-] -

ng

nm
PNFF
PM

% AFAT
% AIFA

% ARFA

U BLB

uI



RESUMEN




En este trabajo se evalud la sensibilidad, en la determina-
cidn de la fraccidn §sea de la fosfatasa alcalina, realizada por-
dos métodos diferentes,

Uno de ellos es la técnica electroforética de los laborato-
rios Helena, para la determinacidén de las isoenzimas de la fosfa-
tasa alcalina (fracciones de hfgado, hueso, intestino y placenta)
El otro método, es la técnica manual, que consiste en la determi-
nacién 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 fué precalentada a 56° C -
durante 10!mid. Se compararon los resultados de las determinacio=-
nes, con los.obtenidos en un grupo de voluntarios eutiroideos -~ =~
(control normal).

A los pacientes hipertiroideos se les comprobd . su padeci ~-=
miento checando el cuadro clihico con determinaciones de niveles-
séri¢os de triyodotirosina y tetrayodotirnsina los cuales estuvie
ron elevados. De igual manera se estudid al grupo de voluntarios
eutiroideos.

Los resultados. indican que ninguno de los dos métodos lo ==~
gran diferenciar claramente la fraccidn &sea de la fosfatasa alca
1lina de la fraccidn hepitica de la misma enzima. En la técnica -~
electroforética: por haber una sobreposicidn de la fraccidn §sea-
¢on la fraccidén hepética, y en la técnica manual: no hay forma de
saber la proporcién exacta de la fraccidén Gsea, ya que la activi-
dad inhibida por el calentamiento no corresponde totalmente a di-

cha fraccidn, y si a otras fracciones presentes,

-2 -
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Las fogfatasas alcalinas son un grupo de enzimas con una =-
baja especificidad de sustrato, catalizan la hidrdlisis de wna
extensa variedad de ésteres de fosfato a un pH alcalino. Este ~

grupo de enzimas son encontradas enm la mayoria de los tejidos ,

68 ~ 69

1
s rifon 1, higado 7, placentaa

¥ ¢élulas blancas de la'sangrega.

incluyendo huesbsek, intestino ’

L05rsu$tratos tipicos de la fosfatasa alcaiina incluyeg -
ésteres de fosfato de alcoholes alifiticos primarios y secunda-
rios por gjéhpi@; B-glice#blfcsfaﬁc, alcoholes ciclicos, fenmoe=
Yes , naftole; Yy necleétidoé*de;ﬁonbf;sfat9§97; Aungue algunoge
hepgttes sugieren,que laSGfosfgtagasﬂson incapgceg-ﬂe:hiﬁrclizar-
pirofosfatos tanto orgénices como inorgénicos®>, estudios re- -

L o Ay i op o
qientésuﬁonifQSfatgsavalcaxinq de:higado“1’7°,“hﬁesqag,Jinzesgi
no?”"7c

ay,plaééhiélolyidemqstrardn*cierta actividad‘pirofésfaté
sicn,

Les numerosos métodos analitico usados en los laboratorios
_cliﬁicos»bdpa'meditﬂla actividéd,de“Ia'fosfgtasg alcaliﬁa en =
Sugfg.refléﬁajuq amp1id~ra§g§¥de,ésteres,de fosfato que pueden=.
actqér,como sustpgtés Qa§a 1aﬁfoéfatdSa,alcglinhgltgbla’l). -
EsﬁosHméquog"pﬁedén dividiraefdentrq_de dos cétégobias genera=-
lesszaWpfiﬁera'bésnda en 'la medida &e«losffesfgtos‘libfes r la.
segunda sobre la medicidén del alcchol liberado, segin la reace-

cibén siquiente

oH ?H
¢ : 1=y
o, OH
ESTER DE FOSFATO FOSFATO ALCOHOL
ORGANICO INORGANICO




Sustrato

pH Amertiguador Unidades Range
(n2i/ra1) normal
p~Nitrofenil 10.5 Glicina 1 momol de 0.8-3.0
fosfato p-nitrofancl/
(5.%) 1itro/60 min,
B-Glicerol- 2,6 Diotil - 1 mg de P/ 1,.5-L,0
fozfato barbituraic 100 m1/6% min.
{1%.5)
Intornaclione? peNitrofenil 10.5 2-Auino-2- 1 umol Ze  21,0-35.0
' fosfato metil-l- p-nitrofencl/
(2.8) progpanol litro/min.,
Ting =~ Fenilfosfato 9,2 Digtil - Ty mgode 3;0-}3Q03
Armztrong (L£.75) barbiturate Jenel/I80 =1/
’ 30 ain.
Finin~Read- Difosfats Q.2 Tris 1 w5 da. 1.0=5%,0
Babson Fouelftalaing fenolfialeing/
(2.5) 120 =1,/20 =in,
Shinowara= B-Glinarol- 9.3 Pigtil - 1 mg fanol/ 2,.2-8,6
Jounes - faafate arbiturato 100 m1/60 min,
Rainlixrt 22 .
T;‘.b)a l.

Cavacterfzticas de zlgunos métodos utiltizados =n el

Laboratorio nara la deteruinacidn de fosfatazna alca-

o
Jina en guero a 37 C.

-&-




Histéricamente, el primer &ster de fosfato usado cono sua=-
trato en la medicién de 1la actividad de la fosfatasa alenlina

8 v :
en el suero fue el Buglicerolfosfato (método de Bodansky) ,

“

el primer método besado en la determinacién de la cantided de
alcohol liberado fue el de King ¥y Aamstrongss. Otros sustratese

incluyen al pnnitrofenilfosfatb en el método de BeSsey,Lowrys ’

y'difonfato&de'fenclitaléina en les métodos de Kléin,‘Read Y

'Bﬂbsons“

Estudios &n el microscoplo electrdnico y de luz, demostra-

von ‘gue: 4& ’osfata

.'2

'alcalina 3e loca!1za en 1a. superf1cie de

1aa .células - en. loa bordcs del tubulo. =

q‘,1oq

renal prexice ‘ X mucnsa intea*lnal

P P 108%“rf e
firie: m&r nxiernn de los cgra’iculce bil‘arevgjjf_auperfisxﬁ'

2inupoidsl el bigadésﬁ; S?;zts epitel*&\os nlvpolare;,de pE
18w duls Eu::cgénica nﬂrar‘avg
Todne ims,foﬁfaiazns5a}cé;ih§g7e5tuéiédn¢{hnn gido Zinceme
taloppote(ﬁgs con un*r551§: de."griha,;cap&zidal:eiertir - -

.fbsfofilaciéh; localtizade on el centrbfactivo'de,za‘enzima.

La faosfatasa alcaline p acental fue. purificada por homoge=

. ’ 2 5
nizecidn y eristaliz ci‘n3 '33’3 137

&
-

réuis en gel de poliacrilamida e inmuncelectroforésis, recono=-

clende £ un dimero de glucoproteina de peso molecular entre -
103 "
116 000 y 125 00035‘ <

rn2 fucoesz, manosa, galacteza y oicte residuos de Acido siflico,

-5‘

1n asuncey
n,ln_s,p;_

y estudiada por clcctrofn

» La fosfatnra alcalina placental contie




2l Gltimo de los cualecs puede ser removido mediante incubacién

33,90 '

con la cnzima neuraminidasa Los coeficientes de nedimen-
tacién de las fonfatasas alcalinas de hueso, higado e intesti-
no , determinado por un gra§iente de Sacarosa, fue similar -
para todos, aproximidaments 7.5 Que corresponde a un peso nole
cular de aproximfdamente 150 000. (Dato no publicado M,M. Ka-
plan). E!~péso molecular de la fosfatasa alcalina de rifion, =
sihilafnente~dete;minadé. fuz de 130 000°,

* Por filtracibn en Sephadex G-20D los pesos moleculares de
lae tdafataéasfalcaliﬂg;ﬂdevhlg#do, integtiﬂp, hueze v de ri--
fion. fueron de 225 000, 190 000, 180 000 y 170 '60C rozpectiva--
mente®7, |

