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El descubrimiento de las isoenzimas ha sido de gran im-
portancia por su gran especificidad tisular y resulta de
gran valor en la emisidn de diagndsticos diferenciales,
ya que puede ser definitivo para la salud e incluso, la

vida del paciente,

Hasta hace poco se tenfa conocimiento de las isoenzimas
de origen hepdtico, 8seo, placentario e intestinal de -
fosfatasa alcalina todas ellas plenamente identificadas
y estudiadas quimica y electroforéticamente., Sin em -~
bargo estudios recientes efectuados por Chung-Ja Mo Cha
Y colaboradores (1), revelaron la presencia de una nue-
va isoenzima de fosfatasa alcalina, la cdal demostrd un
corrimiento electroforético mids lento que la isoenzima

intestinal lenta (la fraccidn mids lenta conocida hasta—
entonces) y fué llamada fraccidén " Pa " o pancreitica, -
atribuyéndole un origen pancredtico en virtud de que a-
parecia en sueros de pacientes con cdncer pancreitico -
exclusivamente (exceptuando un caso de hemocromatosis -

sin desarrollo maligno).

Por otra parte en el laboratorio de bioquimica del Hos—
pital General de Centro Médico " La Raza " Yy con moti~
vo del estudio de padecimientos de vias biliares, se hi
cieron hallazgos interesantes con respecto a la banda -
" Pa ", ya que se encontrd en sueros de pacientes con a
fecciones benignas del pincreas (pancreatitis) y en o--
trasaiyo diagnéstico era " obstruccidn de vfas biliares"
(2), 1o cdal ponfa en tela de juicio la exclusividad de

la fraccién " Pa " en padecimientos malignos y seflalaba



al mismo tiempo la necesidad de investigar mis a fondo
si dicha fraccién isoenzimitica podfa presentarse en —-

cualquier afeccién pancredtica benigna o maligna.

En los casos con diagnéstico "obstruccién de vias bilia
res", cabria pensar en una participacién pancreitica en
atencién a 1la contiguidadide la glidndula con estructu -
ras que pudieran estar involucradas con la patologfia en
cuestidn, tales como higado, viashiliares y duodeno por
lo que esti abierta la posibilidad de demostrala estn -

diando los tejidos participantes.

Estas han sido las inquietudes bisicas que han fomenta-—
do nuestro interés para aclarar estos puntos, pues exis
ten corrienﬁes contrarias que pueden no serlo realmente
y todo se explica por la existencia de detalles que has

ta ahora no se han tomado en cuenta.

Nosotros nos proponemos mediante el estudio electrofopﬁ
tico de extractos de los 4rganos cercancs al pancreas,-—
de pincreas enfermos, sanos asi como en sueros de pa —-—
cientes con pancreatitis y otros tipos de afecciones, -
tratar de comprobar que la banda " Pa " es en efecto o-
riginada por el pincreas y dilucidar si es o no exclusi
va de afecciones malignas pancredticas, determinando —-—

asi su valor diagndstico real .
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a) CONCEPTO GENERAL DE ENZIMA.-

Las enzimas contituyen la clase de moléculas proteicas

mis numerosa y especializada, son catalizadores quimi -
cos especificos de las reacciones que, en conjunto, —-—
constituyen el metabolismo intermediario de las celulas,
muestran un grado de especificidad bastante alto para -
los sustratos, variando el grado de especificidad de -

una enzima a otra. (3)

b) CONCEPTO GENERAL DE ISOENZIMA.-

Cierto nimero de enzimas diferentes existen en milti——-—
ples formas moleculares dentro de una misma especie o -
célula, estas pueden ponerse de manifiesto Yy sSepararse
mediante electroforesis de extractos celulares. Las
formas miltiples de una misma enzima, reciben el nombre
de " isoenzimas " y exhiben diferencias en sus propieda

des y caracteristicas en general.

Entre las enzimas de interés clinico- que existen en mﬁl
tiples formas tenemos: amilasa, fosfatasa alcalina, ci

nasa de creatina, deshidrogenasa lictica, y otras.

El nimero de formas electroforéticas variarin de acuer-—
do con la técnica usada para separarlas y con la presen
cia o ausencia de diversos iones (3,4).

c) IMPORTANCIA CLINICA DE ENZIMAS E ISOENZIMAS.-

Cambios en la concentracidn de enzimas en células tisu—



lares, reflejarin estados de salud o enfermedad, es por
ésto que se utiliza la medicién o deteccibén de las con-
centraciones de enzimas en la sangre, ya que guardan pa
ralelismo con los cambios ocurridos en 8rganos o teji -

dos especificos.

Es de interés considerable el hecho de que las diversas
isoenzimas de una enzima dada varian de un tejido a o -
tro y son identificables, obteniendo patrones enzimiti-
cos en los que el tipo de imagén observada sirve para -
poner de manifiesto la fuente tisular de la enzima. Es
evidente que las imagenes de las enzimas para diagnésti

co diferencial pueden ser de valor significativo.

d) LAS FOSFATASAS.-

Muchas enzimas del suero, hidrolizan monoesteres de fos
fato, en especial monoesteres del 4cido orto-fosférico

con formacidn de un alcohol y un ién fosfato:

OH OH
1 1

HO - P - OR +H20——>H0-P-0H+R-0H
1 1
) 0

Las enzimas que catglizan la reaccidén anterior se cono-
cen como fosfatasas; el alcohol esterificado del A4cido
orto-fosférico ( (H03) PO ) puede ser un alcohol alifi

tico simple, un alcohol polihidroxilado o un compuesto



aromitico, ya que las fosfatasas no son una sola enzima
- . . . . r'd
sino un grupo de enzimas afines relativamente inespeci-

ficas en cuanto al sustrato que atacan (4)

Entre las menos especificas por lo que hace al sustrato
encontramos dos tipos que se diferencian porque su acti
vidad es Sptima a pH alcalino (de 8 a 10) Fosfatasa al-
calina o 4cido (de 4 a 5); de ahfi que se conozcan como

fosfatasa alcalina (F.A) (3.1¢3.1) y dcida (3.1¢3.2) ——

respectivamente(5).

Se considera que probablemente las fosfatasas transfie-
ren un grupo fosfato de un sustrato donador a un com --
pPuesto aceptor que contiene un grupo -OH

tra¥g£?§%801a de

- — ~ -0 - 4 -
R10 l’+R2 OH >R20 P Rl OH

Si el aceptor es agua lo que ocurririd seri una hidrdli-
Sise.

hidrblisis

RI—O—P+H—OH—_§R1—‘OH+H—O—P

e) FOSFATASA ALCALINA (3e¢1e3e¢1).-

Pertenece al grupo de enzimas que hidrolizan los monoes
teres del 4cido orto-fosfdérico. Tiene una actividad
8ptima a pH 9.8 pero puede variar de acuerdo a la natu-

raleza del sustrato y-al-medio amortiguador presentes.

P



Cuando se usa fenil-alanina como sustrato, la escala -
normal de actividad en suero de la enzima es de 2.1 a
9.2 unidades internacionales/ litro (UI/1), con glice~-
rofosfato como sustrato, a pH 8.6 va de 0.8 a 2.7 UI/1
usando el mismo sustrato pero a pH 9.3 la actividad —--
normal enel suero es de 1.3 a 4.9 UI/1l, si bien se han
encontrado valores mayores en la infancia y la puber -

tad (6) °

. ++
Los iones Mg++ y Mn son activadores de la enzima, -
. = s - -4 e ==
los iones PO4 s ZIn , CN , AsO4 s Be SO4 y oxala-

to la inhiben., La naturaleza del amortiguador afecta

la velocidad de accidn de la enzima. Entre los amor-
tiguadores mis comunmente utilizados para determinar -
fosfatasa alcalina se encuentran el barbital, glicina,
piperacina, 2-metil, 2-amino propanol (MAP), trishidro
ximetilaminometano (TRIS) y dietanol amina con un pH -

que varia entre 8 y 10 (4).

La fosfatasa alcalina esti presente en todos los teji-
dos del organismo y es en los espacios intercelulares

del hueso, en los hepatocitos, en el rifién, intestino-
y placenta en donde alcalza una concentracién especial

mentealta (5).

