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CAPITUIO I

INTRODUCCION

Tomando en cuenta'que todas las enzimas son estrictamente--
de origen intracelular, su actividad medida en el suero refleja --
solo la entrada én el sistema circulatorio de la enzima liberada -
al nivel celular. No se ha establecido en la actualidad un meca---
nismo por el cual es regulada la actividad enzimatica, sin embargo-
se puede mencionar que en un individuo adulto en estado de salud,-
el nivel de actividad de la enzima permanece constante dentro de -
los limites normales de acuerdo a su edad y sexo, al igual que su-
modelo de isoenzimas, por lo tanto en presencia de un estado pato--
16gico que altere el mecanismo de un tejido pasan al sistema circu
latorio dando lugar a un aumento de actividad enzimdtica en el sue
ro. Un modelo de isoenzimas reflejard las caracteristicas del te--
jido que sufre la lesidén, cualquier dificultad que se presente pa-
ra una interpretaciénAacertada se debera al desconocimiento de-loa
mecanismos intimos que regulan la actividad enzimdtica en el suero
en condiciones normales y patoldgicas.

En este trabajo se hard uh estudio comparativo del compor--
éamiento de las enziﬁas leucina aminopeptidasa y fosfatasa alca-
lina, en pacientes que presenten cuadros ictéricos obstructivos o-
hepatocelulares y con sospecha de neoplasia, asi como la actividad
de las diferentes isoenzimas de las fosfatasa alcalina de acuerdo-

a los o6rganos que la producen, ayudando con los resultados obteni- -









CAPITULO II

GENERAL IDADES

FOSFATASA ALCALINA (F.A.).-

La fosfatasa alcalina (fosfohidrolasa de monoesteres de --
dcido ortofosférico) es una enzima que hidroliza propiamente éste-
res fosfato en un medio alcalino, y no tiene especificidad alta --
por substrato. Es producida por diferentes érganos, osteoblastos,-
hepatocitos, células renales, de la mucosa intestinal y placenta--
rias.

Desde 1930, Alexander B. Gutman uso la determinacidén de la-
actividad de la fosfatasa alcalina como un instrumento en el diag-
néstico de enfermedades hepéticas y oseas. En su estudio de 1959--
reconocié dos tipos de reacciones para la F.A.: lo. Actuando como-
hidrolasa entre uniones fo’sforo—ox:l’.ge.no y 20. Actuando como --
una fosfatasa transferasa en que, el grupo fosforilo es transferi-
do a una molécula aceptora con la aparicién de fosfato inorgdnico.

Esta enzima producida por diferentes érganos, posee una ac-
tividad idéntica o muy similar en ellas, no son proteinas idénti--
cas ya que exhiben diferencias facilmente demostrables en sus pro-
piedades fisicas, quimicas e inmunoldgicas, se cree que la estruc-
tura del centro activo es idéntico en‘la enzima de una especifici-
dad dada, cualquiera gue sea su origen, pero los drganos de suce--—
sién de aminodcidos puede variar.

Tiene una actividad 6ptimé aun pH + 6 - de 9.8 que sera va
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riante segin el substrato sobre el cual actia, la naturaleza del -
amortiguador usado, asi como la presencia de activadores e inhibi-
dores. La fosfatasa alcal;na puede actuar scbre una gran variedad-
de substratos fisioldgicos y no fisioldgicos, aunque en realidad -
se desconocen los substratos naturales sobre los cuales actdan en-
el cuerpo.

Los iones Mg++ y Mn++ son activadores de la enzima obser---
vandose actividad Jptima con el Mg++ 0.001M. Un cambio en la con-
centracidén de substratos o iones Mg++ puede variar su pH Sptimo. --
Entre los amortiguadores que afectan la velocidad de accidn de las
enzimas se encuentran, barbital, glicina, piperacina, 2 metil-2 --
aminopropanol-1l (MAP), trishidroximetilaminometano (TRIS) y dietano
iamina. La glicina deprime la actividad, quizd por enlazar Mg++, -
los reactivos que contienen grupos hidroxilos alcohélicos aumentan
su actividad, tal vez por reaccionar como aceptores de fosfato. --
Los iones fosfato, zntt . Be++, AsOZ4 , oxalato y CN~, son inhibi-
dores de la enzima. Entre los métodos que inhiben la enzima taQbién
se encuentran: combinacién de inhibidores especificos (L-fenilala
nina y L-homoarginina) su inactividad al calor, desnaturalizaciodn-
por urea, compuestos sulfhidrilos.

