,ZL/', 2/

UNIVERSICAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
“ZARAGOZA"

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
FOSFATASA ALCALINA PLACENTARIA
DURANTE EL EMBARAZO.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

MARIA DEL SOCORRO LAREDO DOMINGUEZ

México, D. F, Mayo, 1988

I TESIS COB
| FALLA D& CRIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © 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 imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera 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, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

CAPITULO I-.

- Introduccidn

CAPITULO II
Generalidades
11.1 Desarrollo del embarazo
11.2 Principios de enzimologia clinica
I1.3 Fosfatasa aicalina

11.4 Fosfatasa aicalina placentaria

CAPITULO II1
IIi.l Planteamiento del problema
111.2 Objetivos
I111.3 Hipétesis

CAPITULO IV
IV.1 Material y equipo
IV.2 Reactivos

IV.3 Poblacidn de estudio

Pdgina

12,
19

-~ 31
33
34

‘35 -
35
36



CAPITULO V
Metodologfa
V.1 Obtencion de muestra

V.2 Método para fosfatasa alcalina

V.3 Método de fosfatasa alcalina-placentaria.

CAPITULO VI

Resultados

: CAPITULO viL
VILL1 Discusién de’ resultados
VII.2 Conclusiones

VIL.3 Propuestas

CAPITULO VIII

Bibliografia

37

37

40 -

a7 .-

63
66
67

68



I. INTRODUCCION

_E1 hombre desdé un principio ha tenido que enfrentarse a cuatro -
fenémenos importantes: nacer, crecer, reproducirse y por dltimo morir.
De estos, uno de ellos 1e ha interesado desde épocas muy remotas: Ta - |
capacidad de reproducirse. En el hombre este proceso de reproduccidn
se denomina embarazo. Muchas veces a lo largo de este proceso se obser

van alteraciones, y en otras todo transcurre de manera normal.

Considerando el embaraze como un estado fisioldgico especial en -
el cual ocurren cambios anatémicos, fisioldgicos y bioquimicos, con 1a
“Enzimologia Clinica" se ha estudiado la variacidn de los niveles de -
actividad de diferentes enzimas en la sangre, 1iquido amnidtico y la -

orina, durante este periodo.

Muchos han sido los estudios con diversos objetivos tales como -
encontrar un indice enzimdtico de madurez fetal (1), delucidar el pa--
pel de algunas enzimas del liquido amnidtico en los mecanism6§ del de-
safrol]o embrionario (2), esclarecer algunas anomalias genéticas, y es
pecialmente, correlacionar niveles enzimiticos con estados patoldgicos

agregados al embarazo. (3,4,5)

Las enzimas producidas durante el embarazo, se agrupan de acuerdo
a su variacidn durante dicho estado fisioldgico. De esta manera se en

" cuentran enzimas cuya actividad aumenta, disminuye o no varia. (6,7)



Algunas de las enzimas que se eleVan,envla séngre materna,sonfxla;gé D

beta-Glucoronidasa (E.C. 3.2.1.31), Lactacto deshi&rogénaéa (E'C 1 1

1.27), la Histaminasa (E.C.1.14.3. 6) Fosfatasa-alcalina p]acentaria -7L:
[E.c. 3.1.3.1), Ocitocinasa (E.C. 3.4.1.1). Gt

Entre las enzimas que no varian durante el embarazo se encuentran‘
la Aspartato aminotransferasa (E.C. 2.6.1.1), Alanina aminotransferasa
(E.C. 2.6.1.2), Glutamato deshidrogenasa (E.C. 1.4.1.3), Isocitratb -
deshidrogenasa. (E.C. 1.1.1.41), Ornitina carbamoil transferasa (E.C.
2.1,3.3), Malato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.33). Todas estas enzimas
tienen en comin el ser Gtiles en el diagndstico de enfermedades hepato
biliares. La alfa-amilasa (E.C.3.2.1.1) y la lipasa (E.C. 3.1.1.3) -
tienen valor diagndstico en las enfermedades pancredticas y tampoco va

rian en la sangre materna durante el embarazo normal.

Algunas de las enzimas que se encuentran disminuidas en el embara -
20 normal son 1a Gamma-glutamil-tranferasa (E.C. 2.3.2.2), 1a Colines-

terasa (E.C. 3.1.1.8) y la Creatina cinasa (E.C. 2.7.3.2)

La fosfatasa alcalina placentaria (E.C. 3.1.3.1) y la Ocitocinasa
(E.C. 3.4.1.1) son enzimas consideradas como especificas del embarazo
Aebido a que son sintetizadas por la placenta. Esto ha permitido suge
rir que la elevaci6n progresiva de su actividad en la sangre materna

pueda interpretarse como indice de un crecimiento placentario normal.(8,9)



En el presente trabajo se determina la actividad de 1a fosfatasa
alcalina total, asi como de la isoenzima placentaria durante el embara
z0. . Los resultados obtenidos indican que dicha enzima aumenta progre-
sivamente, aunque este incremento se acentida notoriamente al final del

embarazo.

Se proponen valores normales para la enzima en los diferentes tri
mestres del embarazo, pensando que quizd sea de utilidad para detectar

anomalias en la placenta en el periodo gestacional.



II - GENERALIDADES

1.1 - Desarrolio del embarazo

El-embarazo-es un estado temporal en el que se presentan cambios
: anatémicosky fisiolGgicos que ocurren secuencialmente y comprenden la
ferti]izacjén. 1a implantacidn, el crecimiento embrionario y el creci-

‘'miento-fetal.que termina en el parto.

‘Durante.la fertilizacidn en la tuba uterina se unen el ndcleo del
6vulo’y del espermatozoide para formar el cigoto del cual, por divisio
nes celulares, se origina la mérula que a su vez se transforma en una

bolsa hueca de células diferenciadas denominada blastocito.

La segunda etapa, la implantacidn, ocurre una semana después de -
la fertilizacidn cuando el blastocito se une a la capa interior dgl -
itero 1lamada endometrio, a fin de absorber nutrientes de los vasos -
sanguineos.

E1 blastocito estd constituido por dos estructuras, el trofoblas-
to que rodea al embridn y el macizo celular interno que forma una cavi

dad.

El blastocito continda dividiéndose y diferencidndose formando -

tres capas germinales, el ectodermo, endodermo y mesodermo; a partir -



de ellas se formardn los tejidos y membranas embrionarias. "A esta eta
pa se Je llama crecimiento embrionario y se caracteriza especialmente

porque comienzan a formarse e} 1iquido amniético y la placenta. (10)

A medida que el embrién crece, una de las membranas {el amniocs) -
rodea completamente el embrién y se llena de 1iquido en el cual e} pro
ducto en gestacidn quedard inmerso, 1o protegerd manteniendo la tempe-
ratura constante, previniendo la desecacidn y recibiendo la presidn de

las contracciones del dtero durante el parto. (11)

E1 crecimiento del embridn abarca hasta los dos primeros meses -
del embarazo, posteriormente el producto se 1lamard feto y continuard
el crecimiento fetal. En esta etapa maduran los tejidos embricnarios
hasta constituir todos los Grganos del cuerpo y finalizar el desarroilo

de 1a placenta al tercer mes de gestacién. (12)

Placenta.~ La placenta es un Grgano que se desarrolla durante el
embarazo en el endometrio uterino. Una vez desarrollada tiene forma -
de pastel, de unos 15 cm. de didmetro, 3 cm. de espesor y con un peso
de 500 grs. Bdsicamente es de origen fetal. Su funcidn primaria es -
permitir que las sustancias disueltas en la sangre del feto difundan -
hacia la sangre de la madre y viceversa. Su disposicidn estructural -
permite que esto se produzca en alto grado. En condiciones normales,

la sangre del feto y la sangre de la madre no se mezclan ni entran en



contacto una con otra. Siempre quedan separadas por 1o que se denomi-
na barrera placentaria; esta es una membrana compuesta por varios teji
dos como son el citotrofoblasto, sincitiotrofoblasto que contiene mi--

crovellosidades, tejido conectivo y endoteiio capilar.