La fosfatasa alcalina en suero se desnaturaliza rapida
mente pero es estable a temperaturas mas bajas (las —-
formas de placenta son mis estables). A temperatura

ambiente la enzima mantiene su actividad por 24 horas



y en ocasiones se observa un aumento del 10 %4 en su ac-
tividad enzimética. En refrigeracidn la actividad --
desciende muy lentamente y en congelacifn mantiene su -

plena actividad por largo tiempo (6,7)

f) SIGNIFICADO CLINICO DE LA FOSFATASA ALCALINA.-

Como elemento diagndstico diferencial de las enfermeda-
des hepiticas, se mide la F.A. desde hace mis de 30 a -
fios; también se utiliza su determinacién en el estudio

de enfermedades 8seas, hiperparatiroidismm y reciente -
mente se le ha encontrado aumentada en neoplasias de --
pincreas y vesficula aunque en estos casos se le conside
ra con mucha reserva, ya que todavia no hay un acuerdo

uninime acerca de las causas y mecanismos bioqufmicos -
que motivan la elevacidn del nivel de F.A. sérica en ta
les enfermedades . No obstante los niveles elevados -
de esta enzima en obstruccién de conductos biliares por
cilculos y neoplasiss parecerfan ldgicos, pues en condi
ciones normales se excretan grandes cantidades de enzi-—
ma en la bilis. 'Sin embargo esta consideracidn pierde
parte de su valor cuando se sabe que el nivel de F.A. -
se mantiene dentro de los lfmites normalesen nifios con

atresia completa (falta de desarrolld de los conductos

biliarese. Altos niveles en cirrosis sin aumento para-
lelo de bilirrubina en suero hacen pensar que podria in

tervenir otra fuente de F.A. &



Los aumentos moderados de esta enzima que suelen acompa
fiar a la hepatitis viral, a diferencia de las elevacio-
nes considerables de otras enzimas celulares como amino
transferasa de piruvato (GPT), sugieren que no hay libe
racidn de la enzima desde los hepatocitose. Sin embar-
go se ha demostrado que 1la fraccidn sérica de isoenzi -
mas de F.A. que aumentan durante la ictericia intrahepé
tica es semejante a la que se puede extraer de las célg

las hepiticas (5,6,8).

En resumen en padecimientos hepiticos se presentan valo
res altos de F.A. en ictericia obstructiva e intrahepi-
fica, correspondiendo los valores mids altos a la icteri

cia obstructivae.

En ausencia de ictericia, un nivel aumentado de F.A. es
una buena pauta para el diagndéstico de lesiones hepiti-
cas como tumores de higado, transtornos hepiticos debi-
dos a firmacos o condiciones mis raras como sarcoidio -

sis e histoplasmosis entre otras. (5).

Ultimamento aparecid otra indicacién para 1la valoracidn
de F.A. sérica al descubrir que en el tercer trimestre
del embarazo el nivel de la enzima se ve aumentado en -
un 57.6 % del valor normal; el origen de este aumento -
se ha atribuido a la placentas En caso de separacidn
prematura con muerte y remocién fetal, se produciri un

descenso brusco del nivel de F.A. en suero. Esta de -
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terminacibén s8lo tendrid un valor diagndstico cuando se
ha llevado un control del nivel sérico de la enzima des
de el inicio del embarazo. La fosfatasa alcalina de
origen placentario es ficilmente identificable, ya que-
es termoestable (resiste calentamiento por 30 min a 56°
C) resiste a la inactivacién con EDTA (4cido etilen di-
amino tetraacético) y tiene una mayor actividad si se

utiliza glicerofosfato como sustrato (5).

En enfermedades 8seas encontramos valores elevados de -
F.A. en la enfermedad de Paget (osteitis deformante) —-
hiperparatiroidismo, osteomalacia, raquitismo, algunas

fracturas y cuando existen metistasis de carcinoma os -

teobléstico.

En la enfermedad de Paget los valores mis altos encon -
trados puedan exceder a 140 UI/1 si se utiliza el méto-
do de Bessey, Lowry Brock, los niveles enzimiticos son

proporcionales a la cantidad de hueso que involucra la

enfermedad. Los niveles pueden permanecer estaciona --—
rios por largos periodos o mostrar sdlo aumentos peque
flos; un repentino incremento sugiere el desarrollo de -

un sarcoma osteogénico.

En hiperparatiroidismo los valores aumentan también --
hasta 140 UI/1 (por el método de Bessey, Lowry, Brock -
B.L.B.) por por lo general son mds bajos que en la en -

fermedad de Paget. Los niveles pueden permanecer esta
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cionarios por largos periodos pero suelen regresar a la

. - . r'd
normalidad despies de una paratiroidectomiae

Raquitismo infantil o problemas nutricionales con desés
denes renales o intestinales vienen acompados por un -
aumento del nivel sérico de F.A. el cflal refleja la se-
veridad de las condiciones; raquitismos tempranos dan -
valores de 28 UI/1 (B.L.B.) pero valores de 140 UI/1 (B
L.B) se encuentran en casos serios. Una terapia adecua
da con vitimina " D " es seguida de un declive de los -

valores en suero hacia la normalidad.

En osteomalacia el nivel de F.A. no excede de 21 UI/1 -
(B.L.B.), en sarcoma osteogénico 1los niveles séricos -
de la enzima pueden variar desde la normalidad en tumo-—
res lfticos, hasta muy elevados en tumores osteoblisti-
cos; algunas fracturas pueden acompafiarse de una peque-
fia elevacidén de la fosfatasa alcalina sérica que gene -

I
ralmente es menor a 14 UI/1 (B.L.B.).

Se conoce una hipofosfatasia que afecta a los lactantes
con transtornos genéticos hereditarios; la deficiencia

de F.A. se observa en suero, leucocitos y tejidos, in -
cluyendo los osteoblistos presentindose fracturas inclu
so en el gaso de traumatismos pequefios. Otra caricte-
ristica bioquimica importante de la enfermedad es la ex
crecidn urinaria de la fosfoetanol amina, quizi porque

este compuesto sea el sustrato habitual de la enzima y
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su falta de utilizacidn podrfa explicar su excrecidn u-—

rinariae

g) ISOENZIMAS DE LA FOSFATASA ALCALINA,.-

Las isoenzimas de fosfatasa alcalina que se han diferen

ciado hasta la fecha son:

1) Higado répido (Ll)
2) Hueso (B)
3) Placenta (P1)
4) Higado lento (LZ)
5) Intestino (Il)

6) Intestino lento (IZ)

Actualmente se ha encontrado una nueva banda electrofo-—
rética a la que se ha denominado " Pa " en virtud que -
se le atribuye origen pancredtico aunque todavfa esti -

en estudio (1,7).

Las isoenzimas de fosfatasa alcalina pueden diferenciar

. P d
Se por varios métoedos como son:

lo. Ensayo de especificidad de sustratoe.
20. Uso de activadores e inhibidores

30. Inactivacidn por calor.

40. Procedimientos inmunoldgicose.

50. Cromatografiae

6o. Electroforesis.
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lo. Ensayo de especificidad de Sustratoe.-

Aunque las isoenzimas de F.A. son relativamente inespe-
cificas en cuanto a susrequerimientos de sustrato, algu
nos sustratos se pueden emplear para diferenciarlas en-
tre si como por ejemplo: Beta-glicerofosfato, fenil—-—-
fosfato, para-nitrofenil fosfato, fosfato de fenoftalei

na, etce.

Moss y colaboradores caracterizaron las isoenzimas de -
los diferentes tejidos determinando su constante de Mi-
chaelis (Km) con beta-naftil fosfato como sustrato; los

valores encontrados son:

Higado 6.7 x 10—5
Intestino 9.0 x 10—5
Hueso lel x 10--4
Rifidn 1.0 x 10”%

Como se puede notar, la diferencia entre los valores de
Km es muy pequefia y su determinacidén por lo tanto no re

sulta prictica.

20. Uso de activadores e inhibidores.-

El uso de activadores e inhibidores enzimiticos para ca
racterizar enzimas ha tenido aplicacidn para la' diferen
ciacién de las isoenzimas 8sea e intestinal de Fe.A..