Se ha vintentgd;xf;iaentxfri,car diferencias estructurales =
entre 1QSQSOEtQtagas“a;¢¢iéﬁag;p@rjmédio de féchiéas%inﬁunoqgg'
micss.”Boyer%Q}futiliéahd§7dnt;éue#pos producides en conedo. =
con. preparaciones relativamente crudas de fosfatasa alcalina s
deméstréftres‘¢lé$es*a§ti§énicas;deifqafatasaﬁalcaliﬁa humana,
éliprimcrﬂg:upé“ln¢16yer?og$3t§s§ h1§a1iha”§§*h(gadq, hueso
baso yfriﬁoh,fel-segunﬁd-éflg eﬁgiééfihtqgfinzl_y ia tercéra a
1a £o§£atasavnlca;iaa‘g{scentat;ﬁLa'gspecificidad de tejido
fue muyﬁ§aja\¢n eutosiestudioé; Utilizando fosfatasa alcalina-
altamcnté purifi¢ada como antigeno, Susmsan y col.1°3 nogirarcn

una espccificidhd'més considerable al tejido como se indica en

estudicr mls reclentas, donde pe nmuestra que anticuerpos de -

-6-



borrego para fosfatasa de hfgado humano y para fosfatasa rlacen
tal son especificos para sus respectivos ant{genos homologos ¥y
no reaccionen con fosfatasa alcalina de hueso, intestino o ri--
fion ., Los determinantes antigénicos de las fosfatasas alcalinas
no son localizados en los centros activos de estas enzimas e
que log complejos'ant{genoQanticuerpo'retienen ou actividad -

enzimftica,

La funcidn fisioldgica de la fosfatasa alcalina perrcanece-

desconocida. u localizacidén en la superficie celular, sugicre

un papel en la_racilﬂtaciGn'del-moﬁimiéntoide‘snntancias & tra=

ves de'las;meabranazrcelulareb.:najfoSfatasg'giéalinaAde; huepo:

degempefia. algiin papel en. el proceao.de-q@ﬁgi;ichciﬁn;en hueno

pero 1a funcibn precisa todavia no'ha'sidoﬁQinnid&..Esta'agfib,

éldad‘en:hueso parece estar relacionada conVIa*actividad;fiaic~
1&gica del hueso y con el nimero de ogtecblastps.identit§¢gbléa

k? 1os.La enzimé~es prbbabléméntéflocélizada dentrb'de loa -

. ,8
iosteoblastoslos. ‘En pacientes con enfermedad de huesoso'76 it

1
tales como enfermedad de Paget’ By hiperparatiroidzsmo 9, ragqui-

tisﬁb‘6 e hiperfcafatasia 1diop&tica de la infancia (ostececta-

=ia), asi como en todos las nifios normales A'f
cuente una elevacidn de 1la i;oenzima de hueao eus suerq; Aunque
esta elevacidn indica un aumento dc actividad de la fosfatasa -
alcalina de hueso p&rece relacionarse con la proporcidn de -

58

calcio en hueso” , La elevacién de la enzima es frecuentemente

’ donde eg fre=s=



relacionada con la geveridad del desorden de hueso ¥ detarminae
do por otros medios tales como radiologialg’77, excresidn uriq&
ria de hidrcxiprolinase'?7, y niveles de Vitamina D en suero.
Similarmente la disminucién de los nivelas de fozfatasa alcali-
na cn suero parece relacionarse con los niveles disminuidqs de
le fosfatasa alcalina deo hueso en hipofogfatasiaga'7“’95

La existencia de m&=z de unn forma ffsica de fosfatnsas al-
calinas en stetq fuc_inicia;éente demogtrada{por e!?ctro{oréé%sf
en pap¢137ymconfirméda porﬂel‘as§'ae'elcctgofo?ésia anﬂctroa' -
'mecfoz de soporta incluyendo b’oquﬂo de almidon’s 9

U3 50&:5 13/ .-”

almidon i aga' se

3 2l de -

"5

tiras de acet atn do celnloa" -

;el;de_Sephéde#és ¥y gel de poliacri‘anzdaqg”) EY obletive de

‘.}

todo confiable vy elfnica--

|Ul

antes egtudios fue do encontrar un

l:"

da 3

]
t5

3

sente aplicabla pars 1z idehtificaci&nvdsl-arige ssfnta

8
-—p

e

b

2
13

3
‘3
\-‘1

oo alcdiina de tejido, suers; =omo una oyuda parczel a1 co

Q
En la tabla 2 #e resumen los resulindoa de talos enfuersz 03
’ .

1) . : L ) . ,
*/. Laz foafatasas nleatinag de»higado ¥ hueso gon relativamens

75:

‘e iﬂostablns 2! ¢alentamiente

7443

con urea 7 =515 son moderndamewnte inhibidos por la L-fenil-

¥ @ la desnaturalisz ac*éw -

ne 4
alaninn°“’*3. Anbas tienesn residwoz de Zcido siflics 2uya hidrd

lizis con neurrrninidersa dan una nigraecidin slectrofordiica -

”C
atranade’

8=




Porcentaje de «
actividad de =
fosfatasa alca-
lina qu permane
ce despues det

Una exposi-"
cidén a 56°
durante 15 -~

ot

Una inhkibi~ -
ciép on. UreA—
M,

Una- inh1b1-1—
cidn en L-fe«
nilalanina ~
.0.005M,

Efecto de" la ney

l1a mobilidad -
electroforética,

Origen de la fosfatasa alcalina promedio{rzango)

rzminidaza sobre.

Higado

21(8~33)

4L(15-85)

63(54=106)

ATRASADA

Hueso

11(5-15)

16(7-22)

71(61~77)

ATRASADA

Intestino

20(82-95)

79(72~89)

13(15-20)

Placenta

79(71-88)

22(17-25)

INVARIABLE ATRASADA

87(80-98)

Tabla 2. Tipos de iscenzimas que han sido diferenciadas entre las

-

des bajo diferentes condiciones®3,

-9-

variantes de la fosfatasa alcalina de tejidos humanos por
comparacidn de sus propiesdades catalfiticas o sus estabilida-=



Las fosfatasas alcalinas intestinal v placental son mis =
estables al calor75'84 y a la déénéfurdlizacién con urea7'43 y
su actividad enZImétxca es iﬂhiblda por la L-fenilalanina’ 25,33
La 1soenzima‘intestingl difiere'més notablemente de la isoen@i

ma placental por su reslstencla a ‘a neuram1n1dasa33’9 ‘En 1
misma tab]glmueStra una~¢9nsidefabié5scbreposicién egv133”5¥9-
gieaadgg'def-g ab 1 dad ‘de eza 'soenz-uas de te;ido.Eét* 'SO~-

b;épcsiciénfy las,pequeﬁ@sgdifergnciasvehtre laszestabilidade$

dn iav,opfﬁtasa alcallnatdc hzg&do v hueso lxniuan la e*ectivz.

‘dad de: tales tecnlcas cuandq,ﬂﬁﬁ

taéa”aigaiiﬁa,e§ﬁmod?tﬁdéﬁéhiéﬁﬁﬂé
”°fﬁ?}m¢ﬁte~‘a fﬂsfa+as1 alcn’tné;5e;éuéro.c0ﬁsigtg_d -

iscens 1mas de bueso e hxgad 2&'*1 51 95

fdsfatasas aldalih35 ih€e9ti“a1iyi?lhcenta}’Yﬁsu_inhiﬁigién

por Y& Lefenilalawninsa

reconocidds?cﬁanﬁbsse”

. 2
a ;asyp onindades thles comc pH ootlmo

o & N : :
957 ?, con«tante db %1chaellq75 v coef;c;cntes de sedlmenta-—-
eidn“ 7V, Por,consxguiente,Wla determlnac16n~de eatas prpp;e-

dades na ayudan conminnente a la identificacidén de las isocenczie

mas en. suero., Aungue las fosfatasas alealinas de higado y pla=-

centa son antipénicamente distintas, métodns inmunolégicos -
- » - 3 » 3 .

para la dateccidn de estas isoenziwas no szon atn practicos pa-

03

. . N
re el labhcratorio clinico de¢ ruting .

«lQe-

f’e estabz)zd dids las:

fifiﬁidadad,sugtratqf,




21 desarrollo ds2 la electroforésis ha dado caminos precisos
para la identificacidn de las isocenzimas de la fosfatasa alcali=
na en suzero. Sin embargo, los resultados de diferentes estudios=-
no son siempre los mismosl7'41, ¥ resultados confusos han condu-
cido & valores dudoszas de cualquier;separaéién electroforética =
.en la identiticgc16n deVisoenziuas'de*la fosfatasa alcalina en

83

suerc “.