En 1930, Kay introdujo el uso de /g-glicerofosfato como ---
substrato y Bodansky lo uso en 1932 como base de su procedimiento-
cldsico, uso un amortiguador de barbital débil que daba un pH de -

8.8 a 37°C, posteriormente Shinowara, Jones y Reinhart modificaron

el amortiguador barbital haciéndolo mas alcalino y encontraron que



el pH éptimo para la reaccién era de 9.0 con lo que consiguieron -
mayor actividad de la enzima.

En 1934, King y Armstrong propusieron el uso de fosfato ---
de fenilo como substrato. La velocidad de reaccién se sigue por --
medicién del fenol formado.

En 1947, Bessey, Lowry y Brock propusieron el uso de fosfa-
to de fenilo substituido cromogénico (fosfato de p-nitrofenilo) co
mo substrato. Es un ester incoloro pero se sigue la reaccidén por -
observacidén de la velocidad de formacidén del color amarillo del --
ién p-nitrofenolato. La reaccién es funcidén lineal del tiempo.

Huggins y Talalay introdujeron el uso de difosfato de fenol
ftaleina liberada en la reaccién, la que semide por la formacidn-
del color rojo de la fenolftaleina en medio alcalino. El substrato
tuvo la desventaja (un ester difosfato) de efectuar dos reacciones
hidroliticas distintas y que transcurian a velocidades diferentes,
resultando una reaccién enzimdtica que no es funcidén lineal del --
tiempo. Reciéntemente Babson y sus colaboradores han preparado mo-
nofosfato de fenolftaleina y demostraron juntos con otros investi-
gadores que en este substrato la cinética de reaccién es funcidén -
lineal del tiempo y el substrato es Util y sensible para determi--
nacién de fosfatasas.

Todos estos métodos clasicos de "dos puntos" dependen de la
medicién del producto de reaccidn en el tiempo cero y después de -

un periodo de incubacién de 30 a 60 minutos.
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Entre los substratos mds utilizados en investigacién y and-

lisis clinicos son: /9 -glicerofosfato, p-nitrofenilfosfato, fenil

fosfato, iodoxilfosfato, /9 -naftilfosfato, fenolftalein monofosfa

to y difosfato. Se han empleado otros mds recientes como metilum--

beliferilfosfato y naftol AS-MX fosfato para métodos sensitivos a-

fluoresencia.

En el cuadro No. l se presenta una comparacién de métodos -

para la determipacidn de la actividad de fosfatasa alcalina en sue

ro.
SHINOWARA |KIND- Besey-Lowry
BODANSKY Jones-Rein|KING Brock
hart
TIPO Manual Manual Manual Manual
Amortiguador Barbital barbital [Carbonato Glicina
pH reaccidén 8.5-8.7 9.4-9.8 9.5-9.7 9.8-10.1
Unidad de 1 mg P pro lmg P pro lmg fe- lmmol PNP
determinacién ducido en ducido en |nol prod. formado en
60 min. 60 min. en 15 min 60 min.
Substrato $ -glicerofos -glicero fosfato de fosfato de
fato fosfato fenilo p-nitrofenilo
Intervalo normal 1.5-4.0 2.2-6.5 3.5-13 0.7-2.7 )
U/100 ml ©/100ml U/100ml U/litro
Intervalo normal 8-22 15-35 25-92 13-38
convertido a U.I. mUI/ml mUT/ml mUI/ml mUI/ml
1/min/ml