Las fosfatasas 8sea y hepitica son inhibidas en un 70 %

< . -2 .
por solucién de Ni 10 M; la isoenzima de placenta es
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mis resistente a la inactivacidn con EDTA que las de -
otros tejidos: la intestinal es inhibida por 1-fenilala
nina de tal manera que utilizando una mezcla de EDTA y
fenilalanina como sustrato podremos diferenciar entre -~
la banda intestinal inhibida y placentaria resistente,
Sin embargo, la utilizacidn de activadores e inhibido -
res para la caracterizacidn de las isoenzimas de F.A.
es complicaéa y requiere gran cuidado y tiempo, por 1lo

que se utiliza poco en la pricticae.

30. Inactivacidén por calore.-

Las técnicas de inactivacidn por calor fueron las prime
ras que se usaron para el estudio de la fosfatasa alca-
lina de placenta. Esta se ha encontrado estable al ca-
lor 10 min a 56°C o 5 min a 653C La inactivacién por
calor tiene una seria desventaja: se producen marcados
cambios en la desnaturalizaciédn alin con pequefias varih-
ciones de temperatura, por lo que no se pueden determi-
nar las fuentes orgdnicas de la F.A. sérica conociendo
sélo su sensibilidad al calor, ya que el error serfa —-—

muy grande (7).

40. Procedimientos inmunoldgicos.-

La aplicacidén de técnicas inmunoldégicas para el estudio
de tejidos especificos fué largamente estudiada por —--—-—
Schalomowitz y Bodansky, quienes encontraron que las —-

isoenzimas de hueso e intestino precipitan siempre com-



15

pladtamente con enzimas hom8logas pero muestran reaccio-

nes cruzadass

Existen tantas formas antigénicas de F.A. como isoenzi-
mas, de tal manera que hay una forma antigénica para ca
da una de ellas, motivo por el clial, al reaccionar con

los antisueros se presenta una gran cantidad de reaccio
nes cruzadas, por lo que la importancia de la diferen -
ciacidn inmunoquifmica de F.A. no esti bien clara (7,9,-

10,11).

50. Cromatografia.-

La fosfatasa alcalina sérica ha sido fraccionada por --
cromatograffa utilizando columnas de celulosa, encon —-—
trando 2 picos de actividad en suero humano. Ultimamen
te taﬁbién se ha utilizado para este tipo de cromatogra
ffa columnas de Sephadex G 200, pero ia técnica de elu-

cidn es un poco compleja y presenta diversos problemase

60. Electroforesis.-

Las isoenzimas de fosfatasa alcalina son separadas por
electroforesis en acetato de celulosa u otros soportes
tales como gel de acrilamida, agar o almiddn. La acti
vidad relativa es determinada por incubacidn en gel de
agar, que contiene indoxil sustrato, seguida de la de -

terminacidén densitométrica delcolor azul resultante .
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Con el objeto de facilitar 1la interpretacién de los e -
lectroforegramas, cantidades iguales de suero calentado
y no calentado son aplicadas en dos posiciones en la -
misma membranae.

En presencia de fosfatasa de hueso el calor produce un
agudo decremento en la actividad y s6lo un 20 % de wabs
rideidn en la fosfatasa de higado. Una mezcla de foss
fatasa intestinal y placentaria se incluye como una mar
ca que sirve de punto de referencia para determinar la

posicidn de las diferentes isoenzimas de F.A.

Por este método se han encontrado cuando menos 6 bandas
cuya movilidad al inodo en membranas de acetato de celu
losa Beckman de microzona Noe. 324330, es en orden decre

ciente como sigue:

a) Higado répido (Ll)
b) Hueso (B )
c) Placenta (P1)
d) Higado lento {L,)

e) Intestino rapido (Il)

f) Intestino lento (Iz)

una séptima banda de mayor movilidad que las isoenzimas
intestinales es encontrada ocas&ionalmente, Se trata -

de la isoenzima pancreitica o banda " Pa ",

La separacidn de isoenzimas de fosfatasa alcalina se u-
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tiliza clinicamente para determinar su origen, conocien
dolo es ficil determinar fa causa de la enfermedad o de
la lesidn que existe y por consiguiente resulta mis fi-
cil el tratamiento ya que se ataca desde un principio -

el problema especifico. (4,5,7,8)«

h) LA FRACCION " Pa " DE LA FOSFATASA ALCALINA.-

De acuerdo con los estudios efectuados por Chung-Ja Mo
Cha y colaboradores (1), se han separado por electrofo-
resis en membranas de acetato de celulosa siete bandas
diferentes ya mencionadas anteriormente, la banda de mo
vimiento mis lento llamada " Pa ", se observdé en sueros
de 16 pacientes, 15 de los clales estaban afectados de
cincer pancredtico y sélo uno con un padecimiento benig
no (hemocromatosis). Se estudiaron ademis 50 pacien -
tes con otros tipos de afecciones malignas y benignas -

sin encontrar la mencionada banda " Pa ",

Chung-Ja Mo Cha utilizd sueros que en la rutina del la
boratorio tuvieron actividad anormalmente alta de F.A.,
aunque algunos pacientes mostraron actividad dentro de

las escalas normalese

La separacidn de las isoenzimas por electroforesis de -
microzona y el estudio de sus propiedades ayudé en la -
determinacidn de sus respectivos origenes tisularess

En la figura Noe. 1 se muestran electroforegramas que ex
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Figura No. 1l.- Perfiles y origenes tisulares
de las isoenzimas de F.A. en sueros con la ac

tividad de la enzima incrementada .
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hiben varias bandas correspondientes a las isoenzimas =

de la Fe.A. sérica humana.

La figura No. 2 muestra los trazos densitométricos obte
nidos de los mismos sueros tefiidos con una mezcla de —-
reaccién que contiene L-fenilalanina o L-Homoargininae
Los sueros pertenecen a personas cuyas iniciales, edad
|

en afios, Se€Xo, diagndstico y actividad de fosfatasa al-

calina sérica total en unidades King-Armstrong (KA) son
|

1) CeC., 40 fem., normal, 4 U..KA

2) M.N., 70, fem., osteoporosis, fracturas de compre -—-
sidn parcial de T - 3, T -4y T -9 (cuerpos verte -
brales/cfincer uterino metastisico a la pelvis/ efu -
sién pleural, 16 UKA.

3) D.W., 64, fem., embarazo normal a término completo -
(parto normal el mismo dfa) 14 UKA.

4) M.B., 64, fem., osteoporosis/ virices esofigicas/ —-
congestién mucosa del iledn terminal/ cirrosis post-
hepitica, 40 UKA.

5) A.G., 50, mas.,, carcinoma de cabeza de pincreas, 14
UKA.

6) A.H., 72, mas.,, carcinoma de cabeza de pincreas, 18 -
meses pancreatectomia total postoperativa/ adenocar-
cinoma metastisico de higado, pulmones y retroperitg
neo, 55 UKA,.

/}3 A.Ge 65, fems, adenocarcinoma de la cabeza del pén -

N

creas con metastisis a duodeno y estémago, 100 UKA.



Figura No.

2.~ Lineas sélidas.- Trazos densitométricos de los electroforegramas de

la figura No. 1
Lineas punteadas y lineas quebradas.- trazos densitométricos de los

electroforegramas de los mismos sueros tefidos sobre la mezcla de -

gel-sustrato con L-f y L-h, respectivamente

(0}
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Figura No. 3.- Lineas sélidas.- trazos densitométricos de electroforegramas de

sueros no calentados

Lineas quebradas y lineas punteadas.- trazos densitométricos de *
electroforegramas de los mismos sueros, calentados 10 min a 56°C

y por 5 min a 65°C respectivamente.

4
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La figura Nos 3, muestra los efectos del calentamiento
sobre los mismos sueros,
las iniciales de los pacientes, edad, sexo, diagndstico

y unidades de F.A. sérica total son:

1) B.N., 29, mas., normal, 4 UKA.

2) M.N., 70, fem., osteoporosis, fracturas de compresién
parcial de T - 3, T - 4, T - 9 (cuerpos vertebrales)
cincer uterino metastisico a la pelvis/ efusidn pleu
ral, 16 UKA.

3) D.W., 23, fem., embarzo normal a término completo —--
parto normal el mismo dia, 14 UKA

4) M.B., 64, fem., osteoporosis, virices esofdgicas/ -
congestidén mucosa del ileén terminal/ cirosis post -
hepitica, 40 UKA.

5) B.B., 65, fem., adenocarcinoma de la cabeza del pin-
creas/ metistasis a higado, pulmones, nddulos linfi-
ticos; 100 UKA.