Bl higgdo.contiene una iséenzima principal‘Iiﬁamente~deliqg
tada y que migra m&svrépidaménﬁe hﬁciaelaiuodo; Por lo general =
se presenta en forma de una baﬁda}gqmpacta.;Sin_embargo, se lle-
gg;a Qbservarudosibdhéaé7hep&f§c§s.en[elitugrO”deﬂpa:ientEsf con:
trastornos hép&iicos. El hueso contiene una is@ggzlﬂa‘éaeafdeila
fosfatasa alcalina, se presenta como,unazbghésfﬁayér'y-aigfa -
justamente detr&s de la bandgld¢ §!gados En sucbos casos de ele=
vacibén del componente isoenzim&tico 6seo, la banda puede exten=-
derse hasta la‘régiﬁn que ocupa la b;nda hép&tica. LaS'fdsfatase
sagp de higadb,y.huesp_gicrgnﬂmui_cercahas-lafnna.de-lg-otra Y no
pheden:get:separadas;7.‘La-foéfatasaﬁinteszipal,m;gra considera-
bléﬁenté‘attéuLde';as bahdas“dé_hnegb’e higado, con aproximéda=- -
mente la mitad,de'moviiidad'elegtrofoféti?é*de.la bandg de hlga-.
do, La nmigracién de la fogfatasa élcﬁlina placentaliea entre 1la
banda de huesoc y la de Intestino, Su presenéia én suero es mejbr
confirmada por determinacién de su resistencia a la desnaturali=-
zaclén por calor a 56°C. El rifion presenta dos bandas difusas ’

una de las cuales nigra delante y la otra detrids de la fogfatasa

wliie



alcalina?intestiua163. (Representacién gréfica en la figura 1).

.

Las pruebas disponibles sugieren Que en el suero de indivi
duos normales la foafatasa alcalina‘proviene de cuatro origenes:
Hfgado, hueso, intestino y en’ mujeres. embarazadas proviene de-

placenta. Despues del corrimiento electroforético, la mayor =

parte de la actividad de la fosfatasa alcalina en suero de indi

vidiuos sanos presentan dos bandas de isoenzimas que tienen movi

1idades electroforéticas de fosfatasa alcalina de higado y de

huéao41’51’95'

Elevaciones de la fosfatasa alcalina en el suero -ocurren
en una extensa variedad ‘de situaciones clinicas. Los niveles

ﬁ&$~elevadossspg.enconfradps en paciéﬁt&é con desordenes
hueSO_qsociadés.;qnfaumentosfdeiaétividﬁd1%§teobiéétiga Y en =
indiyiduoé één‘d;aofdéne#.qﬁétiﬁpideh.égrfiusé biiiaf;” Casi =
cualquier desorden que]afecﬁa'a1 higad64puéde.causar una eleva=
cién moderada det1§Tf¢sfa€§$éiéléﬁlina”en'suero.

P

En la gran mayoria*de'paciéhtegrcon foSfatésa“alcaiina ele

vada en suero, la elevacidn es debida a sus isoenzimas de higa=

30,50,76_

do y hueso
Las excepciones son encontradas en pacientes con cirrosig-
alcoholica, donde el aumento es debido a la fraccidén intestinal

27

, en el embarazo donde es debido a la isoenzima placenta171 !

102, en pacientes con ciertos males particularhente carcinonas-

de pulmon, donde una variante de fosfatasas alcalina producida

ror el tumor aparece en el suero (iscenzima de Regan)aa’ 100

—12-
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Suero Higado Hueso: Intestino Placanta T\\ﬁo{g '

Figura’ 1. Resumen: de nuestras de iscenzimes de la fosfatasa
alcalina de extractos.de teﬁi&pﬂhumanofcenzsacarosiv-
0.25 M, Vistos despues del corrimicnto slectroforéti-

o §9bieupoiihériiémida o bloques de gel de,almid%ﬁéj



Ocasionalmente, clevaciones moderadas de la fosfatasa alcalina
son vistes en desordesnes de afecciones no primariag de higado,

y hueso, incluyendo el estado I y II de la enfermedad de

}!odkin's1 s metaplasie mieloideso, falla congestiva del corazén

50

» enfermedades de inflgmaci&n intestinal e infecciones intra-
ab#ominalesso. En estos desordenes la elovacibén de la fosfata
sa alcalina parece ser de origen hépﬁficé 1'15'5055;.
Si una clevacién de la fosfatasa alcalina en suero es -
Gnica anormalidad encontrada en un individuo aparentemehte sano.
a ideﬁtiiicaci&ﬁ;del origen de . 1la iébéniima'aumehﬁgda es de =

mucha ayuda,

-1llf




ANTECEDENTES




En 1952 Nielsen86 report8 elevacliones de la fosfatasa ale
calina en el suero de¢ pacientes con tirotoxicosis, y en loa =
afios siguientes muchos otros autores han confirmado esta obser
vacién .

Joseph y Simon49 trabajaron con 81 pacientes con una difu
cidén sospechosa de tiroides, reportando un aumento en el promg
dio de la actividad de la fosfatase alcalina en pacientes <con
tirotoxicnsis, comparada contra controles cﬁtiroiéé?s-

Richér'ythleggq en 16 pacientes ¢on hipért;foiﬁismo, a
los cuales g2 les determind semicuanfi{étivamcnté la cistribu=

cibén de isoenzimas de la fosfatass alcalina, ‘botuviersn resul=.

tadbsgdiscrqpantes‘f?énté‘a¢ﬂ§a,coléétiVid&d:normal;jéncbntrqgfr

e A
‘w

quue'loskniéélasﬁdg-lagfracci6h-intesfiﬁéiidé i§7f$§f$tas$J
alcalina permane§ian-dentro”§é;;6 nﬁ:mé;, enrambbb,gruﬁOSf -
mienpras que en: el grupo:de los pacientés:hipeftirgideos“nqta-
fron un despiazamiento dé ia ff?cqién 6sea.;El-aumenﬁo de la
fraccién,éSgg“déjiﬁ :osfatasg‘alcalina‘Se obsarvd, no solo en
los cazos con actividad global de Ia fosfatasa alcalina, sino-

amﬁiéh en Qlfg{upo;de'pacian;esihiperﬁi}pidéos,en‘los cualese

a abti#iéad giébai‘pefmaﬁeciﬁldgnﬁro'deﬂlos Iimites normélgs,
Los resultados del anélisisjseﬁélen qus la elevacidn de . -
actividad total de 1la fosfatésa alcalina en el hipertiroidismo
es atribuible en gran ﬁérte 21 aumento de la iscenzima de ori-

gen dseo.
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David S., Cooper16 mencionan que de 25 pacientes hiperti
roideos, 15 tuvieron elevaciones de la activiced de la fosfa-
tasa alcalina en suero. No hubo diferencia en las medidas de
T3 y TQ con relecidén a2 la edad y a la duracidén de la enferrme-
dad entre los grupos con la fosfatasa slcaline elevada y el

e fpsfgtasa'aléalina normgl. Después del tratamiento, los =
niveles de la fosfatasa alcalina'aumentarén, mieniras que los

e T& di=sminuyeron. En‘alghnds pacientes los valores de la =
fosfata=a alcalinﬁﬂpafmanégigron g1eva6os por mads de un ano
z pesar Ze que las variables tiroideas3continuaxon.normales.

Gerlach, Paul‘y“bafzegl estudiaron n.92 paclentes con -

tirotoxisosis que tenian niveles e _lef\'r‘a'd;s',‘! dé fosfatasa aleali
na,gy-encohtrarohvquefél,TB%iaé‘ia;g}eyécién-pudp ser atribui
éa & la iabgnzima_ée‘hgeso{yfgl_gy%.ﬁe ta élevaéiéﬂ a la isos
‘enzimajdeghigado.