Abreviaturas: PNP p-nitrofenol
U Unidad

mUI milionidad internacional

Cuadro No. 1



ISOENZIMAS DE LA FOSFATASA ALCALINA. -

Entre 1952 y 1959 Pfleiderer, Wieland, Wieme, Market y otros
investigadores, establecieron que una enzima podria existir en va--
riag formas designdndoles el nombre de isoenzimas o heteroenzimas,-
proteinas presentes en un mismo individuo con una acti?idad similar
o parecida que pueden provenir de diferentes fuentes y exiben dife-
rencias en sus propiedades fisicas y bioquimicas. En 1959 por me--
dio de una técnica electroforética se logro separar las diferentes-
insoenzimas, siendo nombradas de acuerdo a su movilidad electrofo--

rética relativa a las fracciones proteicas, Figura No. 1

Albdmina

Globulinas

B H;'gaalo
o

i 2
‘ o Ay Dsea
- B2 Tatestinal
- Placanta
Ea Ragan
., Inzima de Colon

Figura No. 1

De acuerdo a su origen en el organismo, han sido observadas-
diferentes isoenzimas de la F.A.: higado (se presentan dos tipos --
con movimiento electroforético diferente, clasificdndolas como higa

do rdpido e higado lento), hueso, placenta intestino y bilis, mas -
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recientemente isoenzimas de tejido neoplasico, Regan, Nagao y Hepate
ma, pudiendose indentificar por el descubrimiento de inhibidores or-
gano-especificos los cuales inhiben la actividad de la F.A. de un --
organo determinado. Esta especificidad orgénica de inhibicién, Fish-
man y Sie sugirieron que existe un sitio "hidrofébico", en el cen---
tro de actividad de la enzima que probablemente esta unida al grupo-
hidrofébico del inhibidor, los sitios hidrofébicos de las diferen---
tes isoenzimas de la F.A. se piensa son distintas y que estas pro---
veen la especificidad del inhibidor a la isoenzima.

Las técnicas utilizadas parala determinacidén de isoenzimas --
son: ;

a) Especificidad de algunas isoenzimas a determinados subs---

tratos.

b) Inactivacién por agentes quimicos.

c¢) Procesos inmunolégicos.

d) Inactivacidén por calor.

e) Cromatografia y electroforesis usando diferentes ﬁedios -

de soporte.

Se hablara mds especificamente sobre el método de electrofo--
resis ya que fue el que se u£11126 en este estudio.

Es de gran importancia en los estudios de isoenzimas la espe-
cificidad de substrato, los mds comunmente usados en investigaciones
clinicas son: A -glicerofosfato, indoxil fosfato, fenil fosfato,/? -

naftil fosfato, monofosfato de fenolftaleina y difosfato.

El uso de activadores e inhibidores son tamhién de gran im---
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portancia para la diferenciacién de isoenzimas, Mg++ é co++ son ac
tivadores de todas las fosfatasas alcalinas (Ahmed y Col.) y subs--
tratos semejantes a EDTA inactivan la enzima.. Segin Schwartz y Col.
la fosfatasa de hueso e higado son inhibidas cerca de un 70 % por -
Ni++ 10-2M. El 2n es esencial en la actividad de la enzima, se a --
observado que un tratamiento de la molécula con agentes quelantes -
o procedimientos prolongados de didlisis los que remueven el Zn de-
la molécula o uniones Zn, siempre resulta en pérdida de la activi--
dad de la enzima.

También el uso de diferentes inhibidores o&gano—especifico -
pueden inhibir la F.A. de un determinado érgano ayudando al andli--
sis diferencial de las isoenzimas de fosfatasa alcalina.

(12)

Fishman observé que la L-fenilalanina es un inhibidor ---

efectivo de F.A. intestinal. Ghosh reportd que F.A. intestinal y --

placentaria son inhibidas en un 80% por L-fenilalanina 5%107°>

M; las
isoenzimas de hueso, higado y otras no son afectadas por L-fenilala
nina.

(11)

Schwartz y Col. reportaron que la F.A. intestinal es re—-
sistente a inhibicién por dcidos biliares, F.A. de hueso,_pulmén y-
rifibn son inhibidas en igual intensidad. .