6) M.A., 44, fem., adenocarcinoma de la cabeza del pén—

creas, 115 UKA (1).

De acuerdo con lo que hemos visto se sabe que la panda
" Pa " es mids termolabil que la isoenzima hepitica y su
comportamiento ante inhibidores del tipo de la l-fenil-
alanina y L-homoarginina es semejante al de la banda L
Los sueros en que se ha encontrado la fraccidn " Pa ws
exhiben una banda difusa en la regién en que emigran —-—

las isoenzimas de origen intestinal, siendo su estabili
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Tabla No. 1.- Efectos del calor y los ‘nhibidores estereoespecificos sobre
las isoenzimas de fosfatasa alcalina sérica humana .
% de actividad remanente + SD
Calor inhibidores
56°C, 10 min. L-fenilalanina L-homoarginina
Sueros que no presentaron la banda " Pa
L 36.3 + 19,3 (9) 86.1 + 10.8 (13) 41.6 + 11.2 (12)
B 6.9 + 9.9 (10) 81.7 # 19.7 (11) 3444 + 15.1 (11)
Valor P Vs L1 0.001 0440 n.s. 0430 nese.
L, 9.8 £+ 9.8 (5) 70.5 + 25.0 (5) 37.4 + 32.0 (6)
Valor P Vs L1 0,02 0.50 n.se. 0.30 nese.
I +1, 38.5 + 16.8 (9) 20,1 + 16.9 (13) 84.2 + 16.6 (12)
Sueros que presentaron la banda " Pa "
L 47.4 + 1.9 (13) 82.6 + 5.3 (8) 49.7 + 3.8 (7)
L, 28.8 + 2.7 (13) 74.6 + 19.3 (8) 41.0 + 2.3 (7)
Valor P Vs L1 0,001 0.20 ne.s. 0,10 ne.s.
Valor P Vs Pa 0.005 0,10 n.s. 0.70 nes.
Regidn I 24.3 + 4.0 (13) 61.3 + 15.9 (8) 56.3 + 10.3 (7)
Valor P Vs Ll 0.001 0.01 0.50 n.se.
Valor P Vs Pa 0.005 0.10 n.s. 0.50 nes.
Banda " Pa " 39.0 + 1.9 (13) 82,6 + 27.4 (8) 47.5 + 12.2 (7)
Valor P Vs L1 0,001 0.995 nos. 0.80 n.s.
Comparacidén de isoenzimas hepitica e intestinal.
Con L1 Vs sin Pa 0.05 NeSe 0.40 NeSe 0.05 NeSe
I1 + I2 con Pa Vs
regién I sin Pa 0.001 0,001 0.001

KKk

NeSe

no significativa
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dad al calor y su inhibicidn estereoespecifica diferen-
tes a las de estas isoenzimas cuando pertenecen a sue -
ros que no muestran la banda " Pa ". Es decir cuando
estuvo presente la banda "'Pa " la isoenzima intestinal

no s6lo se separa claramente en I_ e IZ’ sino que tam -

1
bién las propiedades de las isoenzimas en esta banda de
la regidén I parecen diferir de las propiedades de las -

isoenzimas intestinales en suero que no presenta la ban

da " Pa " .

La tabla No. 1 reune los efectos del calor, L-fenilala-
nina y L-homoarginina sobre la banda " Pa " y sobre al-—
gunas de las bandas isoenzimiticas que aparecen mis fre

1? 9? Pl, I1 e 12; los efectos del -

calor sobre las bandas I1 e 12 y los de inhibidores son

idénticos, de ahi que fuese tratada como una entidad —-

cuentemente; L B, L

Unicae

La banda. " Pa " localizada a 20 - 30 mm, difiere clara-
mente del punto de aplicacidén y de las bandas intestina
les, es mis termoestable que la banda L2 y menos esta -
ble éue la banda Ll. Los efectos de inhidores sobre -
la banda " Pa " no sonsignificativamente diferentes de

los obtenidos sobre las isoenzimas L1 y L2 hepiticas.

En la tabla No. 2 observamos la frecuencia de aparicién
en sueros de pacientes con cincer de pancreas de la ban

da " Pa ", en ella se resumen datos sobre la F.A. séri—



a
Grupo No. pa-

IT
IIT
Iv

be-
Co—

de—

cientes

18
10
18
16

4

GRUPO I: malignidad envolviendo pincreas.
biliar pero no pancreas.
hepatobiliar y pancreas.

Banda
Hpa n

Tabla No. 2.- Mediana y rango,

actividad de le enzima.

Fosfatasa alcalina sérica

total

b
Unidades K-A

43(8 - 190)
29(7 - 155)
11(7 - 25)
23(10 - 55)
21(14 - 27)

68(50
56(33
59( 0
64( 5
61(31

GRUPO V: otras condicicnes no malignes.
Actividad de fosfatasa alcalina sérica en unidades King Armstrong.

B y/o Pl (bandas) en este grupo resuelto Gnicamente para L

Pacientes con hemocromatosis,

Fraccién de actividad enzimitica (%

- 78)
- 81)

- 86)

- 84)

- 78)

B+ P

18( 0
30(14
17( 0
8( 0

1

(]

- 53)
-100)
- 82)
- 54)

11(0
5(0
o(o
5(0

18(0

L

2

35)
30)
11)
26)
30)

4

6(0
6(2
1(0
6(0
9(3

total)

+ 12 Pa

- 20) 7(0 - 14)
-33) o0

-19) ©

- 30) 0(0 - 13)
- 15) o0

GRUPO II: malignidad envolviendo el sistema hepato

lyth

GRUPO III.- malignidad de otros drganos con inclusidn del sistema -
GRUPO }V: Desordenes benignos del sistema hepatobiliar y el pincreas

(24
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Tabla No. 3.- Fraccién de actividad enzimitica ( % total )
No. Pacien Edad Sexo K-A L1 B+ PL L, Regién I  Pa Diagnéstico.

te

D.F. 65 M 12 62 'b 11 20 6 Adenocarcinoma de la cabeza del
pdncreas, metistasis a higado y
nédulos linfitivos, pancreati -
tis crénica, ictericia obstruc-
tiva, desplies de muchas opera -
ciones/G.L.

2 E.P. 59 M 36 78 1 9 4 9 Adenocarcinoma de la cibeza del
pincreas, metistasis a cavidad
peritoneal.

3 V.T. 67 M 40 64 ! 14 8 14 Cincer de la cabeza del péncreas
con obstruccién completa del duc
to biliar com@in, diabetes M.

4 L.S. 40 M 40 68 ! 18 6 8 Adenocarcinoma de la cabeza del
pincreas.

5 B.B. 65 F 100 66 ! 12 10 12 Adenocarcinoma de la cabeza del
pincreas, metistasis a higado,-
pulmones, linf4ticos, etc.

6 H.A. 71 F 110 66 ! 10 3 9 Adenocarcinoma de la cabeza del
pincreas, metdstasis a higado.

% M.A. 44 F 115 75 1 9 4 12 Adenocarcinoma de la cabeza del
pincreas.,

8 B [ 8 52 M 40 77 ! 9 10 4 Cincer metastdsico, envolviendo
glidndula adrenal, colén, higado
y pincreas.

9 H.S. 46 M 55 53 ! 35 9 Cincer metastdsico de pincreas.

10 A.G. 65 65 75 ! 18 3 4 Adenocarcinoma de pincreas con-
metidstasis a ovario, estomago.

11 C.W. 62 M 62 64 ! 16 6 14 Cincer de pincreas con metista-
sis a higado.

12 H.M. 31 F 150 67 ! 15 7 11 Cincer de ovario, metistasis a
pincreas y nédulos linfiticos.

13 A.E. 53 F 190 50 30 9 6 5 Cincer de seno, metistasis a —-
pincreas, huesos y pulmones.

14 A.E. 75 20 69 ! 17 6 Cistadenocarcinoma del pénczeas

15 I.P. 65 M 12 66 9 11 9 Cincer de pdncreas, metastasis -
a higado, y linfiticos.

16 H.A. 73 M 8 68 32 0 0 0 Adenocarcinoma del pincreas con
carcinomatosis peritoneal .

17 A.E. 67 14 70 25 0 0 Tumor en el cuerpo del pdncreas.

18 A.H. 72 55 74 17 0 0 Adénocarcinoma metastisico del -

b.- Bandas B y/o Pl resueltas tinicamente para L1 y L2(bandas)

higado pulmones, desplies de pan-
createctomia total por cincer.
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ca total e isoenzimas de 66 pacientes, de los que 16 ex

hiben la banda " Pa " y excepto uno de ellos todos tie-

nen cincer de pincreas.