El uso més‘Irecuenteﬂde;ffracciqnamiento.dé‘las igoenzi=-
mas de*la'fosfatasa:alcalina'e;.gnhln‘diferchciaéiéh entre.
las isconzimas de hueso. e hiﬂgﬁﬁgdésléafbsfat?sa slcalina co-

mo ¢l origen.de la actividad elevada en Buero,

Recientemente han =ido 'desarrolladas nuevas técnicas  de

fraccionamiento de 1la fcsfdtﬁSanicéii$a p9ra'idéntificar, su
origen, incluyendp el,proeédiﬁieﬁtévde ina;tivacién por caloar
inhibicidn con urea, inhibicidn con L-fenflélanina, electrofo
resis en gel de almiddn, poiiacrilamida 0o en zembranas de -

»16w



acetato de celulosa, asi como la utilizacidn de antisueros -

especificos para cada una de las isoenzimas de la fosfatasa -

alcalina 6,12, 13 29, 30 39,54,66,79;, 94,98,106, 110
75

Moss y King investigeron la ectividad de las isoenzi--~
mas de la fosfatasa alcalina por inactivecién con calor. .Sin
embargo el onilisis de curvas‘do.iﬁaétivacién por calor ha =
sugorido‘un némero de inconvenientes incluyendo: Falta de co-
rrelncidn entre los resultados obtenidos en sueros normales' y
de aquellos derivadoa de extractos de tejidog quéfcbhtiehch'-
f@gfataea alcélina;ala temperutgfa en élﬁproéeso‘dg inactiva-~
cibn requ~ere de un con rol estricto?en las’COndicicﬂes dci'-

‘calentam:ento. parilcularmente en el t‘empo towadovpara que -

lane” muestras de suero a’cancen la tebperatura de *nactivaczﬁn*

v enfriamiento n! fina! de 1a 1nact1vac16nlloI 

Ejsbmgn, Ingligwy;Grqenzg #tx}izaron Lufa n11alanina como.
inhibidor SeIQCtivc”bargfﬁétérminaf,gz‘Origgﬁvdeila.fosfataéa‘
alealina elevada en suero, observando una iphibicién efactiva
e laﬁfosfé#ésa alc;}ina'ihteétinalg,lasjisqenz§pas de huecso=-
y rifion sen las ﬁé§¥§ﬁceptjbiegiacla@inhibici§n7gpr,u:e@ge.
Sin embargo, 1a}inhib1g§6nﬁdéa fosfatasn alecalina, con inhi
'bidﬁrésvseleciivos réguieref¢cjunjcontrqlfestgiﬁto:de.1&5 -
condiciones de inédbaciéﬁ;yfﬂnatprecisién,e!evééahen\las medi
cionies tante de tiempo como de la temperatura,

Mitodos electroforéticus han sido uvtilizados con varios-

tipoy de soportes npara la-ldentificacidn de las isocenzimaz de




la foasfatasa alcalina. La gel de poliacrilamida es probablemen
te la gque da mejor resolucidn entre las iscenzimasas’gs. No

cbstante el mdximo cuidado, es necesario para distinguir entre
la fosfatasa alcalina de hucso y la fosfatasa alcalina de higa
do, especialmente suendo estas ieoenzima; estan pressntes con
igual actividad * Las,separaciones electroforéticas son prin-

cipalmenté'de naturaleza cualitativallo.

Todavia no ‘se confirma que las fqéf#taeas.alcglinas de =
higado y bhueso sean antigénicamente distintas una de otras., =
Esto’pugde‘servde5idd*al hecho de fgue sendificglta obtener pre
‘paracioneS”iﬁhu§§§éimicaménte puras de antigeno. Sin embargo
se ha descrito qus ciertas isoenzimas de la fosfatasa alcalina
aon inmunologicamente distintas 1o,

L% médidd)é§ mtras enZ}waé-en~suero, tal»s‘como.Lé‘S’ngf-
cleoﬁidasa;y,la‘lbﬁtinﬁaminp?epﬁidéga,ﬁpteden,ayg¢gr-a:diétihé
guir g;for'ggnjﬁggﬁquheﬁéfiéo*ééﬂla fesfatasa alcalina eleva~
da, ecstas enzimas ze elevan raramente en desordenes 4seos y =

frecuentemente en ¢n£grmedades<hepatobi1iarés>’40?55.
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En el Hospital de Especialidades del Ceontro Médico la

-

RRaza%, se tiene con frecuencia pacientes cuyos padecimientos-~
involucran un recambio acelerado de la matriz 8sea y, en quec -
locs nédicos trataﬁtes obtienen orientacidn con el estudio -de
las iscenzimas ‘de la fosfatasa alcalina., El interés en la de--
terminacién Qe le fraccién Ssea de la fosfatasa alcalina, se -
debe a que en diferentes entidadesvhosolégicas; esta isopnzima
se encuentra aumgnfada en ‘suero, por cjcmp}o; en el raquitismo
hipérpaggti;Qidismq,-enfermedad\de}?aget?s, sarcoma osteobléz-
tico y en-el hipertiroiéismog entre otras, Lalprincipai utili-
dad de esta determinacidén cs para el diégn6gtico diferencial -
entr;”lésiongsﬁhgrétiéas,6 lesiones Sseas en casos de carcino-
Eﬁsf?et95£5$iCOS@  :ﬁiiiﬁgu¢ sdfg§§FI§ necesidad de contar =
cah‘la!higgfhagivg'de susgitgi¥qalQgétQQanlectrbfqréficOgique
es caro, requiere de inStfumenﬁaci6n>y~de'gnﬁrenamientojespe--
~cializado,3por,elfmétbddﬁQuihigéiménual, qué»ee més barato ¥
ro requiere de ihatrumentéciSn'especializada.

En-%ista~de la féeil dispénibilidad.de muestras dz pacieg;
tesuhipéftireidebsvenyqqieﬁes ia isoenzima'6séa‘de la fosfata=-
sg“ﬁlcglina alcanzafciffas’héybrés; se decidié estudiar un
'grﬁpo de«e11asvyvotrojde1gersénas‘ngrmalés en. las que la frace
cibn ésea se encuentra en mds baja proporcidn.

Por lo tanto los objetivos del presenté estudis son:

1. Evaluar la sensibi}idad de los dos métsdos para la determi=-

nacibén de la fraeccidn dsea de 1la fosfatasa'aICalina.

~19+




2. Examinar la correlacidn entre la actividad de la fosfatasa -
alcalina total y la actividad inhibiga de 1a fosfatasa alcalina
en pacientes hipertiroideos, )

3+ Determinar que proporcién de las muestras tanto de pacien--
tés hipertiroideos como de-voluntafios hormales, que sometidas

a la fraccionacidn de la fosfatasa alcalina exhiben un aumento

pradominante de la iscenzima de hueso.

220«




L

METODOS




MATERIAL BIOLGGICO

Se estudia un grupo de 57 adultos hipertiroideos y otros =
de 21 voluntarios normales (control normal).

El criterio de seleccidn para los pacientes hipertiroideos
fué que tuvicran el cuadro sintomitico de hipertireidismo, basa
do en el criterio clinico clagico de elevaciones en la determie

nacién de triyndotironina (TB)’ tiroxina'(TQ) y 713!

en 24 hre,
Determinaciones hechas por el Laboratorio de Medicina Nuclear =

del Hospital de Especialidzdes del’ Centro Hédiéo i1a N"Raza™,

HUESTRAS BIOLCGICAS

Sc. trabaja ‘con muestras de cueros tanto de pacientes hiper

itiréid893fcomp e'%qsf&dultps'normdlgs.1éejﬁiiide‘cdda Miestra=
en dos porcibnes,jpng’de ellaseseuincpbalﬁ 56°C dur&ﬁfe'l@;miqg
tos'exactamehﬁ§}'en un bﬁﬁo;@g quﬁ,éon'rggu;adodeéhtemgeratpé
ra. La otra pqrc26n se.man£ieﬁ¢ sin exposicién al caler, para =

ser despuds procesada.

REACTIVOS
.'Sdig#{én amgrtiguéd§ra.de cloruro de magnesio / glicina
pH 10,3 )
2, Sustreato emortiguador dé'p-nitédféﬁilfoszto dizédico -
C.L%
Afiadly ipual) contidad de solucidn awmortiguandora ¢H 10.3
3. Hidrdxido de zodio 0,2 N

5. Hidrdxido de sodio 0,02 N




5. Solucién de p-nitrofenol 10 mM

6. Solucidn de p-nitrofenol! 0,05 mM

7+ Amortiguador electra HR {tris-barbitalesodico) pH 8.8

8. Reactivo FLUR (naftol AS-MX &cido fosfdrico 2.k =M)

2, Reactivo azul firme RR 2.6 mM

10,Controles isoenziméticos‘de foafafasa alcalina
(intestino-hfgado)

ll.Suerostonffplés Normales y Anormales (PRECiNORE r)

12.Acido clorh{drico concentrado.