La inactiviacidn por urea ha sido estudiada por Horne y =---
Col.(13)como un método a distinguir entre varios tejidos de F.A. Fos
fatasas de diferentes tejidos fueron preincubados a 37°C en presen-

cia de urea 3M durante 18 minutos, obteniendo los siguientes resul-

tados:
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TEJIDO % DE ACTIVIDAD RESIDUAL
Hueso _ 15.9 (7.0-23.3)
Higado 44,3 (14.9-65.4)
Bilis 60.3 (54.5-68.0)
Intestino 78.5 (71.8-87.9)
Placenta 79.1 (71.0-87.9)

(3)
Birket y col. reportaron la desnaturalizacién selectiva por

urea en el orden de: hueso » intestino ) placenta. Otros investiga-
jores obtuvieron inactivacién con concentraciones altas de urea en -
2l orden de rifidn » higado ) intestino ) placenta.

Inactivacién por calentamiento.- La sensibilidad al calor pue
e ser usada para distinguir F.A. de hueso, higado, intestino y pla-
senta. Su facilidad de medida a contribuido a ser wuno de los méto--
jos mds comunmente usados para el analisis de isoenzimas de F.A. en-
Eluidos bioldgicos. i

Moss y King(14) notaron diferente termoestabilidad entre fos-
fatasa alcalina humana de hueso e higado. Latter y Posen observaron

resultados semejantes en sujetos con enfermedades esqueléticas y he-
»aticas.

(17)
Fishman y Ghosh usando enzimas purificadas de hueso, higa

lo e intestino observaron que la enzima de hueso es mas sensible al-

alentamiento en un 85-90% que la de intestino (50-65%) y la de higa

io (50-75%).

(16)
Recientemente Fishman y Col. reportaron la presencia de --
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una isoenzima de F.A. que tiene las caracteristicas de la de placen
ta, llamandola isoenzima de Regan, también resistente al calor. Es-
tudios hechos por Stolbach(la)en suero de pacientes con cdncer inac
tivado por calor (16 minutos a 55°C) obtuvo una.isoenzima parecida-
a la de Regan, asi mismo postuld que el suero de pacientes con cén-
cer 6seo perdian un 80% o mads de actividad por cal entamiento (20% &
menos de actividad residual) ; niveles perdidos de actividad en un -
70% o menos indican enfermedad de higado; pérdida del 40% de acti--
vidad presencia de isoenzima de Regan en pacientes con enfermedad -
maligna.

El suero de pacientes con enfermedades hepatobiliares y ----
éseas tratados por calentamiento a 56°C por 10 minutos mostraron --
niveles de inactivacién entre 50-75% para las primeras y niveles ma
yor del 89-95% para las segundas.

En la tabla No. 1 se muestra un estudio de la F.A. de hueso-
e higado por inactivacidén por calor.

Migracién electroforetica.- La separacién de isoenzimas por-
migracidén electroforética es de gran utilidad clinica, pudiéndose -
utilizar diferente medio de soporte: agar, almiddén, papel, acetato-
de celulosa y gel de acrilamida.

Johnson(B)utilizando gel de almiddén y substrato naftol AS-MX

y 3
fosfato, localizé 6 areas diferentes de actividad. Nakagama y colf )

reportaron una nueva isoenzima (Nagao) utilizando gel de agar como

medio de soporte, encontrada en pacientes con carcinoma de pleura-
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y adenocarcinoma del pancreas. Utilizando alto voltaje en la elec-
troforesis en gel de agar, da modelos identicos de F.A. de placen-
ta purificada.

(3)

Smith y col. utilizando buffer de gel tris boratp 5% a pH
9.5 y detectando las bandas con fosfato Zs—naftil, identificaron-
bandas de higado, hueso, intestino y rifiéln humano, en bzse a su mo
vilidad electroforética. Kaplan y Rodgers, identificaron 4 bandas-
por electroforesis en gel de poliacrilamida. Taswell y Jeffers(zo)
usando electroforesis en gel de almidén vertical, detectaron 8 iso
enzimas que agruparon en tres modelos, el primero lo asociaron con
enfermedades obstructivas, metastdsicas o infiltracidén hepatobi---
liar; el segundo con enfermedades del parénquima hepético y el ter
cero con actividad osteoblastica.