La actividad total de FeA. y la actividad enzimitica re
lativa, de pacientes con malignidad que involucra al --
pincreas se muestra en la tabla No. 3.

Siete pacientes de los estudiados por Chung-Ja Mo Cha y
colaboradores {1 - 7) tuvieron clncer de la cabeza del

pincreas. Los ocho pacientes restantes con banda " Pa"
en suero (8 - 15) tuvieron cincer en localidades inespe
cificas del pincreas. No obstante los ocho pacientes
tuvieron metastisis avanzadas de manera que la cabeza -
del pincreas pudo estar involucradae. La banda " Pa "
sérica no fué detectada en suero de tres pacientes (16—
18) o de otros 50 pacientes (grupos II, III, IV, V, de

la tabla No. 2) con enfermedades malignas o benignas -

del sistema hepatobiliar o de otros drganos (1).

i) HALLAZGOS DEL SERVICIO DE LABORATORIO DE ANALISIS -
CLINICOS DEL HOSPITAL GENERAL DEL CENTRO MEDICO --
" LA RAZA ", DEL I.M.S.S.

Con motivo del estudio de algunos problemas obstructi -
vos de vias biliares, efectuados en el mencionado servi
cio, se encontrd en el suero de algunos pacientes con -

diagndstico clinico (ocasionalmente comprobado por estu
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dio anatomopatol8gico) de afecciones malignas de hfgado
vias biliares y pincreas y en ocasiones de pancreatitis
aguda edematosa, una fraccién similar por su desplaza -
miento electroforético, pero mids nitida y angosta que -

la descrita por los autores mencionados.

Se tomaron para el estudio los electroforegramas de to-
dos los casos en donde aparecié la banda nitida que mi
gra ente el punto de aplicacidén y la banda lenta de in-
testino, ademis de un extracto de pincreas humano en a-
mortiguador de tris-glicina, pH 9.3, el que fué someti-

do a electroforesis como cualquier muestra de suero.

El estudio de los electroforegramas demostrd§ claramente
que la banda encontrada es distinta de la banda de in -
testino lento ( Iz) y de la mancha que en ocasiones que

da en el punto de aplicacidn y lo sefiala.

La electroforesis del extracto pancredtico demostrd 1la
presencia de una banda semejante a la observada coloca-
da entre el punto de aplicacidén y la banda lenta de 1la

isoenzima de intestino .

La fraccidn isornzimitica encontrada en el suero de pa-
cientes con diagndstico de neoplasias malignas de hfga-
do, vias biliares y pincreas, asi comc de pancreatitis

aguda edematosa se identifica con aquella fraccidn des-—
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crita por Chung-Ja Mo Cha y colaboradores en relacidn -
extricta con neoplasias malignas de pincreas, sélo que

aparece en pacientes con diagnéstico clinico de afeccip
nes de territorios extrapancreiticos (hfgado y vias bi
liares), asf como alteraciones benignas del pincreas, -
surgiendo la posibilidad de que la totalidad de los pa-
cientes sufrieran participacidn pancrefitica bien porque
la afeccidn benigna o el tumor primario se localizara -
en esa glindula, o porque existieran en ella lesiones -

metastisicas (2).



PARTE EXPERIMENTAL
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MATERIAL BIOLOGICO

El material biolbgico usado, en el estudio que nos ocu-
pa estuvo contituido por 21 sueros de pacientes, propor
cionados por el servicio de gastroenterologia, del cen-—
tro médico " La Raza ", sus diagndsticos estuvieron re-
lacionados con enfermedades hepiticas y pancrefticas o

bien tuvieron una actividad de fosfatasa alcalina séri-
ca superior a 10 UI/1 y de los cuales 11 fueron mujeres
y 10 hombres, con edades que fluctuaban entre los 20 y

80 afios. Desplies de determinar las unidades de F.A. -
sérica los sueros fueron sometidos a electroforesis de

microzona y posteriormente las membranas graficadas den

- P d -
sitométricamente.

Del servicio de patologfa del Centro Médico " La Raza "
obtuvimos 25 muestras de pincreas, de ellos 16 fueron -
de mujeres y 9 de hombres; 7 muestras de hfgado, 4 de -
mujeres y 3 de hombres; 5 muestras de duodeno, 2 de mu-
jeres y 3 de hombre; 6 muestras de colédoco, 4 de mujer
y 2 de hombre, todos ellos de personas cuyas edades se

encontraban entre 2 y 95 afios.

Los diagndsticos de defuncibn fueron variados y las —-—

muestras de drganos procedian de autopsias efectuadas
entre 1 y 28 horas post mortem. Las muestras fueron -
conservadas en congelacidn para ser procesadas dentro -
de las 12 horas siguientes a su obtencién, siguiendo pa

. ’ .
ra todas la misma metodologia consistente en:
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lo. Pesar el tejido.

20. Hacer un extracto del 4rgano con solucidn salina.

30. Medir las unidades de F.A. presentes por el método
de Bessey Lowry Brock.

4o. Electroforesis de microzona.

50s Graficar densitometricamente las membranas obteni -

das de la- electroforesise

Todo lo anterior se efectud para corroborar la apari -
cién o no de la fraccidn " Pa ", de la Fosfatasa Alcali

na en cada caso,.
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METODOLOGIA

I.~ EXTRACCION DE LA FOSFATASA ALCALINA.-
a) Fundamento.-
Mediante la destruccibén de las células del teji-
do, la F.A. intracelular es liberada y extraida
en solucibén salina, procediendo despfies a la pu-
rificacién de la misma por centrifugacidén y fil-

tracidne.

b) Material.-—
1 homogenizador de tejidos Potter Elvenjheim, —-
marca Pyrex, modelo 7727,
1 Equipo de filtracidn millipore.
1 Estuche de diseccidne

Charolae.

[

Balanza analitica.
1 Centrifugae.
Material de vidrio (vasos de precipitado, Pipe

tas y matraces de varios tamafios).

c) Reactivose.-
Solucidén de NaCl 0.1 M.
Amortiguador de Barbital, pH 8.6, fuerza idnica
0.8.

Hieloe.

d) Técnica.-

lo. Se pesa la cantidad de tejidoe.
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20, se corta con tijera en trozosamuy pequefios.

30. se coloca el tejido dentro del homogenizador
previamente enfriado y se macerae.

40. Se afiade aproximadamente 1 ml de solucidn sa
lina por gramo de tejido para molerhien el -
mismo.

50. Se coloca el extracto del tejido en vasos de
precipitados de 15 ml, preenfriadose.

6o. Se agita con magnéto durante 15 minutose.

70. Se pasa a un tubo de ensayo de 13 x 100 y se
centrifuga 20 minutos a 3,000 repeme.e.

80. Se separa el sobrenadante y se filtra por mi

lliporee.

IT.- DETERMINACION DE UNIDADES DE FOSFATASA ALCALINA,.-

a) Fundamento.-—
El fosfato de paranitrofenilo (PNPP) es incolo-
roe. La enzima escinde del compuesto el grupo
fosfato y de este modo se forma para-nitrofenol
libre (PNP) que en forma 4cida en solucidén di -
luida es también incoloroe. En condiciones al-
calinas, se convierte en el idén para-nitrofeni-
lato, el cifial asume una estructura quinoide con
color amarillo muy intenso. Al pH de la =—-
reaccidn enzimitica la mayor parte del para-ni-
trofenol amarillo, esti libre estia libre en la

forma quinoidee. Asi, se puede seguir el cur-
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d)
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so de la reaccidn por observacién del aumento -
en el color amarillo. Se deja que la reaccidn
prosiga durante 30 min. exactamente y entonces
se interrumpe por adicién de hidrdxido de sédio
el cdal inactiva la enzima y al mismo tiempo di
luye el color del nitrofenilato, que se mide —-
por absorbancia a 410 nm, La cantidad de ni -
trofenol formado en la reaccién de 30 minutos -
se calcula a partir de la curva estindar

La unidad activa de la enzima se define como el
ntinero de milimoles de p-nitrofenol formados en

60 minutos por litro de suero.