En la placenta, se difunden alimentos y oxigeno, disueltos en 1la
sangre materna, a través de 1a barrera placentaria hacia el torrente -
vascular del feto, y gracias a ello se asegura la vida y el crecimien-

" to y desarrollo de éste, hasta el momento del nacimiento.

Formacidn de la placenta. E1 trofoblasto del blastocito se fija

a la superficie libre del epitelio endometrial. Al undécimo dia después
de a fertilizacidn las células del trofoblasto se han dividido y for-
man dos capas, la interna denominada citotrofoblasto, y 1a capa exter-
na denominada sincitiotrofoblasto. En esta etapa hay en el sincitio -
unos espacios pequefios denominados lagunas, llenas de sangre de las ve
nas uterinas, cuando las lagunas aumentan de volumen las tiras de tro-
foblasto que quedan entre ellas se denominan vellosidades trofobldsti-
cas primarias. Cada vellosidad estd formada por un nicleo de citotro-
foblasto revestido de una capa irregular externa de sincitiotrofoblas-
to. Por otro lado en el embridn se estdn formande las diferentes capas
germinativas, y el mesodermo ha crecido saliendo del embridn en desa--
rrollo hasta formar una cubierta para el trofoblasto que rodea el blas

tocito. Cuando el trofoblasto ha quedado cubierto de mesodermo recibe



el nombre de coridn. Posteriormente el mesodermo del corién penetra -
en las vellosidades para proporcionarie nicleos mesodérmicos. Cuando
esto ocurre, las vellosidades reciben el nombre de vellosidades secun-
darias o definitivas, éstas crecen y se ramifican. De los micleos del
mesodermo se desarrollan vasos sanguineos fetales, mis tarde estos va-

505 se unen con la circulacién del feto.

En el endometrio que queda entre el blastocito y el miometfio re-
cibe el nombre de placa basal y es en este lado del blastocito donde -
se desarrollard la placenta a partir del corién. Esto se logra porque
las vellosidades a este nivel siguen creciendo y ramificdndose, al ha-
cerlo contindan destruyendo y atravesando cada vez mis endometrio., -
Como las lagunas que quedan entre 1as vellosidades estdn 1lenas de san
gre materna, y los capilares de las vellosidades contienen sangre fetal
pueden producir difusidn de sustancias disueltas entre la sangre mater
na de los espacios lagunares y la sangre fetal de los capilares de las
vellosidades {cotiledones). Lo antes descrito tiene por consecuencia
una formacién estructural de dimensiones crecientes que se conoce como

placenta.

11.2  Principies de Enzimologia Clinica

Las enzimas son catalizadores macromoleculares con 1a propiedad -

caracteristica de acelerar y regular una multitud de reacciones quimi-



cas sobre las cuales se basan: todas 1§s'fqrmésv e vida,ﬁrLé‘a;t1Vidad

metabdlica de las cé1u1a5»dependebde*que léﬁ‘eniimés;éctﬁen'en forma ‘-

ordenada y progresiva.v(IB)f

Las enzimas puesto que son compuestos protéicos pueden presentar

las siquientes estructuras:

+

Estructura primaria, secuencia de aminodcidos de una .protefna.

Estructura secundaria, enrrollamiento de 1a cadena de aminodci-

‘dos de una enzima en una relacién estérica semifija.

Estructura terciaria, plegamiento de la cadena de aminodcidos -
de una enzima para formar una estructura tridimensional.

Estructura cuaternaria, es 1a asociacion de subunidades semejan

tes o diferentes de la proteina en oligomeros (polimeros peque-
fios}, y pueden sufrir cualquiera de estos procesos: a) desnatu
ralizacién, pérdida de las propiedades bioldgicas de una protei
na, generalmente como consecuencia de cambios en su estructura

terciaria y cuaternaria. b} Inactivacidn, desnaturalizacifn re

-versible de una proteina.

El nombre de isoenzima, se usa para aquellas enzimas que- aunque -
retengan su especificidad de substrato, muestran diferencias.en sus - -

propiedades fisicas y quimicas. (14)



g

De manera general se denomina substrato a.elo los compuestos que
inician-la.reaccidn y sobre el cual actda la enzima, y productos a el o

los. resultantes de la reaccidén.

Un catalizador modifica la velocidad de una reaccidn sin tomar -
parte en ella, actda por presencia. En el caso de las enzimas es nece
saria la formacidn de un complejo enzima-sustrato para que se desencade
ne la accién; al separarse la enzima queda en posibilidad de actuar -

otra o varias veces mis. (15)

Complejo enzima-sustrato es un complejo activo intermedio formado

entre;el sustrato y la enzima durante la reaccién.

Las enzimas se componen de varias partes o fracciones: Tienen una
fraccidén protéica de gran peso molecular que no atraviesan las membra-
nas semipermeables y que se destruye por el calor; esta fraccidn se -
1lama apoenzima y otra de naturaleza no protéica que se adhiere a la -
proteina y que es dializable (atraviesa membrana semipermeable), deno-
minada coenzima. Si esta parte dializable estd {ntimamente unida a la
apoenzima, se le 1lama grupo prostético. En el caso de que la unién -
sea laxa, se sigue 1lamando coenzima. La unidn de la apoenzima y la -
coenzima se denomina haloenzima. Las enzimas que contienen iones metd

licos unidos muy fuertemente se 1laman metaloenzimas.
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Se denom1na act1 éd'énzimética a la cantidad de sustrato conver:

t1da en producto po"unidad de tiempo, para una reaccion en particular :

'y en determInadas cond1c1ones. Unidad internacional de act1v1da enz1 - =

mat1ca es 1a cant1 ad de enzima que cataliza la conversién de un m1cro‘

mo]»defsustrato por:minuto en determinadas .condiciones.

Las enz1mas son especificas, es decir, catalizan una reaccidn de-

term1nada con: sustanc1as de estructura siempre igual: son como una com

p]1£ada 11ave que sélo pueden abrir la cerradura correspondiente. Lla
especificidad enzimitica es el grado en el cual una enzima cataliza -
una o'mds reacciones. Especificidad estereoisométrica es la especifi-
cidad de una enzima por una de las formas, D o L, de un compuesto con

un dtomo de carbono asimétrico.

Asi como presentan especificidad, también tienen inhibicién. . Se
dénominan inhibidores, a los materiales que reducen la actividad cata-
1itica de una enzima, existiendo dos tipos: inhibidor competitivo, in
hibidor de una reaccidn enzimdica que compite con el sustrato por el -
sitio activo. Inhibidor no competitivo, inhibidor que se.fija al §i--
tio alostérico de una enzima y no compite con el sustrato por el sitio

activo. ;nhibidor que se fija s6lo al complejo enzima-sustrato y no a

~la enzima libre.

‘VPrécticamente todos los cambios quimicos (absorcién,digestién, me
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tabolismo, locomocidn, putrefaccidn, etc.) que ocurren en un organismo
viviente son acelerados por las enzimas {catalizadores). Sin estos ca
talizadores las reacciones avanzan muy lentamente e impiden que los =~
sistemas bioldgicos funcionen a una velocidad significativa. La prin-

cipal caracteristica de la accidn enzimitica es la catdlisis. .. Una:en=.

zima simplemente aumenta la velocidad de la reacciéh,sobfe~lafcua} ag=
tda. La enzima no afecta la constante de equilibrio ni t

mo resultado de Ta reaccidn.