EQUIPO
.'Hembranasvde”aéetatq &¢~ce1u1qsa}TitangIII,Igo‘?ié
» Papel absorbente (108'mm x'89 mm)
3. Marcadores Helensa
.o Apiicador’dé‘muestras modelo super Z-12
5. Microdistribuidor (S‘micrblitros)
6. Céméfd'deHelectroforésis
7. pH metro digital Beckman
. Espectrofotdmetro Coleman Junior;I!"(model§~6/201c
9. Integrador digital de Microzona ?eckman.(mpdeianR-Ill)
10.Dengitdzetro de‘Mictozpna Beckman {(zodelc R-11C)
11,Plancha de evaporaciég
12.Rafio de agua {(modelo BMT-4)
13.Balanza analitica monoplato
14, Tubos de ensayo (13 x 120)

15, Pipetas graduadas { 0.1, 1, 5, 10 ul,)
22w




TECNICA DE BESSLY LOWRY~-BROCK PARA LA DETERMINACION DE FOSFATASA

ALCALINA6

PRINCIPIO

La enzima fosfatasa alcalina hidroliza el substrato fosfato
de p-nitrofenilo, dando fosfatorinprgénico Y p-nitrofenol. Se =
mide la cantidad de p~nitreafenol liﬁerada en condiciones estine--
dar (tiempo, temperatura, y pH’)*po: absorbancia de color que
presenta la solucidn alcalina. L@ unidad Bessey Lowry-Brock
actividad de fosfatasa alcalinz se define come la-.cantidad de

libera una,milimol>de,pénitrofehﬁl poeritro_de"sgero
en 60 minutos. Una gnidad38é559y>wary—Brécchdr:espondq a 15,6~
.unidades»internacionalcs,-cuandq estas {litimas se delinen como -
nGiers de inicromeles dé s#bsfrato hidrolizados §br;miﬁuto pox

facto de un litro

PROCEDIMIZNTO.

. Se marcan dos tubos con los n@meros 1 y 2 respectivamente

H

Y =se afnde 1 ml de substrateo smortiguador slcaline
‘ . no
10.3 precaleonteds a 37 €

2. Ec aiade N1 ) de suerc a! tubo marcade cen el nbGmers 1

y Cel al de ngun destiladz al tubo marcade cor el nfirero

. B o .
3. Se dipnauban a 37 °C durante 30 minutos exactamente.

L, Sa agrcon a cacda tubhs 1O mi de hidrixido d= sodio G,02

Py

Y =g wezcla nor inversion,

“23=




5. Se lez a una longitud de onda de 415 nnm.

6. S

o

lleva a 100% de T con el tubo nimero 2 v se anota -

-

la lectura del tubo 1.

7+« Se aniaden dos gotas de dcido clorhfdrico concentrado a

cada tubo y se mesclan.

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

CALCULOS

1Uniaades deffosfatasa.alcaliha Bessey Lowry-=Brock

afié}flegtura « 2a. lectura

CURVA DE CALIBRACION '

Tubo ml, de agua  Hidréxido de Solucién de Unicades
No. destilada: sodio 0.2''N p-nitrofenol (BLB)
| o 0.05 nM .
1 10 1,2 o 0
2 8 1.1 2 2
3 6 I | 4 l
L 4 1.1 6 6
5 2 1.1 8 8
6 (o] 1.1 1o 10

VALORES NMORMALES DE REFERENCIA

Adultos de 0.8 a 2.3 U BLB

Mifios da 2,8 a 6.7 U BLB




CURVA DE CALIBRACION OBTENIDA EXPERIMENTALMENTE PARA 1A

DETERMINACION DE FOSFATASA ALCALINA SEGUN EL METODO DE
BESSEY~LOWVRY~BROCK 6

0.000
0.075
0.133
0.194
0.254
0.307
0.363
0.421
0.480
0.535
0.593

w0
c
=

OO M~ W

[
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TECMICA PARA LA DETERMIMNACION DE ISODNZIMAS DE LA FOSFATAS!

(=

ALCALINA DE LOS LABORATORIOS HELENA, BDeaumont, Texas O

FRINCIPIO

La fosfatasa alcalina hidroliza el fosfato del alfa naftil
fosfato As=MX, liberando al nafto}-queAse une por una reeccidn
de copulacibn a un compuéstdfdiazo (g?ﬂl firre RR) pfd’ucie*&o.
un compqe3t6 co1Qrido1iﬁ501ub1é-YgQuﬁpﬁe precipita,

do-

e

Las lsoenzimas de la fosfatasa alcalina de. suero y

G d
l-._!“ -

hunan

o son separadas vor clectrofordsis sobre membranas deo acew

tato de celulosga,

. Se wiertenm 30 wl, de amortigiadss HR dilui¢s = 750 wl,

compartimisntos exteriores de la <fnaca de

-denen dos tivas de papel

3

¥ h R 2
Yio2e 1.

stigug.
“da tal manera que o1 auortiguador esté en contacts con todo

e papel cn forma de puente.

o Serecloéca la membrana de ncetato de celulos2 en amorti-
guador HR diluido a2 750 m!.pera que se humedozca durante 5 minu

tos. Se narca la newbrana 22 tal manecre gus ze indique dende -~

o2

vedsrd la muestra nimero wsno,., Se humedece unc menbrare adicic-

3
»
st

pare utilimarla en el momento de la revelacidn

a =

3. Se llenza ecrda una de lag ranuras de ln placa toenn -

troe con 5 ul ctilizando el umicrodistribuideor, la piac” s

-26~




cubricndose con un portaobjetoz micntras se toman las muestras .

e

L, Se cargz el aplicador , v la primera toma se seca con -
una gasa o papel secante, £e toma nueva ouesira’y se aplica so--
bra 1la membrana (gque previamente fud secada)} de dos a tres veces
soglin la actividad esnzimdtica,.

5. 5S¢ coloca una gota &z agua en la basze alineadora, para -
evitar que se mueva la membrana al momento de hacer 1a .aplicacién
Se quxta el excesc de amcrt*ﬁuador de. la membrana de acetato de
celulpsa‘con'dos papeles secantes, Colocar rébidamente la membra
na en la clmara eleétrofﬁrética,”pero teniendc cﬁidgéo que la =
capa de acetato devaiu;osa guede hacia arfiba‘yfelgﬁlésticc' -
hnciafébéjo. e cénectp a lSaﬁvqltics'pof 25 minﬁtos.

6. So¢ prepara el substrbto degarvo 5;&: -dc‘color'pawgivi--

. e :
sualizacibn y densitometria, se afiade 5 m!. de amcrtiguador HF
dilﬁidd 2 750 ml. al’frasco marcado: con reactivo ASKME,

y s2 deja reporar 30O minutos, 7 se agrega 2 ml, de esta solucidn

al frasco marcade como reactivo azul Tirme RR, Este reactive ~

debe uti]izargé'déﬁtfo7dél primer minuto después de haberse pre-
parado.’

7 Dog m1nu«cs antes ﬂn.iermiﬁafvel cc:rimiehto QYGCtrOfOQQ
tico,; se seca eﬁfrg,ﬁosfpapeles la membrana Qe ¢ PUSC & TemO=e
jar, se pipetea un mililitro del substrato on la euperficie de =
12 mwembrana,

8, Inmediatarente se quita la menbrana d2 la cdmara electro
Jorétice y se aecca ligeramente » se gobhiepone con ia otra membrs

na, tzpicndo cuidado de nn dojar burbujas 2z aire atrapadas.




S. Se seca el exceso de solucidn sustrato desarrollader de
color, y se coloca entre dos papeles secantes precalentados con
anterioridad,

10, Se incuba'a,3?°C por 30 minutos aunque el desarrolladcr-
de color es suficiente en 15 minutos, sin embargo un tiempo de -
incubacién m&s prolongado genera mas intensidad.