Materiale.-

Tubos de ensayo de 13 x 100

Pipetas graduadas de 0,025, 1.0 y 10 ml,

Bafio de agua a tempkratura constamte de 37°C,
Espectrofotdmetro Leitz,‘modelo M (115 Volts; -
50 Watts, 50 Hertz), con jucgo de celdillas.
Reloj de intervalos.

Termometro de O a 100°C,

Material Bioldgico.-
Suero sanguineo frescoe.

Extractos de tejido.

Reactivose.—
Sustrato, para-nitrofenil fosfato dis8dico q.pe

en tabletas de 5 mge.
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Amortiguador alcalino deglicina qeps 0.10 M con
i
un contenido de Mg+ 0.001 M, pH 10,3 a 10,4 —--

(glicina qepe. cloruro de magnesio hexahidratado
Qepe)

Sustrato amortiguador alcalino pH 10.3 (se pre-
para en el momento de usarse, Disolver una ta-
bleta de sustrato en 1.2 ml de agua destilada y
afiadir la misma cantidad de amortiguador alcali

no).

Solucidn patrén concentrada 10 mM/l (p-nitrofe-

nol).

Solucibén patrén diluida 0,05 mM/1 (aforar 5 ml
del patrdén concentrado a 1000 ml con agua des-

tilada).
Hidréxido de sodio 042 N (hidréxido de sodio -
Qopo)'

Hidréxido de sodio 0,02 N (tomar 100 ml de la
solucidén de hidréxido de sodio 0.2 N y aforar a

1000 ml).,

Procedimiento.-—

Se marca un tubo con la letra " B ", para el —-
blanco, un tubo con la letra " E " patrén y un
tubo con la letra " P " problema y se procede -

de acuerdo al siguiente cuadro:
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Blanco Patrén Prob.
Sustrato alcalino 0.25 ml 0,25 ml 0.25 ml

incubar 5 min a 37°C

Sol. Patrsn de FQA. ! 00015 =
suero problema - - 0.025
agua destilada 0.025 - -

incubar 30 min a 37°C

Hidr8xido de sodio
0.2 M 2e5 25 25

Mezclar por inversidn
Leer contra blanco a 415
IlMe

valores de referencia de 0.8 a 2.4

ELECTROFORESIS DE MICROZONA.-

a) Fundamento.-

La electroforesis se usa comunmente para ‘la sepa
racién de proteinas del suero, se aplica la mues
tra se satura con el amortiguador y se aplica el
voltajeo La sqluci6n amortiguadora transporta-
unos cuéntos miliamperios de corriente, que cau-
sa la separacién de las moléculas conforme a su
densidad de carga netae. Cuando se interrumpe -
la corriente a la celda electroforética se extrae
de 1la celda el medio de soporte y se introduce a

una solucidn colorante que tifie las diversas ~—-—
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Figura No. 4.- Reaccién que se efectiia durante la determinacidn

de unidades de fosfatasa alcalinae
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fracciones. El analisis cuantitativo de las

fracciones se hace por medio de un densitdmetro
que mide o la intendidad de la luz reflejada —--
por la fraccidn tefiida o la cantidad de luz —-—
trasmitidae. Las 4reas bajo los picos obteni
dos en el densit8metro para cada una de las ban
das halladas en el soporte matriz, son proporci
onales a las concentraciones de las fracciones

correspondientes,

Material.-

Equipo de electroforesis de microzona marca -
Beckman, modelo R - 100 (cZmara de electrofore-
sis, puente, fuente de poder, aplicador de 0,25

microlitros)

Membranas de acetato de celulosa, para electro-
foresis de microzona, Beckman No. 324330, para
el sistema de electroforesis Beckman modelo R-

100,
Placas de pléstico para agar.
Agitador.,

Tubos capilares.

Rinzas de electoforesis.,
Charolas para electroforesis .

Pipetas.
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Fugura No. 5

Muestra dos vistas del equipo de

electroforesis utilizado.



c)

d)

e)
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Densitémetro de microzona Beckman, modelo R-110
Integrador digital de microzona, Beckman, mode-

lo R - 111,

Fuente de poder, Beckman Duostat.

Material Bioldgico,-

Extractos de tejidos, sueros.

Reactivos,-

Reactivos para la determinacidn de isoenzimas <

de fosfatasa alcalina, DADE necede No. 0354 49

00 01, conteniendo:

Sustrato para fosfatasa alcalina, 10 vis. equi-
valente a 5 ml de EA 2,0 x 10_.3 M (P-toluidina,
5 bromo, 4-cloro-3-indoxil fosfato), anhidro y

en medio estabilizador.

Amortiguador para fosfatasa alcalina: 2-amino-2
metil, 1,3-propanediol 2 x 10 =3 M, con cloruro

de magnesio pH 10.2, 2M.
Agar Noble Difco especial al 2 %.

Marcador para isoenzimas de fosfatasa alcalina-

de intestino y placenta.

Procedimiento:
lo. Humedecer una membrana de acetato de celulo

sa en amortiguador de barbital 5 mine y co-
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»
locar en la camarae.

20. Aplicar un microlitro de suero o extracto -

30.

40.

de tejido (4 aplicaciones que podrén variar

de acuerdo al nimero de unidades de F.A. --

que contenga la muestra.)

Aplicar un microlitro de fosfatasa alaclina

intestinal y placentaria en la membrana pa-

ra usarla como referencia en cuanto a la po

sicidn dec las diferentes isoenzimas de Fl.A.

Desarrollo de color:

a) Reconstiuir el sustrato de fosfatasa al-

b)

d)

£)

calina y disolver su contenidos

Durante la separacidn electroforética, -
calienta en un bafio hirviente el frasco
que contiene agar noble Difco especial -
al 2 % hasta fundirlo, se enfria a una -
temperatura de 40° C y se mezcla con el
sustrato reconstituido, se vierte en un
recipiente depldstico dejando que se for
me el gel a la temperatura del cuarto, -
se mantiene en la oscuridad hasta el mo-

mento de ser usado.

Cuando la separacién electroforética es
completa, se separa la membrana de la --
celda y se invierte sobre la superficie
del gel, cuidando que no se formen burbu

jas, incubar a 37!° C por una hora.

Dejar secar la membrana.

50. Graficar con ayuda de un densitémetro.



RESULTADOS
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Tabla No. I.- Fosfatasa alcalina total y fracciones isoen
zimdticas determinadas en suero de pacien -
tes con los padecimientos que se indican.
No. Paciente Sexo Diagnéstico F.A.T. Isoenzimas de Fosfatasa Alcalina %
P P
L1 B 1 L2 I1 I2 a
1 C.G.M. M Carcinoma de vias biliares,
colecistitis crénica litia-
sica 20,0 5249 o - 30.8 - = 17.0
2 DD Ce F Carcinoma de vias biliares 10,0 43.7 10,8 - 45.5 -~ - -
3 AsCeSia M Ictericia, metastiss de can
cer de préstata 10.0 60.2 20.0 - 19.8 - - -
4 F.C.D. M Ictericia obstructiva 16,0 64.3 - - 35.7 = - -
5 A.P.S, Colecistitis crdnica 16.0 62.0 - - 38.0 - - =
6 J.M.B. M Colecistitis crénica, hepa-
titis reactiva 30.0 8345 = - 16.5 = - -
7 G.C.J. F Abseso hepitico 8.3 67.0 - = 2262 FJ7 = 3.1
8 L.R.G. F Abseso hepitico severo 8.9 47.1 - -  28.1 6.4 5.8 12.6
9 G.J.S. F Abseso hepitico 5.5 74.6 - - - 18.5 - 6.9
10  G.A.H. M Hepatitis viral 8.3 78.7 - -  23.3 - - -
11 H«.R.Js M Carcinoma de préstata, me -
tastasis é6sea 18.5 - 59.2 - 15.4 25.4 - -
12 FeB.Go F Hepatitis mielo fribrosa 13.6 - - - 68.4 31.6 - -
13 G.CeJ. Ictericia, control cirrosis 1762 68,0 - - 2702 = - 4.8
14 R.S.B. M Pancreatitis aguda edemato-
sa 5.1 32,2 - - 36.5 2401 - 7.2
15  M.M.T. F Pancreatitis necrdtico hemo
rrigica 17.6 51.4 - - 48.6 - - -
16 M.G.R. M Hepatitis infecciosa 10,0 5743 = - 23,5 13.9 - 5.3
17 A.G. Carcinoma de préstata, me -
tastasis é6sea 40.0 29,0 71,0 - - - - -
18 R.R.I. M Pancreatitis aguda edemato-
sa 4.9 675 -~ - 32.5 - - -
19 F SV M Pancreatitis aguda edemato-
sa 8.0 9.0 - - 91,0 - - -
20 R.V.E. F Pancreatitis aguda edemato-
sa 9.3 73e5 = - 28.5 -~ - -
21 CsLaTe F Pancreatitis aguda edemato-
sa 6.0 = - - 100.0 - - -