Hay.varios-factores qUesafgct cida n-que 'se1lev
cabo una reaccién catalizada® porienzimas. ‘A1gunds\de'e1los son:’

© -a..Temperatura.  Las velocidades de todas las reacciones quimicas
aumentan con un incremento en la temperatura. La mayor parte
de las enzimas tienen una temperatura Gptima, es decir, aque-

‘11a en la cual catalizan con una velocidad mixima.

b. pH.  La-actividad de 1a mayoria de las enzimas depende dél pH
debido a la participacién de iones H* o jones OH™ en la reac-
cidn.Para la mayoria de las enzimas existe un intervalo defi
nido de pH en el cual 1a enzima es mds activa. el pH cercano
al centro de dicho intervalo es el habitualmente especificado

para la determinacién de esa enzima en particular.



n muchos;casos, al progresar la reaccidn enzi-

:eﬁden’a alterar el pH. La mayoria de

“'Lavelocidad de ‘reaccidn aumenta

en proporcién:directa a:la cdnCéntracién de.1a enzima que la -

“7catalizai=lo cual=sugie interaccién enzima-sustrato -

icuhpleilérléyade ccidn.de

Concentracidn de sustrato. Para una concentracién fija de en-

L

zima la velocidad inicial (antes de que se consuma bastante -
sustrato) aumenta primero incrementando la concentracidn de -
sustrato. . Con. el tiempo se alcanza un mdximo y la adicidn de

.ms sustrato ya no influye sobre Ta velocidad.

-+

Presencia de inhibidores. Se puede disminuir la velocidad de
la mayoria de las reacciones catalizadas por enzimas por medio
de una serie de sustancias 1lamadas genéricamente inhibidores.

(16)
1.3 - Fosfatasa alcalina

Las fosfatasas alcalinas humanas constituyen un.sistema de milti-



: p1es formas mo eculare nas: el ]as cua]es la heterogen1c1dad es

parc1a1 deb1da a: facto es geneticos

E1 reconocimiento de 1a naturaleza y aparicién de estas miltiples
formas, hicieron una significante contribucidn al conocimiento de que
cambian los valores de la fosfatasa alcalina del suero en algunas en--

fermedades y que podria utilizarse la medicidn de ésta como diagndstico. (17}

La importancia de la valoracidn de la fosfatasa alcalina (fosfo-
hidrolasa alcalina del monoéster orto-fosférico, E.C. 3.1.3.1.) no ha
decrecido durante medio siglo, desde la introduccidn de la enzimologia
en el diagndstico; claro, el desarrollo de miltiples pardmetros bioqui
micos ha consolidado su posicidén, entre las mds frecuentes pruebas 1le
vadas a cabo en quimica clinica. La determinacidén de las fosfatasas -
alcalinas inicialmente fueron aplicadas en la investigacidn de las en-
fermedades Gseas, apoydndose en la teoria establecida-por Robison y -
otros, por medio de la demostracidn de la asociacién entre el incremento
de 1a actividad de 1a fosfatasa alcalina en suero y el aumento de la -
actividad osteobldstica. (18) En contraste, Roberts en 1930 observd -
que el incremento de la actividad de 1a fosfatasa alcalina en suero es

acompafiada de enfermedades hepatobiliares. (19)

Los intentos por proporc1onar una’ sat1sfactor1a exp]icac1on para

estos cambios es el esfuerzo de muchos '1ogos por var1os afios.
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Se,propusiefon varias-teorfas sobre el origen del aumento de la -
: fosfﬁté?é aiéaiiﬁa'del suero; para enfermedades hepatobiliares se pro-
ﬁuéb la teoria hepatogenética, en la cual el higado mismo fue con§ide-
radb el origén de la enzima adicional, erréneamente esta teorfa fue re
chazada puesto que se decia que la causa del incremento de la activi--
dad de la fosfétasa alcalina era de tejidos extrahepdticos, especial--
menie huesos, o el resultado de una obstruccién biliar. (20) Ellos sy
gerfan que la fosfatasa alcalina Gsea estaba presente siempre y en el

caso de enfermedades dseas o hepdticas sufria una modificacidn.

Posteriormente se acepté que la teoria hepatogenética era correc-
ta, y se-propuso la existencia de tejidos especiales que producian la

“enzima, esto proporciond una base para el diagndstico diferencial.

La introduccidn de Smithier en 1955 de 1a técnica de electrofore-
sis; sobre gel .de almidén es un-importante instrumento analitico, para
éprroborar la presencia de 1a§ fosfatasas alcalinas del suero en algu-

nos iejidos.

' .- Ademds qé estos estudios, se demostrd la presencia de la fosfata-
“sa alcalina intestinal en algunos sueros de personas normales y en pa-
cientes con varias enfermedades; también fue identificada la fosfatasa
alcalina placentaria en el suero de embarazos normales. Enteramente -

- imprevisto fue el descubrimiento de la presencia de la isoenzima pla--
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centaria en pacientes con cdncer (21) pero después se descubrig que no
es isoenzima placentaria sino fosfatasas de otros tejidbs que sufren -
modificaciones y es 1lamada isoenzima de Regan (o carcinoma-p]aqenta--
ria) debido a que asi se 1lamaba Ta persona en la que se descubrié por

primera vez esta isoenzima.

La isoenzima de Regan y la placentaria presentan las mismas pro--
piedades fisicas por eso se presta a confusidn. En zimogramas electro
foréticos presentan la misma migracidn, ambas son resistentes a la inac
tivacidn a 56°C. Algunas veces esta isoenzima carcinoma-placentaria -

puede ser indistinguible de la fosfatasa alcalina placentaria original.({22)

Evidencias presentadas en afios recientes suponen la existencia de
tres genes diferentes para las fosfatasas alcalinas humanas. Un gen -
codifica para la fosfatasa alcalina intestinal, un segundo gen para la
isoenzima placentaria y un tercer gen codifica para las isoenzimas he-
pitica, dsea y remal. Las diferencias estructurales observadas en el
tercer grupo, que producen una alteracidn en la movilidad electroforé-
tica y también su estabilidad al calor, se atribuye a diferentes ﬁodi-

ficaciones post-traduccionales. (23)

El suero de sujetos sanos casi siempre contiene mis de una forma
de fosfatasa alcalina detectable por electroforesis o por técnicas de

inactivacidon selectiva. Lla fosfatasa dsea y hepdtica siempre estdn -
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presentes,'aunque en mayor cantidad 1a dsea. La isoenzima intestinal-
puede o no estar presente, es mis probable que se encuentre en indivi-

" duos de grupos sangufhéos B'y 0 ya que son secretores positivos.(24)

La fosfatasa alcalina de origen renal no aparece en el suero de -
individuos ‘sanos, ésta dnica y raramente se presenta en enfermedades. -
renales, sin embargo puede ser notada en algunos casos, durante el re-

chazo de trasplantes renales. (25)

La ubicacién cé1ular—de la fosfatasa,alycalin’a sie Vh:a> "‘i'r{verst‘igado'-
medianteel fraccionamiento de componentes subcelulares por ultracen--
t’rifugaci\dynk, y',btv)s_teriormenie examen citoquimico y microscopia electrd
n’i(‘:a.‘ : Dé: ésto;s resultados se puede concluir que la mayor actividad de )
la fqéfg‘;ésa alcalina en casi 1a totalidad de las células estudiadas, se
. ’1ocakkh"’zav‘ §obre la membrana citoplasmitica. No obstante, en otros si-_
tios“intracelulares, tales como el nicleo y el aparato de Golgi, se ha

demostrado también actividad enzimdtica, aunque en menor cantidad. {24)

Estudios de fraccionamiento subcelular de varios tejidos de culti
vos celulares (26) 'y varios 6rganos' (27) revelaron que la mayor activi -
dad enzimitica se localiza en la fraccién microsomal, En ésta se en--
cuentra'yuna mezcla-de vesiculas ‘derivadas de varios sistemas citomem--
bra‘ﬁosof‘s,‘: inclug}endo membrana plasmitica, reticulo endop1dsmico endote

11"a] krug‘,os‘os, liso y el aparato de Golgi.
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. No se conoce la func1on pre01sa de la fosfatasa alca11na, no obs- 
tante, su 1oca11zacion en la membrana sugiere que puede estar 1nv01u-—
crada en las func1ones de absorc1on y de transporte (28) El mecan1s-~
‘mo de como:la fosfatasa alca11na part1c1pa en los procesos f1sxolog1--

cos es también desconoc1do.