Sussman y Col.( " usando electroforesis en gel de poliacri
lamida reportaron el mismo R para separacién de isoenzimas huma--
nas (higado, hueso, intestino y rifién) con excepcién de isoenzima-
de placenta, Smith y Col. usando electroforesis en gel de acrila--
mida reportaron la separacidén de fosfatasa de placenta, higado, --

hueso e intestino.

Estudios efectuados por Chung-Ja Mo Cha, Balduino Mastro---

(2)
francesco, Sungman Cha y Henry T. Randall, utilizando la técni-
ca de electroforesis en membrana de acetato de celulosa observaron
7 bandas de isoenzimas de F.A.: Ll. B, P1, L,, 1,, I,, y Pa. (higa

do rapida, hueso, placenta, higado lenta, intestino répida, intes-

tino lenta y probable cdncer de pancreas respectivamente). La ban-
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da mds lenta Pa la observaron en 16 pacientes (15 con cancer del -
pancreas y uno con hemocromatdsis). En 50 pacientes con enfermeda-
des malignas y benignas no aparecié la banda Pa, que difiere del -
punto de apliqacién y de la banda intestinal, su calentamiento e -
inhibidores estereoespecificos son diferentes de la isoenzima de -
intestino y es mds estable que la banda L,.

En la figura No. 2, se puede observar las diferentes bandas
de isoenzimas obtenidas por el método de electroforesis en acetato
de celulosa combinado con el de inactivacién por calentamiento a -
56°C por 10 minutos.

La isoenzima de higado es la de movilidad mds rapida al ---
dnodo, aparece como una banda compacta. Existe otra banda de higa-
do pero con movilidad menor al dnodo, por calentamiento pierden de
un 50-75% de actividad. La banda de hueso es la segunda en movili-
dad al anodo, aparece como una banda difusa, es muy sensible al --
calentamiento, pierde cerca del 90% de actividad. La F.A. placenta
ria muestra una movilidad mds lenta al anodo que la de hueso, por-
calentamiento retiene practicamente su actividad. La F.A. de intes
tino tiene una movilidad menor a a&nodo que la de placenta.

En las figuras 3 al 8 se observa graficamente la movilidad-
electroforetica de las bandas de isoenzimas.

Para este método se han utilizado diferentes amortiguadores
con pH variante entre 7.5 - 9.3:

a) Amortiguador de Tris-citrato, 0.075M, pH 7.5
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Figura No. 2.- Corrimiento de las diferentes bandas de isoenzimas -
de la fosfatasa alcalina por el método de electrofo-
resis en membrana de acetato de celulosa.

Suero sin inactivar

Suero inactivado

ABREVIATURAS:

HiR Higado répida
HiL Higado lenta

InR Intestino répida
InL Intestino lenta
Hu Hueso

P.A. Pancreas
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Figura No. 3.- Trazo densitométrico de las isoenzimas de F.A.
de HiR, HiL e In. R.

Figura No. 4.- Trazo densitométrico de las isoenzimas de F.A.
de HiR, HiL, InL y P.A.



B.A, InL HiL HiR

Figura No. 5.- Trazo densitométrico de las isoenzimas de F.A,
de HiR, Hil, InL y P.A.

Hueso

Figura No. 6.- Trazo densitométrico de las isoenzimas de F.A.
de hueso.
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P.A, HiL HiR

Figura No. 7.- Trazo densitométrico de las isoenzimas de F.A,
de HiR, HiL y P.A,

P.A.

InL HiL HiR

Figura No. 8.- Trazo densitométrico de las isoenzimas de F.A. de
HiR, HiL, InL y P.A,
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b) Amortiguador Tris-barbital, fuerza idnica 0.04, pH 8.9
c) Amortiguador Barbital, fuerza idnica 0.075, pH 8.6
d) Amortiguador Tris-glicina, 0.2M, pH 9.3

e) Amortiguador Tris—borato,‘0.27M, pH 9.5

LEUCINA AMINOPEPTIDASA. (LAP)

La leucina aiminopeptidasa es una enzima peptidolitica o ---
proteolitica que cataliza la hidrélisis de residuos terminales N de
ciertos péptidos y amidas gue contienen grupo amino libre. Se ha en
contrado distribuida en tejido humano en actividad creciente en ri-
fién, intestino delgado, cerebro, intestino grueso, bazo, higado, mu
cosa gastrica y pancreas.