11. Se, scca la'membrana'al aire o por medio de una plancha,

evaporadora a GOOC, Yy se Qraf{éa en un densit8metro,
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DIAGRAHA DE TRABAJO

MUESTRAS DE TRABAJO *

DIVIDIR EN DOS PORCIOHES

CADA SUERO
PORCION ( A ¢ ' —* PORCION ( B
SEPARAR POR ! DETERMINAR CALENTAR A 56%-
IELECTROFORESIS ACTIVIDAD. DE 'DURANTE 10 Min.
'LAS ISOENZIMAS . FOSFATASA EN ‘BANO MARIA E
DE LA FOSFATASA ALCALINA ae
ALCALINA tctl;f
100 % DE LAS - 1Acrxvrnan} DETERMINAR -
FRACCIONES DPE ‘TOTAL.DE .- ACTIVIDAD ‘DE -
FOSFATASA FOSFATASA 'FOSFATASA
ALCALINA ALCALINA ALCALINA 13
v
sspanaa POR ACTIVIDAD

‘ELECTROFORESIS - RESIDUAL DE
LAS ISOENZIMASva:FOSFATASA
DE . FOSFATASA ALCALINA
*ALC&LINL "‘

PORCENTAJE DE
LAS FRACCIONES
" NO INHIBIDAS DE
FOSFATASA ALCALINA
* Se procesan de la misma forma las muestras de pacientes
hipertiroideos como las de los voluntarios normales,
*¢ s determinacion se realiza por la técnica de Bessey -
Lowry-Brock.

s2% L gepsaracidn electroforétice es scoin la técnica de

log La%erptocics " Halana °F




DESARXOLIC DE TRARAJO

En sueros previamente inactivados a SSOC durante 10 minue
tos, ¥ en otra porcién de los mismos sin inactivar, tanto de =
los pacientes hipertiroideos como de los voluntarios normales,
se les determina simultdnecamente la actividad de la fosfatasa-
alcalina por el método de Bessey Lowry Brock v el pcfcentaj% -
de las diferentes fracciones de la fosfatasa alcalina madiante
la téeznica electrofoféiica'dE'los Laboratorios Helena.

El objeto de la inactivaeidn, es para obtener ol porce:

‘o
&
e de la,fraccién‘residual de la fosratasa alcalina que reéprew.

senta el valor de la fracciénvde la befatgsa alealina gue ne

#e inactiva por el calcntgmientd.jPé%§ lés.saéré§fsin calenta-
miento, la detefmihacién éciffrgCQionawiéﬁtpvde la fosfatasa -
alcalina corresponde al porcentaje total de Yas fraccionss
la la fosfatasa alecalina pféﬂeﬁtgs‘en‘el suerc, Si reastamos al
porcentaje total de las fraccioﬁes de la*fosfdtasa‘alcalina,c;

porcentaje de 1avfrgcci6niresid&ai~ ohténgmos el porcentaje ~
de. fraccidn inhibica de la‘fosfataéa'alcalina,tque representa=

a la. fraccidn gue se inactiVa‘pqr el calentamiento del suero.

De esta manera'se'obti¢neﬂpqrye1 métodb'eleptﬁoforético
en forma indirecta el porcentaje de la fraccién de la fosTria="
sa alcelina sensible al color gue predomine en el suveirc,

En el mfiodo manual de Sesuey Lowry Broclh detesrminamss la

actividad de la fosfatasa alcalina, reportando €ata en unidades

Bessey Lowry Brock, de tal forma que para zueros inactivades =
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a 56°C durante 10 minutos sc¢ obtiene la actividad residual y
para la porcidn que no fue inactivada, representa la actividad
total de fosfatasa 21calina, que corresponde en porcentaje al
10C0% de¢ la actividad de la enzima en suero. Entonces como nues
tro objetivo principal es el de evaluar un método con respecto
a otro, tenemos que comparar los resultados obtenidos por -
ambos métodos, y conmo el método clectroforético reporta solo =
en porcentaje y no en unidades como el método manual, converti
mos la actividad de la fosfatasa a2lcalina en unidades Bes;ey -
ngry Erqck;a porcen#ajg.;De:gSta_forma:trabaj#pos‘con por;en-
tajes de actividad inhibide de la fosfatasa alcalina obtenida=
por ambos d$t¢ébs,
% AFAT J/ ARFA" % A;FA
El préccdimigh%o se baqa'gn'répertes»prevics en Ya litera
tuféjg*ss;‘l¢s*Que’mén¢ipnan uhaaiﬁﬁi§i¢i§n de la zctividad de
la fozfatasa nlcalina, para la fraccién‘ésea‘de un 90%, para -
a fraccién‘hepﬁtiCa de un 75%, para la fracecidn intestinal de
vn 10%, v mara lag fracciones da Regan y ﬁ;acentaria'de,O%,.en
saeyos,pracglentadés,a 56é¢ durante 10 miputos-
La deciéiéh dé?inactivar~lo$ sugrps a estg te@peratura
durante este tiempo, es en vista de guz son lYos poridmetros miés

uzados por diferentes autoresz, pues. Mo existe un acuerdo unéni

me en aelleas,
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RESULTADOS




Los resuliados de los exémenes practicados fueron agrupa-
dos respetando a log dos gruvos de trabajo!

Grupo I - Pacientes hipertiroideos,

Grupo IXI- Sujetos'eutirpiﬁagsﬁ(¢qntfol hqrmdl)

El.grupc I, fornadd~por 5?’pacientes hipérti:oideos,,se
dividipfen des subgrupos, tomandoen cu~nta slj%§vactiviéad de

las foéfatgsa‘alcalinajgst;baféievad; subgruPQTl),o';i‘pérmaqgl

cfa dentro ds Yos lfinmites normnles.para adultos: {(subgrupo 2 .
e ancentrd gue al subgruno 1, p rtene sia ronM36.pacientcs,'en

1z fosfatasza alc

Lovry=Brock: 3

fatéeajalég;«

de la activi Tfosfgtasg:alcalina.;El premedio e
porcentajes Fa actividad inhivida de la fozfatasa alealina por-

los doz mitudnms Fud de 82 10% para ei grupe I,

-
——

En la €27lisx III s2 resumen los dataz encentrados en los -

sujeton nticslldear, Ea «1la spreciamos gur len valeres para

. L. Ny i ad o Pay
fetoe crupo foiren de I0 = 1.2 ue/dl cara T dee 331 & 3% spfal
=



para T3 y de 2.1 * 0.5 U SL3 de actividad total Ze fosfataszz -
nlealina, El promedio de actividad inhidida da foszfatasa alea-
lina obtenido a partir de los dos métodos para el grupo II fué
de 71 & 5 %.

.Los'regﬁltados’de los porcentajes de actividad-inhiﬁid; -
de" la foefatasa alcalina obtenidos por ambos. meto oq fueron['
thatédés~estad£$ti¢am§pte3mediantgﬁs}Lgnélis;sﬁdenregresiéﬁ'
1ipegl,y>1a'prheba>de i-pareuda para cadg_yﬁpﬁéefios grup9s-,‘
sqbgrﬁpb ‘de ‘trabajo. Ea la tabla . enllstamos los valores da

cqefiéiéntésjdé;cpr:g}a;iéﬁ,7 -3 t;-alculada ¥ de e de tabl&s =

Lo~ datos d»‘las tgblas - II ¥ III. fucron analiz ados .

:e,tadist*cararte, utillahndo una calculadora TEZAS

.TL—SSQP:ogramab;e, la cual t«abagh con das" foku’as s’nge test

FORMULA 'PARA LA DETERMINACION DE LA MEDIA 0:PROMEDIO .