Se sabe que la actividad de las iscenzimas de la fosfatasa alcali
na, aumenta o disminuye en el suero sanguineo cuando en los drganos -
donde se producen, existe alguna patologia que lesione 1a membrana o -

bien ocasione 1isis celular.

La inactivacién por calor y la desnaturalizacidn con urea, son -
técnicas que se han utilizado para diferenciar las isoenzimas de la -
fosfatasa alcalina. (29) Las fosfatasas Gsea, intestinal y hepdtica -

son sensibles a la inactivacidn por calor a la temperatura de 56° C,

mientras que la placentaria es resistente.

Uno de los mayores avances en el estudio de las isoenzimas de 1la

- fosfatasa alcalina fue el descubrimiento de inhibidores especificos.

Un tema de investigaciohes extensas ha sido la cinética de varios
de estos inhibidores. Dichas cinéticas incluyen la inhibicién de’la = -
fosfatasa alcalina intestinal por L-fenilalanina (30); la fosfatasa ql'

calina placentaria por L-triptofano (31), teofilina (32),aL;1eycina (33)
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-y también por L fenﬂa'lak na, fosfatasa alcahna 6sea y hepatlca por

L- homoargmma, po‘ img por: levamiksol (34). Dichos resultados

khan demostrado nes son‘_gs;ereo éspecificas e

1ncompet1 ti vas .

ct1v1dad como: son (36)

femlfosfato -

Carbonato
»-/ fenol + HPO4 L

~Babson(1966)

[,,monufosfato de 2-amino-2-me- 9.9
fenoltaleina til-1-propanol ‘
+ HP04 S
Bessey-Lowry- o p-nitrofenil © Glicina.. 10.3°
Brock (1946) . .- - fosfato ~-~/ ORI
s it L penityofenol
+ HPO, S
Bowers-McComb p-nitrofenil 2-amino.
(1966)- - . fosfato---/ 2-met1'1
R o p-nitrofenol -
+,HP04 ) 1 propano 23
Bowers-McComb . p-nitrofenil : ‘;d1etano]- 030

(1972) 7 fosfato ---/ . ‘amina:
EEEE ~ - nitrofenol. L
+ HPO4
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1.4 ‘Fosfatasa alcalina placentaria

Ciertos trabajq§ realizados en Francia en 1939, descubrieron que
durante el embarazo se incrementa la actividad de 1a fosfatasa é]cali-
na del suero, (36,37). La razdn de este incremento en la actividad en
zimdtica, estuvo sujeta a considerable especulacién. Algunas teorfas
.fueron propuestas, una de ellas sugiere que este incremento se debe a
un aumento en la actividad osteobldstica de la madre (38); otra propu-
so el paso de la enzima osteobldstica fetal a la circulacién materna.(39)
Finalmente, Jung-Sterk y Klees-Frenzel sugirieron que la fosfatasa al-

calina adicional es de origen placentario. (40)

Beck y Clark fueron los primeros investigadores que diferenciaren
la fosfatasa alcalina placentaria de las otras fosfatasas utilizando -
como inhibidor taurocolato de sodio y conciuyeron que el incremento de
Ta enzima en el suero durante el embarazo es debido a un material tauro

colato resistente. (41)

Seelich-Ehrclich y Anagmospoulos-Matsudaira, descubrieron que 1la
placenta humana es una rica fuente de fosfatasa alcalina cuando se pu-

rifica. (42)

Boyer, reportd que en electroforesis de Gel de almidén, la frac--

ci6n de la fosfatasa alcalina del suero de-mujeres embarazadas migra -



en 1a misma zona ‘que’ 1a:fosfatas icalina‘obtenida a partir de placen

ta humana. Este trabajo viene orzar:1d teoria de que el aumento

de la activiﬁad de 1a foSfaf@s ‘aTcaljﬁa hél‘suero de mujeres embaraza
das es de origen p]afentaris; ‘MéGIah£e ésta técnica se observa que la
enzima placentaria no se enéuenéraien el suero de recién nacidos, ni -
en cordén umbilica]. (43), Fé réién para este aparente comportamiento
paradéjico de la sustancia placentaria, que aparece en la circulacidn
materna y.no en la fetél;:nb'es enteramente clara.

Con técnicas histoqﬁfmicas se demuestra la presencia de-actividad-
enzimitica_de igkfosfatasa alcalina en las microvellosidades del sinci
tiotrofoblééto*de la placenta, que estdn en contacto con la circulacién
materna, y que estdn separadas de la circulacion fetal por numerosas -
estructuras. {44) Es posible que el material derive de las microvellg
sidades y tenga gran acceso a la circulacidn materna y poca o nada a -
la fetal. Una segunda posibilidad es que el incremento progresivo de

trastornos del feto, haga que ocurra una disminucién de fosfatasa alca

lina placentaria en la circulacién fetal.

McMaster .y colaboradores descubrieron un método simple para dife-
renciar fosfatasa alcalina de origen placentario y no placentario. Ya
que al contrario de las fosfatasas de otros origenes, 1a enzima placen

‘taria no es afectada por el calentamiento a 56°C por quince minutos.(45)
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Estudios inmunoldgicos apoyan. 13 teorfa’de 1a contribucién de  la
placenta en la produccién devfosfatésa a]@aliha durante el embarazo. -
Los anticuerpos se obtienen 1nyectandd p]dcenta purificada como antige

no a los conejos. (46, 24)

Las isoenzimas intestinal y placentaria de 1a fosfatasa alcalina
presentan algunas propiedades quimicas similares como sen inhibicidn -
con L-fenilalanina en un 80% (47), resistencia a la inhibicién con -
urea 3M y una parcial reaccién cruzada por sus respectivos anticuerpos;
en esto G1timo hay un poco de controversia ya que algunos autores re--
portan que hay reaccidn cruzada y otros que no la hay. (48, 49, 50) -
Las fosfatasas aicalinas humanas de placenta e intestino tienen un pe-
so molecular de 130,000 y 170,000 respectivamente. La isoenzima pla--
centaria es un dimero que presenta dos subunidades con un P.M. de . -
65,000; la isoenzima intestinal posee también dos subunidades con un -

P.M. de 86,000.

La composicidn de cada aminodcido de la fosfatasa alcalina placen
taria, varfa del de la fosfatasa alcalina intestinal, lo que indica que
su estructura primaria es diferente, esto se debe a que el control ge- k
nético fue distinto, desde el momento en que el origen tisular es dife
rente. Los glucosaminos estdn contenidos en ambas partes aunque en mg
nor cantidad en la intestinal. La cantidad de carbohidrates contenj--

dos en ambas enzimas es también diferente.
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soehzima;de la fosfatasa alcalina pIBcéntaria

part1cu1ar que presenta variantes a1e11cas

1ectrofores1s en-gel de aimidén 1dent1f1co tres an

nzima p]acentar1a una banda tipo A la cuales usual

mu,]eres b]ancas, la tipe B, que es la, responsab]e

\VVde1 1ncremento de la fosfatasa alcalina total en las mujeres durante -:_"' 

k e] embarazo, y una t1po D, que es observada en mujeres negras. (47)

T’rabab.jos,kre‘cientes reportan que se pueden obtener anticuerpos mo-
noclonales que son’ capaces de discriminar entre si las diferentes ale-
loenzimas de la fosfatasa alcalina placentaria, estas moléculas pueden
ser presumiblemente diferenciadas una a una, de acuerdo a sus residuos

de aminodcidos. (48)