La cuantificacidén de la actividad de la leucina aminopepti--
dasa (LAP), fue introducida por Goldbarg y Rutenberg en el afio de -
1958, como un agregado al diagndstico de cancer del pancreas y en—-
fermedades de higado. Midieron colorimetricamente la cantidad de 4-
-naftil amina liberada por la accién hidrolitica de la enzima ;obre
el substrato L-leucil- /3 -naftilamina, despues de diazoacién y --—-
unién con N-(l-naftil)-etilendiamina, de acuerdo al procedimiento--
publicado por Green y Col.

Fleicher y Col$7)emplearon L-leucilglicina como substrato --
y determinaron la existencia de hidrdlisis colorimétrica usando la-
reaccién de ninhidrina.

Roth,(7)describié un método fluorométrico en el que uso co--

mo substrato L-leucil- (3 -naftilamida, y midic la fluoresencia na-
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tual de la naftilamina liberada después de un periodo de incubacidén
sin trato especial. !

Los iones magnesio pueden servir como activadores de la ---
IAP que existe como un cémplejo disociable. Los iones cobalto -----
(co™) sirven como activadores cuando L-leucil- /A3 -naftilamina --
se emplea como substrato.

Geet y Col., midieron la actividad enzimatica de la IAP en -
tejido y suero por determinacién de /3 -naftilamina liberada por -
la leucina aminopeptidasa hidrolizando L—léucil—,ﬁ -naftilamina hi
drocloro. Estos trabajos determinaron colorimetricamente la canti-
dad de ,B -naftilamina liberada por la reaccidén de copulacidén con -
tetra-O-anisidina (diazo azul B) o una modificacién de la reaccién
de Bratton Marshall.

La IAP en suero se encontro estable a temperatura de cuarto
(25°- 28° C) por una semana minimo y en congelacién (-20°C) por —-
tres semanas.

Puede usarse para la determinacién de la IAP el plasma en -
lugar del suero, siempre gque no se utilicen anticoagulantes que --
inhiban la actividad de la IAP, como oxalato de potasio, citrato -

++
, es

de sodio o sal disédica. Ac. etilendiamina-tetracético y Co
presentado como un activador en substrato.
Para la determinacion de la IAP en suero, actualmente se —-

han encontrado dos métodos:

l.- Rompimiento de L-leucin- /? -naftilamida. La /g-naftilamina —_
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liberada por la accién enzimdtica reacciona con una sal de diazo--
nio estabilizada, por ejemplo Echtrot B, originandose una unién --
azo de color rojo intenso. que puede ser medida fotocorimetricamen-
Ees

2.- Rompimiento de L-leucin-p-nitroanilina. La p-nitroanilina libe-
rada en la reaccién es de color amarillo intenso, pudiendo ser di-
rectamente medida por fotometria o registrada cineticamente.

La concentracién elevada de la enzima en suero se han visto
en una variedad de enfermedades pancredticas, hepdticas y biliares
Estos valofes son considerables en el diagnéstico de enfermedad de
cancer de péncreas Y en metastasis hepdtica. La valoracidén de la -
LAP se compara favorablemente con niveles de F.A. excepto en pre--
sencia de enfermedades mieloide y osea, el cual no se afecta sus -
niveles.

Para obtener un valor diagnéstico en la determinacién de -
estas enzimas, es necesario que se efectuen en forma simultdhea, -
ya que individualmente no suministran una auténtica informacién --

diagnéstica.

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS LEUCINA-AMINO--
PEPTIDASA Y FOSFATASA ALCALINA.
Se han hecho varios estudios comparande la actividad de las
enzimas de LAP y F.A. Rubin Bressler, Ben R. Forsyth y Geral Klats
(10

kin. hicieron un estudio en varias enfermedades del higado y el-

pancreas, y obtuvieron los siguientes resultados:
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CARCINOMA DEL PANCREAS.- De 30 pacientes de 38-84 afios de edad se
observé una elevacién de la actividad de la IAP. La F.A. tuvo ni-
veles normales en 2 pacientes de un total de 29. La bilirrubina -
de 27 pacientes estuvo elevada. El resultado del exdmen ;adiolégi
co dentro del tracto gastrointestinal de 29 pacientes se observa-
ron 17 normales y 12 con cancer del pancreas. El diagndstico fue -
confirmado por intervencién quirdrgica o autopsia.