FORMULA PARA LA DETERMINACION DE LA DESVIACION ESTANDAR

2

n n

o - (Z‘}:iz' (= }:i')“) n

n=-1

=33
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r = Cceficiznte de corrclacidn
t = Valer de + caleculado por la férmula de t-pareace
tt = Valor de t cncontrados en tablas para un nivel de -

significancia de 0.05

INTERPRSTACICN DEL VALCR DFL COEFICIENTE DE CORRELACION (r)

Si r es positivo, la cerrelacién entre las variables es peosgitisa
Si r ea2 nagativo, la correlacién evtre las variables cs negativa
Si r =, no oxiste ralacidy iineal entre les varviables

Si r = 3, la corrslacidn entre las variables ey céxims2

Si r = -lyla correlacidn entre las v&ridblés eg o ndxioa

- s 2 o - » - »
0 &£ r <€ 1, lz gorrelacion s fuoarite o dgHIl smeogun rose -
= .
anrcxing 4 UNoO G 2 COTro.
- Cae o w e ~ . .y Logly v X 3 - 2
INTERPUETACION DEL VALCR DRt PARA HUZSIRAS PARBADAS
i la t cg mewvor gue la L fa tobklas el valor de Uoesn e

menor de 0.0, pero =i la t zalculasfs =s nexor gun ol valor de  *

€a tablas, el valor de P es mayar 4z 7,058 y nm hay signirfonncic

rctadistica.

Si t e menar que L ne »xiste difrreneis ontre .o~ Jos métedos
(o] <
Si * es mayor gue t, existe diferencia enire lus dos Bitolos.




fagLa 1 RESULTADDS DBTENIDOS EN PACIENTES HIPERYTIROIOEQS
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRD MEDICO LA "RAZA® IMSS,Mayo,1982

GRUPD I

SUBGRUPO 1 Sexo Edad T, T, Fosfatesa Fosfstasa % Actividad -
‘Alcelina  Alcslina Inhibida de la
Tatal Residual - Fosfatasa alca
_ lina
Afigs ng/dl ug/dl U BLB U 8L8 (8 (ME)

.-
o

66 288 18.2
24 771 30.6
59 221 24,0
48 244 15.§
24 281 20.6 .
35 310 13,5
42 253 14,9
53 396 21,
57 231 16,3
25 250 12.5
60 353 14.2
72. 379 32,8
60 " 4OL 22,0
30 813 35.2
45 © 360 28.4
36 . 604 3B.4
31 240 14.3
| 404 16,1
33 1223 38.3

60 225. 16.1
31 251 17.1
34 48D 22.8°
70 384 26.5
28 . 642 23,6
68 284 17.0
55 577 23,1
3613 42.6
64 246 20.6
51 508 29.3
L 1145 45,4
42 885 31,5
39 533 37.4
60 582 23.8
41 323 18.5
239 305 20.0
68 252 10,7

a3 69,
4 77
71 1
73 a0
109 - 91
100 98
100 0
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TABLA II RESULTADOS OBTENIDOS EN PACIENTES HIPERTIROIDEQS
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRO MEDICO LA "RAZA®,Mayo,1982

GRUPOD I

SUBGRUPD 2 Sexo Eded T T Fosfatasa Foasfatasa % Actividad
‘Alcalina = Alcalina Inhibids de

’ la Fosfata-

, , _ , , sa. Alcalina

Afios ng/dl tg/dl” U BLB -~ U BLB -~ (MM) = (ME)

36 865 19.6
31 558 22,8
38 284 14,0
45 310 18,0
53 452 20.0 -
‘60 240 20.6
53 2361647
42 270 13.0
33 0 606 23.5
51 . 662 19.2.
2866 22.8
26 273 .17.8
30 246 15,6
27 344 21.4. .
65 238 17.0
48 365 17.6
37 417 22.7
50 817 33.0
45 385 17.6
31 445 27.7.
28 452 20.0

PROMEDID X 42 418 20.0
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TABLA III RESULTADOS OBTENIDOS EN VOLUNTARIOS NORMALES
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRO MEDICO LA " RAZA ©
Mayo, 1982, i

GRUPO 11

CONTROL = Sexo  Edad T T, Fosfatasa Fosfatasa % vde’;a‘:c':fv.:ividad
EUTIROIDEQ alealina  aleslina. inhibida de la
ﬁbt#i‘ -hﬁgiéga;, foszfatasa
| alcalina

Aﬁm’“ﬁ/‘ilug/dl U BL® BLB. ('..z.mz‘»b)v (313

265 7170 °

.
s

1
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i

69
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69
73, 0.
SAVES CFO
67" 70,
75 - 78
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68 - 68 -
*"68‘: , o6
67 65
67 65
78 7

L IV I

s o

v

A

RN BN )

[ IR e

Cem e e e

e

0 s W\

W10 O G~ 330 O W Gh (Ut W N

)

.

el mTos e

WA IS QLA D O N OV

Y VPN

R R R R RO R )
Y

vy
L]
e
D O
-
\3
Q

$ w v o iwieTel

o ® e &

00 10 kA EO IO B2 bA DD A4 BA B3 ED RO 03 D ke T3 M TS N
00O QOO0 GIA0I0C00D0d
QO b <

P e sTe e B

[
o
i
o 308
O
Q
2’_,
0

w
Q
ey “PA
O OVvAn O NG 2O\ . (RSB
O OO B D A D D

[
O
IR TR TSRS IR
w
NG

-

o]
b
NellaRte AW}
¢ & a.

[ SR DY It

FROMEDIO X 34

o
L
[N
>
@]
.

@]
[
[ Y

»
(o]
Ny

<3}
o

69.6 70.6




~6¢€

TABLA IV

ﬂ:SbLTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO . (PRUEBA - t-PAREADA 'V ‘CORRELACION) PARA: Los PURDENTRJES DE ACTIUIDQD
INPISIDA DE LA FOSFATASA ALCALINA, OBTENIDOS MEDIANTE D0S ‘METODDS DIFERENTES.
HUSPITAL DE ESP‘CIALIDADES CENTRD MEDICO La "RAZA‘ IMSS. Muyo, 1982

PACIENTES -

HIPERTIROIDEDS -

% DE ACTIVIDAD INHIBIDA DE LA FDSFATASA CD&FICIENTE DE

(METUDQ MANUAL) (METUgD ELECTRUFDRETICU)

SDx

ALCALINA

SDy

CORRELACION

VALURES DE

(calculada) (tablas) Interpretau

cibn del =

vallt:)x'?c!e,t*E

GRUPD

9.80 .

B.70.

.1

”2é9é05&£

N0 EXISTE: . -
*DIFERE%BIAf:

SUBGRUPO 2 -

82.55

f80i$2?¥

?lzéqa‘

79.72.

B82.467°

‘8.25

9.23"

0.704

0,764

~l.14

2.021

2.086

EXISTE
DIFEREN c1A -

;‘ND EXISTE i

DIFEREﬂcxai_

‘P ACIENTES
5NDRMRLES

GRUPOL

;Gggésffﬁﬁ

3.66

7061

igéqs;ﬂ;

2,086 - f
Rt et 'qDIFERE’CIABi

ND EXISTE



D1SCUSION.




Al comparar los valores obtenidos de los porcentajes de -
actividad inhibida de fosfatana alczlina por el método qdimico -
manual, contra los obtenidos por el nmétodo electrofordtico, para
los grupos de pacientes hipertirqﬁdaoa Y control normal eutiroi-
deo, no se encontrd diferencia 5$gnifi¢at1va entre laskdetermiﬁg
ciones hechas por un método como por'el“otfo. Sin embargo si 1la
hubo, AQn cuando tué'mdy‘pequeﬁi. para el subgrupo de pacientes=
hipertiroideos cqn'acﬁividad'devtﬁgtgﬁgna alcalina elevada’
{subgrupo 1).

Lo}anteridr,hacg~pansar en quqﬂziﬂse,trataranfldbﬂsueros“d
pacientea con. actividad de fosfatasa ‘alcalina muy aumentada, -3

valor del porcentade de la actividad inhibida de la foaratnaa -

Aunque los: resultadoa indican que no exiate difefencia Q‘gn
niticativa en. los. porcentajes de actividad inh bxda de - a;fos{ae
tasa~alcalina“qbtenidoagpor logkdosgmqtodosg gste‘no~Qu$¢r§ -
dccir‘quéjlosﬁmétodOsVtenganﬂigual;3enkibi1idhd con 1o que res—e
pecta a la: isoenzima 6sea do Ia fosfatasa alcalina, ya que en e

preuente trabajo ae pudo observar que tanto cl mctodo electrofo-

rético como. el metodo quimico manual noulogran diferenciar clara
mente dlcha fraccién os;a de la tosfatasa nlcalina._Cuando se =
hace la determinacién por el metodoveléctrototéti¢p se presenta-
solamente una bandavelectrbforStiéa que engloba a las dos fracee
ciones que corren en esa. posicidn, o sea fraccién 6s¢é y~fra¢éi6n
hepatica, afin cuando la casa comercial especifica que la separa=-

cidén de dichas fracciones es bién definida, en énte estudio no =

O~




se pudo diferenciar la una de la otra. Por otra parte cuando ze
hace la determinacién por el método quimico manual, a! calentar
los sueros a 56°C durante 10 minutos, se inactiva en gran parte
la isoenzina de higado junto con la igoenzima de hueso, y no -
hay manera de saber cuinto ex&ctamente correspondid & cada una
de ellas.