Fishman.y. Ghosh reportan un grado. de especificidad hacia el sus--
4trato de parte de las 1soenz1mas, la fosfatasa alcalina intestinal hi-
droliza mds rap1do el 0 carbox1 fenilfosfato; la isoenzima placentaria

el p-mnofenﬂfosfato, y 1a: 1soenzima hepdtica hidroliza preferente--
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mente Ta fosfatasa de etanolamina. (24)

ta resistencia al EDTA, calor y urea que presenta la fosfatasa:.a)
calina placentaria, indica que es una enzima marcadamente estable y es-

ta estabilidad es mantenida después de entrar a la circulacidn materna.(52)

Mecanismo de catalisis propuesto para la hidrolisis del p-nitrofehi]--,k -

fosfato por 1a fosfatasa alcalina:

Se Ha propuesto que la enzima contiene probablemente zinc, con un R
. nimero de coordinacidn de 4. (24) Durante la formacidn del complejo -
fosfatasa alcalina-p-nitrofenilfosfato (enzima-sustrato), este posible
sitio metdlico (Me} con carga positiva puede participar en la formacidn
de enlaces coordinados con el oxigeno rico en electrones del sustrato.
El sitio metdlico {Me) se encuentra sujeto a la superficie de ia enzi-
ma por coordinacién con ciertos dtomos ricos en electrones de la enzi-
ma, uno de los cuales puede ser el sulfuro del grupo sulfihidrilo de -
ta cisteina, el otro dtomo electronegativo puede ser el oxigeno (%) -

del grupo hidroxilo de 1a serina.

Considerando 1o anterior se propuso el siguiente mecanismo de ca-
tdlisis: durante la formacidn del complejo enzima-sustrato, el oxigeno
rico en electrones del fosfato del éster es atraido hacia 1a carga (+)

del NHg de 1a )isina debido a su gran electronegatividad, al mismo tiem



re Una parcial carga negativa'y:<' <

rupo sulfihidrilo. La ‘conexisn con

g.“1)* El°que los grupos reactivos: 0, SH,

3 cadéqnars“, polipéptidicas no interfiere -
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p~0 ROH
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Fig. 1 Mecanismo propuesto para la catdlisis de la hidrélisis de mo-

noesteres de fosfato por la fosfatasa alcalina. (24)
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Fig.2

Representacién de la formacidn del complejo EIS durante la in-

hibicién de 1a fosfatasa alcalina por la L-fenilalanina. (24)
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11an para‘exbfiféb 6n n0‘ébmpétitiva de los isomeros L y D

della-fehilaishfha e requiere para ello un medelo espacial que per-

mita ]a v1sua zacion de ]as pos1c10nes de Tos enantiomeros de l1a feni

“lalanina en e] mecanismo de reaccidn.

Por lo tanto el modelo molecular es estable asumiendo que el gru-
po NH3 de la lisina es atacado, que el SH pertenece a la cisteina y -
que X es el oxigeno derivado del grupo hidroxilo de la serina. En 1la
construccidn del modelo los aminodcidos anteriores pueden estar en una
misma cadena polipeptidica o en diferente, Unicamente se requiere que

los grupos esenciales ocupen la posicidn deseada en el espacio.

En la fig. 3 se esquematiza el complejo enzima-sustrato. En la -
fig. 4 1a L-fenilalanina es acomodada precisamente en la posicién qué‘
forma el complejo enzima-sustrato-inhibidor y los grupos interaécidhéﬁ

con el sitio metdlica (Me) de la enzima.

En 1a fig. 5, por otro lado, la O- fen11alan1na, tlene e] grupo fe
--nilo.en-un plano perpendicular. a la L= fenlla]an1na 10 que_ produce un- -

impedimento estérico por la e<~helice de'la molécula de la enzima,(24)
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LA wnEimA

CABENA 06 PouteMninos . O

_Fig. 3 " Modelo h'ipptéticokes'bacikayly del complejo enzima-sﬁ;tra;o.'(éd')ﬂ,”j
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Pica D LA Enting

CABBWA oouiyopgrl

Fig. 4 :Modelo hipotético del complejo enzima-inhibidor-sustrato. (24)
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LA ENZiMA

poniTRopENin/FSFAT?

TADENA POLIPEITIDICA o

Fig.- 5 Modelo hipotético del complejo enzima-sustrato-D-fenilalanina.

(24)



ecesrse'encuentrah aumentados los valores de la fosfata-
»isava1¢a1ihé,totalf la:causa puede ser una ptologia de cualquiera de. .
:lpé‘éfganos que producen cualquiera de las isoenzimas, o simplemente -

por un-metabolismo -acelerado, como es en el caso de los nifios en desa-

. ‘rrolio, aqui ‘se encuentra aumentada la actividad de la fosfatasa alca-

}ina;total. y la responsable es la isoenzima Gsea debido a que la for-

macion de los huesos se encuentra muy activa.

- ."Estas formas de fosfatasa alcalina. son detectables por electrofo-

‘resisio técnicas de inactivacién selectiva,

"'se ha bbserﬁado:que durante éf’émbérazo, la fosfatasa alcalina. to
tal de] suero aumenta.  E1 incremento de 1a actividad se debe a 1a pre
sencia de.la isoenzima p]acenté?ia de la fosfatasa alcalina, Por lo.-
anterior se ha propugnadola determinacién de la actividad de la fosfg

tasa alcalina total, asi como de ia‘isoenzima placentaria de la fosfa-
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tasa alcalina en el plasma materno como un posible control de la-fun--
z.ciéh de‘la placenta, ya que es producida por el sincitiotrofoblasto te

“jido exclusivo de 1a misma.

-~ .-"Se ha observado un aumento significativo en los niveles plasmiti-
cos de esta isoenzima en mujeres con embarazo de alto riesgo por hiper

‘tensidn arterial, pre-eclampsia y por pérdida del producto.

Burlina (47) indica en un trabajo realizado que la concentracidn
de la isoenzima placentaria varia grandemente durante el embarazo, y -
la determinacidn de ésta no puede ser usada con el propésito de diag-~
néstico. En cambio Aleem (53) nos dice que la determinacidn de la fos
fatasa alcalina placentaria si puede ser usada como una prueba para de

terminar la funcidn placentaria.

Debido a que no se sabe si los valores de 1a fosfatasa alcalina -
placentaria son significativos o no, se pretende realizar este trabajo,
primeramente buscando los valores de referencia de la isoenzima duran-
te el embarazo dividido en trimestres, comparados con los de mujeres -

no embarazadas.



11,2 OBJETIVOS

. bETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA TO-
TAL EN-EL SUERO DE MUJERES EMBARAZADAS POR EL METODO
DE BESSEY-LOWRY AGRUPANDO LOS VALORES OBTENIDOS - POR
TRIMESTRE DE EMBARAZO. UL

. .DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LA ISOENZIMA. PLACEN'I_'A_RIA :
UTILIZANDO METODOS DE INHIBICION TERMICA Y QUIMICA,.
POR TRIMESTRE DE EMBARAZO.

. DETERMINAR tA CORRELACION EXISTENTE ENTRE LOS METO-
DOS EMPLEADOS PARA DEMOSTRAR LA ACTIVIDAD DE LA ‘FO_S_
FATASA ALCALINA PLACENTARIA.

. PROPONER VALORES DE REFERENCIA PARA LA FOSFATASA AL
CALINA TOTAL Y PLACENTARIA DE MUJERES EMBARAZADAS.



HIPQOTESIS

~DEB¥DO }»\fQUE‘ LA jSOEN?IMA PLACENTARIA DE LA F0§FATASA AL(;‘AL;NA ES :
PRODUCiDA POR‘EL SIN&IIOTRQFOBLASTO, Y ES LIBERADA AL SUERO MATERNO
EN EL TRANSCURSO DEL EMBARAZQ, SE PODRA MEDIR SU ACTIVIDAD Y OBTE-
NER LOS VALORES DE REFERENCIA, LOS CUALES NOS PERMITIRAN EVALUAR

LA FUNCION PLACENTARIA QUE ES DE GRAN IMPORTANCIA DIAGNOSTICA.