éANCER DE CUERPO O EXTREMIDAD DEL PANCREAS.- En 19 pacientes 17 -
estaban ictéricos, 3 con metdstasis hepatica, 3 con met&tasis mi-
nima y 13 con metdstasis masiva. Los valores de F.A. fueron nor--
males, en 17 de los 19 estuvo incrementada la actividad de LAP. ;
COLEDOCOLITIASIS.- Se estudiaron 26 pacientes entre 23-28 afios de
edad. 30 pacientes con hiperbilirrubinemia y 6 anictéricos en ad-
~misidén; 27 de los cuales manifestaron niveles normales de F.A. y-
en todos ellos los resultados de la IAP fueron variables.
COLEDOCOLITIASIS PERIODICA O RESIDUAL.- En 19 pacientes de 62-68-
afios de edad con colecistectomia o coledocostomia de los cuales -
2 presentaron ictericia ligera y 7 fueron anictericos, los resul-
tados obtenidos de F.A. en 6 de ellos fﬁe elevada y 3 con limites
normales, la concentracién de LAP estuvo aumentada en todos los -
pacientes.

HEPATITIS VIRAL.- De 50 pacientes con hepatitis viral aguda o he-
patitis toxica, el 96% de los pacientes mostraron elevacidén de --

LAP, la F.A. mostré elevacidén en 21 de 40 pacientes.
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METASTASIS DE TUMOR HEPATICO.- Fueron estudiados 50 pacientes con-
metastasis hepdtica de carcinoma de varios digancs. 40 fueron no -
ictéricos y 10 ictéricos. 30 de los anictéricos tuvieron incremen-
to de LAP. De los 36 pacientes 20 presentaron F.A. elevada y 16 --
normal, los 36 éacientes mostraron niveles elevados de LAP. Tabla-
No. 2 y 3.

En las tablas No. 4 y 5, se presentan los rgsultados de las
investigaciones efectuadas'por Esteban P. Pineda, Julius A. Gold--
barg, Benjamin M. Banks y Alexander M. Rutenburg,(e)deqla activi--
dad de la LAP en suero y de otras pruebas hepdticas en pacientes -

que presenten carcinoma de la cabeza del pancreas o conductos bi--

Iiares extrahepaticos y agudeza viral o hepatitis crénica.
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PRUEBA LAP Otro
. anormal anormal

No. de ambos ambos otro LAP
pruebas normal anormal normal normal

% % % %
Bilirrubina 210 5 67 2 16
Fosfatasa alcalina 114 4 67 7 22

Transaminasa gluta

mica oxalacética. 190 8 69 10 13

L

TABLA No. 2.- Comparacién de la actividad de LAP en suero con otras pruebas de funcién hepética,

en pacientes con enfermedades hepatobiliares.



26

vValores en otras

No. de LAP pruebas de anor-
PRUEBA malidad hepatobi
Pruebas anormal liar.
% %
BILIRRUBINA Y IAP.
Enfermedad hepatobiliar 137 84 87
Ictericia obstructiva 35 71 91
Metdstasis hepdtica 27 93 85
FOSFATASA ALCALINA Y LAP
Enfermedad hepatobiliar 89 76 93
Ictericia obstructiva 18 83 89
Matastasis hepdtica 25" 92 92
TRANSAMINASA GLUTAMICA-
OXALACETICA.
Enfermedad hepatobiliar 115 86 86
Ictericia obstructiva 26 85 91
lMeta'stasis hepatica 26 88 100

TABLA No. 3.- Relativa sensibilidad de la actividad de LAP y otras pruebas de anormalidad -
hepatobiliar en suero, en pacientes con probable enfermedad hepatobiliar.
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No. de
PRUEBA Valores anormales
pacientes
Leucina Aminopeptidasa 42 42 100
Fosfatasa alcalina 41 36 88
Transaminasa glutdmica 15 14 93
Oxalacética
Transaminasa glutdmica 6 3 50
piruvica