* F.A.T..- Fosfatasa alcalina total en UI/1



Tabla No II.-

Casos en donde la banda

n PE. n

estuvo presente

No. Paciente Sexo Diagnéstio F.A.T. Isoenzimas de fosfatasa alcalina %
Ij L2 I1 2 Pa

1 S.G.M. M carcinoma de vias biliares

colecistitis crénica litia

sica 20.0 2.2 30.8 - - 17.0
2 G.C.J. M Abseso Hepatico 8.3 €7.0 222 7.7 - 3.1
3 L.R.G. F Abseso Hepitico severo 8.9 4761 2841 6.4 5.8 1246
4 Ged .S M Abseso Hepatico 5e5 7446 - 18.5 - 6.9
5 GeCodo. M Ictericia, control cirrosis 172 58,0 2762 - - 4.8
6 R.S.B. M Pancreatitis aguda edemato-

sa 561 32.2 36.5 24,1 - 762
7 M.0O.R. M Hepatitis infecciosa 10.0 573 235 13.9 - 5¢3

M3t

F.A.T..- Fosfatasa Alcalina Total

24



Figura No. 0 .-

Trazos densitométricos de los electroforegramas del suero
No. 7 (G.C.J.,fem., 8.3 U.I/1 de F. A.,diagndstico de ab-
seso hepitico) y el marcador intestino~placenta respecti-
vamente.

|
0
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7 ¢

Figura No.
Trazos densitométricos del suero No. 14 (R.S.B.ymas., 5.1
UI/1, con diagndstico de pancreatitis aguda edematosa) y
el marcador intestino-placenta respectivamente .



Tabla No. IIT.- Fosfatasa alcalina total y fracciones isoenzi
miticas en extractos pancreiticos de pacien -

tes fallecidos por las causas que se indican,.

No. Pacien Edad Sexo H.P.M. Diagndstico Post Mortem F.A.T. Isoenzimas de Fosfatasa Alcalina %
te
L P L
1 B 1 2 Il IZ Pa
1 V.H.C. 64 F 3 Carcinoma de vesicula bi
liar 0¢9 - - - - - - -
2 C.C8: 18 F 4 Neurosis aguda masiva del
hkigado 2 - - - 36.2 67.4 - -
3 A.S.G. 2 M - Edema cerebral 2% - - - 65.0 35,0 - -
4 G.C.C. 45 M 7 Ulcera peptica, nefroes - !
clerosis 0.5 - - - 56.0 44.0 - -
5 E.R.S. 45 F - Colecistolitiasis, septi-
cemia 0.5 - - - 100,0 - - -
6 C.R.R. 64 M 4 Pancreatitis necrético he
morrigica 0.0 o - - - - - -
7 B.P.G. 50 F 6 Zardiopatia reumdtica 0,06 - - - - - - -
8 G.R.B. 1 F 12 Taponamiento cardiaco por
hemopericardia 0.9 - - = - - - =
9 R.P.M. 18 F Sindrome de Guillen Barré 352 = - - 56.4 43.6 - -
10 R.A.R. 83 M 6 Tuberculosis renal 1.6 - - - - - - -
11 AM.E. 32 F 12 Litiasis retrouretral iz-
quierda 0.4 - - - - - - -
12 M.B.M. 52 F 2 Miocarditis reumitica, ne
froesclerosis 24.8 - - - 550 45,0 - -
13 A.G.O. 37 F 3 Necrosis hepitica masiva 77 - - - 737 2643 = -
14 AM.A. 45 F = Adenocarcinoma de vesicu-
la biliar 20,0 44.9 - -  46.3 8.8 - -
15 AM.A. 35 F - Adenocarcinoma de vesicu-
la .biliar 20,0 35.9 = - 51.7 12.4 - -
16 C.M.A. R0 F 11 Carcinoma de vesicula bi-
liar 4.0 - - - . 36.4 37.2 - -
17 L.L.M. 67 M - carcinoma de pancreas 243 42.0 - - 42,0 16,0 - -
-
18 L.L.M. 67 M - carcinoma de pincreas 4.0 69.3 - - 27.0 3.7 - -
19 L.L.M. 67 M - carcinoma de pincreas 247 65.3 =~ - 28,0 6.7 =~ -
20 L.L.M. 67 M - carcinoma de pincreas 4.2 36.0 - - 40.0 24.0 - -
21 S..CalAs 34 F 12 Leucemia mieloblistica a-
guda (6555 | 2208 — - 28.0 50,0 - -
22 M.A.N. 25 F 28 Plrpura trombocitopénica 0.1 32:0 = - 48,0 30,0 - -
23 P,P.E. 63 M 12 Aneurisma arterial del --
comunicante anterior 2.8 - = - 43.0 57.0 - -
24 A0 Lo 53 F 4 Litiasis uretral bilate -
ral 75 - - - - 100,0 - -
25 C.D.F. 61 M - Hepatitis reactiva, hipo-
plasia medular téxica, e- 0.6 50,0 - = - 30.0 - 20,0
sofagitis crénica, tilceras
unibén esofagogistrica
*% H.P.M. horas Pcst Mortem

F.A.T.

Fosfatasa Alcalina total en UI/1/g
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Figura No. 8
Trazos densitométricos de los electroforegramas del ex

tracto No. 9 de pincreas (R.P.M.A.,fem., 18 afios,10.0
U.I./1/ g, con diagnéstico de Sindrome de Guillen Ba-
rré) y el marcador intestino-placenta respectivamente.



Tabla No.

IV.- Casos de extractos pancreiticos donde la banda " Pa "

estuvo presente. (fuente tabla IIT)

No. Pacien edad Sexo H.P.M. Diagnbéstico Post Mortem F.A.T. Isoenzimas de fosfatasa Alcalina %
te
L B P P
1 1 L2 I1 I2 a
1 C.M.A. 80 F 11 Carcinoma de vesicula bi
liar 4.0 - - - 3644 37.2 - 26.3
2 C.D.F. 61 M -

Hepatitis reactiva, hipo
plasia medular téxica, e
sofagitis crénica, dlce-
ras unién esofagogistri-
ca 0.6 50.0 - - - 30.0 - 20.0

(o4
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Figura No. 9
Trazos densitométricos de los electroforegramas del -
extracto No. 16 de pdncreas (C.M.A.,fem., 80 afios,8.3
UI/1/g4carcinoma de vesicula) y el marcador intestino
placenta respectivamente.



Tabla No. V.-

Fosfatasa alcalina total y fracciones isoenzimiticas

en extractos hepdticos de pacientes fallecidos por -

las causas que se indican.

No. Pag%e&. Edad Sexo H.P.M. Diagnéstico post mortem F.A.T. Isoenzimas de Fosfatasa Alcalina 7
L L I
1 2 1
1 V.H.C. 64 F 3 Carcinoma de vesicula bi
liar 20.3 8643 16.4 -
2 M.D.V. 69 F 11 Cirrosis hepitica, peri-
tonitis 9.3 7841 21.9 -
3 C.C.E, 18 F 4 Necrosis aguda masiva -
del higado 27«3 3762 43.9 18,9
4 B.F.M. 58 M = Pancreatitis necrdtico -
hemorrigica o8 = 100.,0 -
A.S.Q. 2 - Edema cerebral 3.0 36.5 29.0 34.5
6 G.C.C. 45 - Colecistolitiasis, septi
cemia 36.4  45.0 27.0 28,0
7 E.A.S. 95 F 7 Ulcera péptica, nefroes-
clerosis 3.0 - 43.0 27,0

r4s



Tabla No. VI.-

Fosfatasa alcalina total y fracciones isoenzimiticas
en extractos de colédoco de pacientes fallecidos por

las causas que se indicane.