Iv.2

> Tubos. de ensaye: 13 %1007y 18'x 16
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Material

< Pipetas graduadas de 0.1, 0:2

- Gradilla,

~"Papel" parafilm.
- Masking-tape.

- Algodsn,

- Termémetro de 150°C.

Equipo

- Espectrofotdmetro . BAUSCH AND LOMB, Mod.Espectronic. 20.
- Balanza analitica  METER, Mod. H-80 ‘ : ’
- Bafic-metabSlico - RIOSSA, Mod. S-280, . =

- Crondmetro.

Reactivos

- La' determinacién: de 1a actividad de-la enzima se 11evé a ca
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IV.3\""vP6b1ac16n de ‘estudio

Eh“e17presente trabajo se estudiaron dos grupos de mujeres-clini-
camente sanas, con edades comprendidas entre los 17-36 afios, seleccio-
nadas dela poblacién que acude al Laboratorio Central de Andlisis C11

nicos de ENEP Zaragoza y la Clinica 29 del IMSS.

E1 primer grupo incluyd 90 mujeres con embafazo considerado como
normal y con edades gestacionales que van desde la 7a. a 1a 44a. sema-
na. En la mayoria de los casos la edad gestacional se determind me- -
diante 1a fecha de la dltima menstruacidn. Se excluyeron las pacien--
tes cuyo diagndstico médico, anotado en la solicitud de andlisis de 1a

~boratorie indicaba alguna patologia agregada al embarazo como hepati--

tis, toxemia, diabetes, etc.

E1 segundo grupo utilizado como control, estuvo constituido por -

30 mujeres no embarazadas en edad productiva.
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'y METODOLOGIA
V.1 Obtencién de muestra

La ‘toma de muestra se realizd por pun 1on venosa en ayunas. Den-

tro de Jos. 60 minutos posterioresa-la punc1o na vez que la sangrei

,coagulo a temperatura ambiente,: se separo e] suero por centrifugacidn

a3, 000 rpm durante ocho m\nutos. el sueru asf obten1do se utilizé el

- ‘mismo dfa para la determinacidn de la act1vidad de- 1a enz1ma. La enz1 F.

ma es estable 7 dias a 4°C. (14)

V.2 Determinacién de la fosfatasa alcalina total.

Método de Bessey-Lowry-Brock. (54)

Fundamento: La fosfatasa alcalina hidroliza una gran variedad de
ésteres orgdnicos monofosforados con la formacidn de un alcohol o fe--
nol y un idn fosfato. En la presente técnica se utiliza como sustrato
p-nitrofeniifosfato, que por accién de la enzima se escinde en p-nitro
fenol y dcido fosfdricp.: Afiadiendo hidrdxido de sodio se intevrrumpe -

la feaccién y el p-nitrofenol liberado es transformado en el anidn de

color amarillo, que puede determinarse fotométricamente, a 405 nm.
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o 0, .0
o\N, N
+ Hio' »nv:fogfyatasa
_.-alcalina:
0 H P03 0®
) [ -
o—-p=0 g
)
-0
p-nitrofenilfosfato. - o i o.cp-nitrofenilato
”(s{nrgblokj f, e e , PR famahi]lb)
Soluciones:

1) Amortiguador: Amortiguador de‘glicihétyjNaQHiso mmol/L a pH.10.5;
0.5 mmol/L L :

MgCl2

2) . Sustrato: p- n1trofen11fosfato 5. 5 mmol/L

-—Disolver una tableta de p- nitrofenllfosfato en 10 mi. .de_amorti-

guador de glicina-NaOH.

A temperatura entre +2°C. + 4°C se conserva 4.semanas.

3)  Hidréxido de sodio 0.02 N.



iy

Procedﬁmiénto parala determinacidn

Pipetear. en tubos de ensayo:

Sﬁstrato-amortiguador (2) - ~°

Dejar 5 minutos en bafio de agia a:37°

Suero (reciente)

Fezclar, dejar exactament

NaOH 0.02’ N (3)

Suero

Mezclar y medir 1

La actividad se

' "”CurvéTpatféi;

Patrén ' . . CNaDH 'Acfividéd-ppf;volumen :
p-nitrofenol 0.02°N s
mmol /L v e
1 m 9 ml 10. mY/m1
2 ml 8 m 20 mU/m}
3m 7ml 30 'mU/ml
. 6ml 4m 60 mU/ml
10 ml - 100 mu/m1
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V.3 Determinacién de la fosfatasa alcalina placentaria

Método de Bessey-Lowry-Brock (55)

Fundamento. Inhibicién con L-fenilalanina. La seleccién de la L
fenilalanina como inhibidor de la isoenzima placentaria de la fosfata-
sa alcalina se debid a que en una concentracidn de 0.005 mol/L inhibe
preferencialmente a la isoenzima placentaria en un 80%. Dicha inhibi-
cidn es de tipo no competitivo, en la cual el inhibidor forma un com--
plejo EIS estable. Por otro lado el isomero D-fenilalanina a 0.005 -
mol/1l no produce dicha inhibicidn, se incluyd en la determinacién ya -
que asi se aseguran las mismas condiciones en la prueba, como son con-
centracidn: del amortiguador, suystrato, enzima y pH, excepto la posicidn
estérica de los grupos quimicos unidos al carbono alfa de la fenilala-

nina, (30)
Soluciones,
Solucidn de L-fenilalanina. Se prepara pesando 0.825 grs. del E

aminofcido y se aforan a 250 m1, con agua destilada. Para e]:isbmero

- D-fenilalanina se hace exactamente lo mismo.
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Procedimiento para L - féniiaian

Colocar en tubos,de:¢h$$y '

Suétra-amortiguador'(z)

Sol.de L-fenilalanina 0.005 M

NaOH 0.02 N (3)

Suero

Mezclar y'medirrjé»éktinciéhvaa4bsﬂnﬁ dél‘brbb]émagcoﬁtra’el‘b]ahcd ,_'

‘La actividad se:calcula.a partir de 1a curva de calibracién. E1.por--
ciento de inhibidién'parél1a isoenzima placentaria se calcula mediante
la siguiente’férmula:

% de inhibicien = —2=L x 100



L N

Procedimiento-para D-fenilalanina

NaOH 0.02 N (3)

Suero
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Iﬁhibicién con Urea.

_Fundamento. La fsoenzima placentarfa de 1a fosfatasa alcalina, -
tiene 1a propiedad de ser resistente a la inhibicién con urea 3M, di--
© cha resistencia es debida a 1a presencia de bandas intramoleculares -

que mantienen la estructura cuaternaria de la molécula. (57)

En las demds isoenzimas sensibles a la inhibicién con urea, -esta
actida rompiendo los enlaces de hidrdgenos y sulfuros, produciendo un -
desdoblamiento en las cadenas polipeptidicas, que originan cambios en

la estructura cuaternaria de la molécula. (59)
Soluciones.

Solucién de urea 3M. Se prepard pesando 20.1 grs. de urea y afo-

‘rdndose con agua destilada en un matraz de 100 ml.

Solucidn de suero-urea. Se toman con la pipeta 0.2 ml de suero y
se adiciona 1.8 ml de urea 3M, se incuban durante 18 minutos en un ba-
fio de agua a 37°C., Posteriormente se reciben los tubos en un bafio de

hielo.
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~Procedimiento -t

| coracaren” tubos:

: Sl'xértffa't'd-,vé'mo’r'ti"g’uaé‘ia;' (2).

D'ekjarrsv minutos. en Vbaﬁbfder, ay

Sol."suero-urea“*

Mezclar, dejar- exactame

NaOH 0.02 N (3)::

Suero. . urea.’
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Inactivacidn con calor.