Conagideramos que para una mgjor~diférehcinéi6n entre éstas
dos isoenzimas y en general para las otras, se dgbe‘bﬁsgar la
posibilidad de trabgjgrféonﬁuna'tépniéa mé#]egbecifica, como 1a
técnicgf1nmundl6gicﬁ,ﬁq¢g¥ﬁtiliz# antiéyéfp9§'qug¢£:i¢os alta-
bcntéfpufi:icg@és«parafégﬁgkuna?degIngfjgéenziﬁgé §¢$;a»;98£ég§f
sd.gica;ina.;

Sin'embarQQ'toddvia!no~es'prééti;p;pgra-uSo;d;ﬁt@tingjgcqgf‘
dq{allhecﬁo*de que semd§£i991£a obi§@eriprepgfggiénea inmunpqgé
migamentegpurns de ahtigehé%q;

Coumo lo anterior'aﬁn’no e resuelve creemos que 3i se rea=
1liza simulténcamente a la determinacién dewiéoénzimaa'deilg‘fqg
fatasa alcdliﬁg,,1a~medidé de otras enzimas en suero, tales . -
como la 5'nucleotidasa; Leuéihgqinopeptjéasa y;cnféspegi&lﬁ
gamma glﬁtamil”traﬁspeptiégsgg se ayudard a'disfiaguir el ori-=
gen éseo o hephtico de la fonfataca alcalina elsveda. Estaz -
enzimas se elevan raramente en desordencs 8seos y frecuentemone
te en enfermedades hepatobiliares 5'40’65.

Con respecto al padecimicnto, el grupo de pacientes hiper-

tiroideos montrd una correclacién estadisticamente significativa

—Igl—




entre los valores de T3 Y T&' nientras que parg el grupo controle
eutiroidec no hubo tal correlaciédn. Esto indica que el padecini--
ento se encontraba enforma activa en los pacientes hipertiroideos
Y Que en el grupc control no reuiatrabn alteracidédn alguna con lo-
que respecta a la gléndula tiroides (Graficas lyz2).

Los resultados indican que aproximadamente la mitad de los
paéientes,hipertirpideoa tuvieron niveles eievados'de'fosfatasa -
alcaliﬁa. Y que la actividad total de la fosfatasa alcalina se
correlaciona. fuertemente con la nctividad~inhibida‘de la fosfatr=
z3 alcalina para el-grqugde pqciént?é_bipertifdidcos como para =
el grupo contrbl‘eutiroideoi(GriticauAJ’ kjisgyfﬁﬁ).

EI porcentaje tan elevado de actividad inhzbidn ue la foafa-

aca,alealxna obtenido por loa dos - ditcrentes metodos para ) -
g:upo entero. de pgcientea hlpertiroidooz. sug:ere. ¢cocmo: han: nenn-s
lade otros zutores, quo en 1.hipcrtirquismgf1a§¢1¢v9ci6nfdo los.
niveles de ani#idideéJfoaiétasa‘aicaliha;ez'ihqiéio.dc ung -
enfermedad de hueso relacionada con la fraccidn ‘ésex de la foafa-
tazx alcé!ingiyxno‘con la"fraceién hepitica de la entima16i3o'65’
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r = 0.117
T INTIC = 90229

PEND L] 000054

GRAFICA 2

CORRELACION ENTRE LOS VALORES DE T3 Y T4 PARA EL GRUPO

DE VOLUNTARIOS EUTIROIDEOCS

wlplym




AIFA
U BLB r = 0.98
INTC = - 0.482

13 - PEND = 0.90
15
AFAT
U BLB

GRAFICA 3

CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA TOTAL
Y LA ACTIVIDAD ILHIBIDA DE LA FOSFATASA ALCALINA, PARA EL GRUDPO
DE PACIENTES HIPEHTIROIDEOS CON FOESFATASA ALCALINS ELLDVADA

{ SWURGRYPO T )

..:"5.“




B r = 0.8195
INTC - 0.,1057

PEND = 0.8456

AFAT

GRAFICA L
CORRELACION EHTRE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA TOTAL
Y LA ACTIVIDAD IHHIBIDA DE FOSFATASA ALCALIKNA, FARA EL GRUPO

DE PACIEKTIES HIPERTIRGIDECS COM ACTIVIDAD DE FOSFATASA
ALCALINA NORMAL ( SUBSRUFO , ) _i6.




LIFA

BLB

15

i3

11

= Oo 8999
INTC = -C.02938
PEND = 00,8728

AFAT
U BLB

GRAFICA &
CORRELACION DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA TOTAL
Y LA ACTIVIDAD INHIBIDA DE LA FOSFATASA ALCALINA, PARA EL

GRUPO EXNTERO DY PACIZNTES HIPLIRTIRDIDEOS ( GRUED 1 ),
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r = 0.9542
INTC = 0.0326
PEND = 0.699

GRAFICA 6

U BLB

CORRELACIONR ENTRE LA ACTIYVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA TOTAL

Y LA ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA INHIBIDA, PARX EL

GRUPO DE VOLUNTARIOS EUTIROIDEOS ( GRUPO 11 )},
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CONCLUSTIONTE-S




En barce a nuestron objetivos plantezdos al iniciar éste trabajo,
y al analizar los resultadoas, Egpcluimos, que 3i se tuvieres qQque deci-
dir, cual es el mejor de ‘los dos métodos empleados para la determina-
cibén de la fraccibén ésca de la fosfatasa aicalina, con respecto a su
sengibilidad especifica de dicha fraccidn, diriamos que ninguno de ==
ellos diferencfa claramente a la isoenzima de hueso de la igoenzima -
de higado, y por lo tanto el método clectroforético como el método ==
quimico manual, carecen de gensibilidad para la determinacién"czpeci;
fica,

No obstante es importante'cOnniﬁerQr que, alkni se cuenta con
alguna otrawtécﬁica@que‘zca mip senpible yym&h.aspgcificg para la ===
détgfmiqaciéq de la fraccidn &ésea de la fosfatasa alcalina en suero,-
¥ solo se quiera conocer de una manera aproximada la proporcién deila
fraccidn Szea de Ia,fosfatasg.alcaling, el nétodo qufmico manual de =~
Bgﬂsey-qury—BrockTpnra~IaAdctefminacién de la actividad de la fosfa=-
tasa alcalina trabajado con sueros inactivados a SSQC, y s8in inactiver
qetéﬁde gran ayuda, si se;tfdbgja.5imul§éneamente[cpn?la detercinacidn’

e otras enzimaprue:QYudén a descartar la posibilidad de que el au--
aento de la actividad dg Iajfosiaféﬁa alcalina en suero sea de origen
hepatico. Y aunque el procedimiento zdlo da recultados aproximados
se puede realizar con un minimo de aparatos y de habilidad técnica,~
lo que significa una ventaja sobre elvmétodq electroforetico, que es
caro y que utiliza aparatos y reactivos especiales,

El método electroforético no ayuda a la determinacidn cuantita-
tiva de las fracciones, por falta de meparacidn cacacteristica de lan

dos isoenzimas de movimiento rapido ( hepitica y dsca ).

-[}9-




Sin embargo ol nmétodo electroforéticoe ayudard en la diferen-
ciacidn de las otras isoenzimas Que pudieran cstar presentes en -
el suero, sieapre y cuando se tengan marcadores isoenzimdticos de
cada una de las fracciones de la fosfatasa alcalina.

Los valores de actividad inhibida de fosfatasa alcalina tan
aumentados en comparacidn con loz obtenidos en los voluntariosg -
normales, sugiere que la clevacidén en la actividad de la fosfata
sa alcalina on los pacientes hipertiroidecos es debida en gran ~=

parte a la fraccidn 8aea.
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