No. Pacieﬂ Edad Sexo H.P.M. Diagnéstico Post Mortem F.A.T. Isoenzimas de Fosfatasa Alcalina %
te
L B Pl L
1 2 1
1 VeH.C. 64 F 6 Carcinoma de vesicula bi
liar 9.5 - - - 100,0 -
2 M.D.V. 69 F 11 Cirrosis hepitica, peri-
tonitis 2,0 = - - - o
3 C.C.E. 18 F 4 Necrosis aguda masiva de
higado 797 - - - 100.0 -
4 B.F.M. 58 M- - Pancreatitis necrético -
hemorrégica 8.9 - - = - -
5 A.S.G. 2 M - Edema cerebral 4.6 o - - - -
6 E.R.S. 95 = Ulcera péptica, nefroes-

clerosis 74 100,0 - = =

19



Tabla No. VII.- Fosfatasa alcalina total y fracciones isoenzimiticas

en extractos de duodeno de pacientes fallecidos por

las causas que se indican .

No. Pacien Edad Sexo H.P.M. Diagnéstico post mortem F.A.T. Isoenzimas de Fosfatasa Alcalina %
te-
L B Pl
1 L2 I1 12 Pa
1 C.C.E. 18 F 4 Necrosis aguda masiva de
Ligado 13567 - = = 372 62,8 = =
2 B.F.M. 58 M - Pancreatitis necrdtico -
hemorrigica 262 - - - 100.0 - = =
3 A.S.G. 2 M - Edema cerebral 1.2 - - - 37.0 63.0 - -
4 G.C.C. 45 M - Colecistolitiasis, septi
cemia 1.7 24.0 - - 76.0 - = e
5 E.R.S. 95 F 7 Ulcera péptica, nefroes-
clerosis 6.2 - - - 100,0 - = =

129
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Originalmente buscamos para la preparacién de los extrac
tos de tejidos, una técnica de purificacidén de enzimus-—
" Extraccidn butandlica de enzimas " (12,13,14,15) la «
ctlal utilizamos observando resultados insatisfactorios,
pues los extractos daban aproximadamente un 50 % menos
de las unidades de F.A. que los emtractos preparados --
con solucidn salina unicamente, debido a esto suspendi-

mos el uso de dicha técnica.

Asi mismo efectuamos pruebas de comparacidn extractando
trozos del mismo tejido con solucibn salina y amortigua
dor de barbital pH 8.6, fuerza iénica 0.08, simultanea-
mente, el resultado en cuanto al redimiento de la fosfa
tasa alcalina fué enteramente el mismo por lo que conti

nuamos utilizando solucidn salinas

Para efectuar la electroforesis de microzona, compara -
mos resultados utilizando amortiguador de barbital pH -
8.6, fuerza idnica 0,08 y amortiguador de Tris-glicina
pH 8.8, fuerza idnica 0,04, obteniendo muchos mejores -
resultados con el primero, pues elsegundo caso, presen-
to traslapamiento de las fracciones de Fe.As, por esto

continuamos utilizando amortiguador de barbital.

En la tabla No. 1 integrada por los resultados del ani~
lisis de sueros con cifras elevadas de fosfatasa alcali
na total, generalmente correspondieron a enfermos de hi

gado y vias biliares y de sueros con pacientes con pan-—
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creatitis, puede apreciarse que el 33.3 % de los casos
presentaron isoenzima pancreitica de la F.A. (7 casos —
de 21). El porcentaje aparentemente elevado, puede -
explicarse si se considera la seleccidn de los sueros -
estudiados en cuanto a la concentracidn de F.A. ya que
procedierén de pacientes con afecciones pancreiticas o
de 8rganos vecinos a esta glindula, aunque se did cabi-

da también a tres casos de carcinoma prostitico.

En la tabla No. II, formada exclusivamente por los ca-
Sos que presentaron banda " Pa " se puede observar que
el 87.5 % de aquellos correspondid a hepatopatias y sé-
1o un 14.2 % a afecciones pancredticas. Por lo que ha
ce a las enfermedades de h{gado el 50 %4 de ellas fueron
abseso hepitico.

Un hecho trascendente es que, excepto el primer caso en
donde se sefiala la posibilidad de un carcinoma de v{as
biliares, todos los demds a afecciones benignas lo que
se aleja de la aseveracidn de los articulos que sefialan
que la banda " Pa " es exclusiva de padecimientos pan -
creiticos malignos y apoya, en cambio, los hallazgos --—
que se hicieron en el laboratorio de bioqufmica del hos

pital de " La Raza ",

En la tabla No. III, que muestra el anilisis de los 2§
extractos de pdncreas obtenidos de otras tantas autop -

sias, hace notar que sélo el 8 % de los casos (2 de 25)
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presentd banda " Pa ". Se puede ver también que el 40%
de los extractos (10 de 25) tuvo menos de 1 UI/1 de F.A
total; el 48 % (12 de 25) tuvo entre 1 y 10 UI/1l y el -
12 %4 restante, (3 de 25) tuvo mis de 10 UI/1 de fosfata

sa alcalina total.

En la tabla No. IV, que se ocupa exclusivamente de los

extractos que tuvieron banda " Pa ", muestra que uno -
de ellos alcanzd 4.0 UI/l de fosfatasa alcalina toatal,
con 26 % de banda " Pa ", en tanto que otro tuvo 0.6 -

UI/1 de fosfatasa alcalina total con 20 % de banda "Pa"
que con que parece demostrar que no existe relacién en

tre la concentracidn de F.A. total yla aparicién de la

isoenzima pancredticae.

Por otra parte los casos positivos corresponden a pade

. . 4 .
cimientos extrapancreaticose.

Del anilisis de las tablas V, VI y VII, que correspon-
den al estudio de extractos de hfgado, colédoco y duo-
deno respectivamente, se desprende el hecho de que nin

giin tejido que no fuera pincreas produjé fraccidn "Pa"

Este hallazgo, junto con el hecho de que los dos ex -
tractos pancredticos que presentaron banda " P a " co-
rrespondieron a padecimientos extrapancredticos, esté
en favor de la presuncibén de que la fraccién isoenzi--—
mitica en cuestidn si se puede presentar en padecimien
tos ajenos al pincreas, malignos o benignos, pero que
siempre es el resultado de 1la participacidn pancredti-

Cae
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Se mencionaron conceptos generales de enzimas, isoenzi-
mas y su importancia clinica fundamentalmente de la fos
fatasa alcalina y sus isoenzimas, haciendo incapié so -
bre la:fraccién " Pa ", asi como los hallazgos de ella

en el laboratorio de Bioquimica Clinica del hospital ge

neral Centro Mé&dico " La Raza ",

Se explica con detalle 1la metodologfa para determinar -
unidades de fosfatasa alcalina (Bessey Lowry Brock) y -
de electroforesis de microzona que se empled para deter
minar la fraccién " Pa " de 21 sueros de pacientes con

afecciones pancredticas, hapiticas y extrahepidticas, --
asi como de 25 extractos de tejido de pincreas, 7 de hi
gado, 6 colédoco y 5 de duodeno, cuyos resultados se --
presentaron en las tablas I, II, III, IV, V, VI y VII,

en donde se reporta el porcentaje de sueros que presen-—
tan la isoenzimas pancreitica 33.3 %, de los cuales 87.
5 % corresponden a hepatopatfas.y 14.3 % a. afecciones -

pancredticase.

Por lo que respecta a los extractos de tejido de pin -
creas, el 8 % presentan banda " Pa " y se observa una -
falta de relacidn total entre la cantidad de fosfatasa

alcalina presente y la aparicién de dicha fraccién.

Ninguno de los otros tejidos estudiados presenta frac -

cibén " Pa ",

Por #ltimo se presenta una breve discusién de los resul

tados y las conclusiones.
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De lo expuesto anteriomente a de la revisién efectua-

da de los resultados, podemos pensar que en el estudio
practicado, podemos pensar que la presencia de la ban-
da " Pa " no es patognoménica de afecciones malignas -
pancreidticas, sino que pueden presentarse en afeccio -

nes extrapancreiticas benignas o malignase

La metodologfa empleada did resultados satisfactorios
para los fines perseguidos, comprobado por la utiliza-
cidn de los marcadores isoenzimiticos de intestino y -

placenta.
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