‘Fundamento.  La isoenzima de la fosfatasa alcalina placentaria po
see-la caracteristica de ser resistente a la inactivacidn por calor a
56°C.  Las otras isoenzimas de la fosfatasa alcalina no poseen esta - .
propiedad y ocurre la inactivacidn por rompimiento de sus enlaces de -
hidrégeno, y otras fuerzas secundarias que mantienen unida la molécula.

(57, 58)
Procedimiento

Se pone a calentar previamente el bafio, una vez que se ha obteni-
do la temperatura deseada 56°C se colocan los tubos de ensayo y se es-
pera a que alcancen la temperatura del bafio, se colocan 0.5 ml de sue-
ro y se tapan con papel parafilm. Se incuban los tubos por 15 minutos
a 56°C. Posteriormente los tubos se colocan en un bafio de hielo para

parar la inactivacidn.






En Tasbtabjaé,l,‘ s Qs?resulﬁados obtenidos’ pa

ra la-fosfatasa“alcalina: entaria; en mujeres no-embarazadas

;se‘observan los valores de la actividad

inactivacidn con calor, inhibicién con

“ureae ihhibiciéﬁ-EontL-feniialhnjﬁa; para 1a fosfatasa alcalina para mu-
jéres ho embarazadas y los diferentes trimestres del embarazo. En la -
grdfica No. 5 se muestran compérativamente los valores para la fosfatasa

alcalina total en los diferentes trimestres del embarazo.

En el histograma No. 6 se presentan comparativamente la frecuencia
de la actividad total para mujeres no embarazadas y en los diferentes -

trimestres del embarazo.

En el histograma No. 7 se presenta comparativamente la frecuencia de
la fosfatasa alcalina con inactivacién al calor para mujeres no embaraza-

das y en los diferentes trimestres del embarazo.

En el histograma no. 8 se presenta comparativamente la frecuencia -

para la fosfatasa alcalina con inhibicidn con urea.

En el histograma no. 9 se presenta la frecuencia de la fosfatasa al-
calina con inhibicién con L-fenilalanina, para mujeres no embarazadas y

Tos diferentes trimestres del embarazo.
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Tabla 1

Los valores para fosfatasa alcalina total y 1a correlacidn entre inac-
tivacidn con.calor.(56°C); ‘inhibicién con urea. (3M) e inhibicidn con -
~L-fenilalanina’(0.005). :Para mujeres no embarazadas

“iNo. " de” ‘ACti\‘/kidad",' lriac,ti'vacién Inhibicidn Inhibicidn con
‘omuestra.ooitotal: “accon. calor con urea L-fenilalanina:

0

O 00N OY UL LIRS =

R SR Ny

-6t 42, L
27 42
28 44
29" 48
30 52 1

><

n

o™
-

™

[

v}

Rad . "
N
Lo
Vo
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o
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i Tabla 2
Valores para fosfatasa alcalina total y la correlacidn entre inactiva-

cién ‘con calor (56°C), inhibicidn con urea (3M) e inhibicidn con L- -
fenilalanina’(0.005M) - Para mujeres en el primer trimestre del embarazo.

No. "de’’:" Actividad . Inactivacidn Inhibicién Inhibicidn con
muestra.... . total con calor con urea L-fenilalanina
1 20 0 4 0
s 22 0 4
3 22 0 4 4
' ‘24 0 4 4
e} 24 2 6 6
6 24 2 6 6
7 26 2 6 6
8 26 4 6. 6
9 26 4 6 6
10 28 4 6 8
11 30 4 6 8
12 30 4 8 8
13 32 4 8 8
14 32 4 8 8
15 32 4 8 8
16 34 4 8 8
17 34 4 8 8
18 38 4 8 10
19 38 6
20 38 6
21 38 6
22 38 6
23 40 6
24 42 6
25 42 6
26 42 6 .
27 44 6 =
28 44 8
29 46 12 .
30 50 12




kValoVreVS' péra'?osfétés@ra]cahﬁaV total y 1a correlacién entre inactiva-
cién con calor (56°C) -inhibicién con-urea (3M) e inhibicidn con L-fe-
~'nilalanina.(0.005M). Para mujeres en el segundo trimestre del embarazo

No. fae i :A‘étivi'dad o nactivacién Inhibicidn Inhibicidn con

muestra ioostotals i ~con-_calor con urea L-fenilalanina

1 2 4 2

2 2 4 2

3 2 4 3
4 4 4 4
S8 [ 6 4
6 24 6 4

7. 4 6 G4
8 4 6. . .8
9 L 6. 8
10 Y S 8 B
A1 4 2Bl 8
12, 4. 8 107

13 4 i )

14 8 .

15 8.

16 -8

17 10

18 10

19 10

20 10

21 10°

22 10

23 12

24 12

25 14
26 14

27 14

28 18"

29 20

30

%= 4a3slss g.a%s0 b 12.7%9.3
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Tabla 4

‘\'I:a1or‘es para fosfatasa alcalina total y la correlacidn entre inactiva-
“cidéncon calor (56°C), inhibicidn con urea {3M) e inhibicidn con L-fe-
nilalanina:(0.005M). Para mujeres en el tercer trimestre del embarazo.

No. de Actividad Inactivacidn Inhibicidn Inhibicidn con
muestra: total con calor con urea L-fenilalanina
1 44 8 10 12
2 48 8 16. 14
3 56 16 16 16
4 56 16 18 20
5 60 20 22 22
6 62 24 24 24
7 70 26 24 26
8 70 26 26 26
9 70 28 28 26
10 76 30 28 30
11 76 30 28 30
12 76 32 32 30
13 76 36 36 34
14 78 36 38 36
15 78 40 40 36
16 84 40 40 36
17 90 40 40 40
18 90 46 44 44
19 90 44 42 40
20 96 46 44 44
21 96 46 48 46
22 98 50 52 46
23 100 52 56 46
24 102 56 56 48
25 116 66 60 48
26 122 66 60 52
27 122 72 60 52
28 122 90 90 60
29 - 140 98 90 78
30 170 100 102 86

- 87.8%28.2  42.8%24.0 42.1%22.5 38.2%17.0
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i € No.ue puestras ¥
Flg. 1
Grifica que muestrs la actividad total (——), 1a correlacién entre

1a estabilidad al calor W—a), estabilidad a urea (—) y 12 sensi-

bilidad a 1a L-fenilalanina {-----) de 1a fosfatasa alcalina en el sue
ro de 30 rujeres no embarazadas.
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Actividad .

k)
1 tio.de ouestres

fig, 2
Gréfica que muestra la actividad total {—), 1a correlacién entre ia
estabilidag a1 calor {s—a), estabilidad a yrea {(— 1 yte sensibily
dad 2 Ta L-fenilalanina (-----) de 1a fosfatasa alcalina en el suero -

de 3L muyeres en el primer trimestre de} emdarazo
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284 -

H

30
No.de puestras Ve

fig, 3
Grifics que muestra 12 actividad total {==—), 13 correlacién entre
estabilided al calor {s-3—s}, estabilidad a urea (——) y 1a sensidflf
dad a Ta L-fenflalenina (---~=) de Ta fosfatasa alcalina en e} suero -

Je 30 mujeres en el sequndo trimestre cel embarazo.

. Actividad

T

U] 20
ifo.08 muestras

Fig. &
Gréfica que maestra 1a acttvidad total (~=—], 12 correlacién entre la
estabilidad al calor (s—@), estabilicad a ures (——} y la sensibili
dad 3 13 L-fenilalaning (---~) de 1s fosfatass alcelina en el suvero de

30 mujeres en el tercer trimestre del embarazo.
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Actividad total (Histograma 6)
“Tealeulada

Mujeres no embarazadas :
hay diferencia
Primer trimestre del embarazo

Segundo trimestre del embarazo ;

i Hay diferencia

‘S hay ‘diferencia
Tercer trimestre del embarazo

Inactivacidn con calor (Histogramé 7)i

Mujeres no embarazadas SR

0.09° . No'hay diferencia
Primer trimestre de embarazo ST :
hay diferencia
Segundo trimestre de embarazo

pey

5.70 . ST hay diferencia
Tercer trimestre de embarazo :

W

Inhibicidn con urea (Histograma 8)

Mujeres no embarazadas

No hay diferencia

'S

Primer trimestre de embarazo
hay diferencia

-y

Segundo trimestre de embarazo

w
B

i hay diferencia
Tercer trimestre de embarazo -

Mujeres no embarazadas

Primer trimestre de embarazo .
i hay diferencia
Segundo trimestre de embarazo
hay diferencia
Tercer trimestre de embarazo

e hay diferencia
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Fig. 6

“Histograma que muestra comparativamente los valores normales de la ac-
tividad de la fosfatasa alcalina total en los diferentes trimestres -

del embarazo.

1) Promedio de los
2) Promedio de los
3) Promedio de los
4) Promedio de los

valores
valores
valores
valores

normales
normales
normales
normales

en mujeres no embarazadas.

en el ler.trimestre del embarazo.

en el sequndo trimestre del embarazo.
en el tercer trimestre del embarazo.
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Fig. 7 T

Histograma que muestra los valores normales obtenidos para la fosfatasa
alcalina en el suero calentado a 56°C durante 15 minutos en los dife--
rentes trimestres del embarazo.

1) Mujeres no embarazadas.

2) Primer trimestre de embarazo.
3) Segundo trimestre de embarazo.
4) Tercer trimestre de embarazo.
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Fig. 8

Histograma que muestra comparativamente el promedio de los valores nor
males obtenidos para la fosfatasa alcalina tratada con urea 3M, en los
diferentes trimestres del embarazo.

1) Mujeres no embarazadas.

2) Primer trimestre de embarazo.
3) Segundo trimestre de embarazo.
4) Tercer trimestre de embarazo.
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50
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... hetividad

204

10

Fig. 9~ L e T

Histograma que muestra comparativamente el promedio de los vélofés'nbg e
males obtenidos para la fosfatasa alcalina tratado con L-fenilalanina
0.005 M, en los diferentes trimestres del embarazo.

1} Mujeres no embarazadas.

2) Primer trimestre de embarazo.
3) Segundo trimestre de embarazo.
4) Tercer trimestre de embarazo.
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_VII.} DISCUSION DE RESULTADOS

La fosfatasa alcalina placentaria es una enzima especifica del em
‘barazo que unicamente es sintetizada por la placenta. EI crecimientb
placentario va acompafiado de una creciente produccién de esta enzima,
“la cual pasa a la éangre materna. Esto ha permitido sugerir que la -
elevacidn progresiva de su actividad en sangre puede interpretarse co-

-mo un {ndice de un crecimiento placentario normal.

En el presente trabajo se tratd de obtener valores normales para
mujeres no embarazadas, asi como para los diferentes trimestres del em

barazo.

Se determing la actividad total para la fosfatasa alcalina, y 1la
isoenzima placentaria, aprovechando las propiedades fisicas y quimicas
que esta Gltima presenta, como son resistencia a la inactivacién con -
calor, resistencia a 1a inhibicidn con urea, sensibilidad a Ta inhibi-

cién con L-fenilalanina.

ilos valores'obtenidos para la actividad total de 1a fosfatasa al-

. caliﬁj, bara mujeres no embarazadas es de 19-39 Unidades Internaciona-
,Iéifpprvatro'(UI/L) y para el primer trimestre de embarazo son de 25-
"42 0§)L; realizéndole un esﬁudio estadistico con el estadigrafo "t" de
,féﬁudéﬁt:cdn un intervalo de confianza de 95%, se observa que no hay di

lferéhcia significativa entre ambos. Lo mismo ocurre para los valores
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“obtenidos, ‘con inactivacidn al calor, inhibicién con ureae inhibicién

: cbn L-fenilaianina. .
En el suero de mujeres no embarazadas se observa que-hay'un por--
ciento de isoenzima resistente a la inactivacién con calor que viene a
“...ser-una-mezcla de isoenzima hepitica, Gsea e intestinal, puesto que és
tas.nose inhiben en un 100% con el calor, este valor permanece exacta
mente igual en el primer trimestre de embarazo,

'7E1 rango obtenido para el segundo trimestre del embarazo para la
'Vactfvidéd total de-1a enzima es'muy amplio, esto se debe, segin estu--
'dios'histoqufmicos, (44) a que la fosfatasa alcalina se empieza e in--

créEentarbnotoriamente a mediados del segundo trimestre. Si se obser-
va el histograma no. g se apreciard que algunos valores para el primer
y segundo trimestre del embarazo se superponen, pero si se realiza un
estudio.estadistico con el estadigrafo "t" de student, si hay diferen-

cia significativa entre los dos trimestres.

En.el tercer trimestre del embarazo se incrementa marcadamente la
-actividad-de la-fosfatasa alcalina total asi como de la isoenzima pla-
;enfaria.. Latner (25) propone que el comienzo de la degeneracidn pla-
centaria.durante las (1timas semanas del embarazo aumenta el nivel de

las fosfatasas en el suero de mujeres embarazadas.



La b1b11ograffa reporta (60) que la urea y e] calor tienen el mis

mo grado de 1nh1b1c1on, sin embargo en los valores presentados en las
tab]as 1 y-2para 1a fosfatasa alcalina placentaria, -tanto para muje--
res no embarazadas asi como para el primer trimestre de embarazo no -
hay correlacién entre los métodos utilizados, la causa de esta discre-
pancia es. desconocida, sin embargo, se sugiere que varios factores es-~
tén involucrados, ‘incluyendo contenido protéico, pH, la presencia de -
activadores e inhibidores y una imprevisible sensibilidad a la inhibi-
cidn por el calor de algunas isoenzimas del suero.

La marcada eétabi]idad al calor de la fosfatasa alcalina p]acenté
. vla no esta clara aun, es pos1b]e que se deba a su composic1on de ami-

noacxdos, azucares 0a.su estructura en el espacio.
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VII.2  CONCLUSIONES

La actividad de 1a fosfatasa alcalina total aumenta progresivamen
te durante el embarazo, este incremento es producido por la presencia
de la isoenzima placentaria. E1 incremento de 1a fosfatasa alcalina -

se inicia a mediados del segundo trimestre.

. La determinacidn de la isoenzima placentaria con valores signifi-

cativos se restringe Unicamente para el segundo y tercer trimestre.

E1 aumento de la actividad enzimitica de 1a fosfatasa alcalina -
placentaria durante el embarazo es de magnitud suficiente para conside

rarla como prueba para evaluar el funcionamiento placentario.

El mejor método para determinar la isoenzima placentaria es con
inhibicidn al calor. Para la determinacidn de ia fosfatasa alcalina -
placentaria, hay correlacién en los tres métodos de inhibicidn utiliza

dos en el segundo y tercer trimestre del embarazo.

Los valores obtenidos en el presente trabajo y:-que 'se sugieren cg
mo Valores de Referencia para la fosfatasa a]éaIfna:totéT;y p1déentaé-

ria, son:
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Actividad - Inactivacién:
total .- conicalor:y

Mujeres no - e cn i
embarazadas” . 19-39

ler.trimes
tre de em-
barazo

20’ trimeg
stre-devem i
“barazo.

“Jer.trimes
‘tre de em-:

VII.3  PROPUESTAS

1. Realizar la determinacién de la fosfatasa alcalina por semana o -

mes de embarazo para obtener rangos menos amplios.

2. Realizar 16 determinacién de fosfatasa alcalina total y placenta-

ria para casos patoldgicos agregados al embarazo.
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