TABLA No. 5.- Actividad de la leucina aminopeptidasa y otras pruebas hepaticas en suero de-

pacientes con carcinoma de la cabeza del pancreas o conductos biliares extrahepaticos.
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PRUEBA No. de VALORES ANORMALES
Pacientes

Leucina aminopeptidasa 50 48 26

Transaminasa glutamica 36 32 89

loxalacética

Transaminasa glutdmica 18 s 83

pirivica

Fosfatasa alcalina 40 21 52

Colesterol total 19 7 37

Bilirrubina 50 45 90

TABLA No. 6.- Actividad de la Leucina aminopeptidasa y otras pruebas hepaticas én suero de

pacientes con agudez viral o hepatitis crénica.






CAPITULO IIT

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO.

Se trabajé con muestras de sangre obtenidas de 56 pacientes
adultos de ambos sexos, 35 femeninos y 15 masculinos, cuyas edades
fluctuaban entre 29 y 70 afios, hospitalizados en el CENTRO MEDICO-
LA RAZA del 70. piso de Gastroenterologia, para hacer el diagnésti
co difereﬁciai de 2 grupos de padecimientos:

1l.- Ictericos (obstructivos o hepatocelulares)

2.- Soséechosos de neoplasia, con el fin de confirmar el --

diagnéstico presuntivo dado por la historia.clinica.

La toma de productos se realizé en condiciones basales, se-
procedidé a separar el suero sanguineo media hora después de su ob-
tencién y se realizé la determinacién de fosfatasa alcalina y sus-
isoenzimas y de la leucina aminopeptidasa por las siguientes técni

cas.

FOSFATASA ALCALINA

Técnica.- BESSEY LOWRY-BROCK.

FUNDAMENTO.

Las fosfatasas rompen el grupo fosfato del p-nitrofenil fos
fato con fgrmacién del p-nitrofenol libre, que en solucidén &cida -

diluida es incoloro. En medio alcalino se transforma en ién nitro-
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fenolato con coloracién amarillo intenso proporcional a la canti--
dad de la enzima presente. La reaccidén se efectda durante 30 minu-
tos exactamente y se detiene por la adicién del hidréxido de sodio
que inactiva la enzima y al mismo tiempo diluye el color del nitro

fenolato. -

2.- MATERIAL Y EQUIPO.
2.1 Substancias
glicina g. p.
Cloruro de magnesio hexahidratado g. p.
Hidréxido de sodio g. p.
p—nitfofenil fosfato disédico q. p.
p-nitrofenol g. p.
2.2 Reactivos
Hidréxido de sodio 0.2 N
Hidréxido de sodio 0.02 N
Amortiguador alcalino
Stock substrato en tabletas
Solucién estandar concentrada 10 mM/1

.2.3 Preparacién de soluciones

Hidréxido de sodio 0,02N.- Tomar 100 ml de la solucién de hi--
dréxido de sodio 0.2N y aforar a 1000 ml con agua destilada.
Substrato amortiguador alcalino pH 10.3.- Se prepara en el mo-

mento de usarse. Disolver una tableta de stock substrato en --
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1.2 ml de agua destilada y afladir la misma canticad de amorti-
guador alcalino.

Solu;ién estandar diluida 0.0§ mM/1.- Aforar 5 ml de la solu--
cién estandar concentrada a 1000 ml con agua destiladg.
Material

Tubos de ensayo

Pipetas de 0.1 ml, 1 ml, 2 ml, 5ml, y 10 ml.

Bafio maria a 37°C.

Equipo

Fotometro modelo M; serie No. 35507

3.- METODO

Material biologico.

0.1 ml de suero

Técnica.

a) Marcar dos tubos con los nGmeros 1 y 2, afiadir a cada uno 1
ml de substrato amortiguador alcalino precalentado a 37°C.

b) Afiadir 0.1 ml de suero al tubo marcado con el No. 2 y 0.1 -
ml de agua destilada al tubo marcado con el No. 1.

c) Incubar a 37°C durante 30 minutos exactamente.

d) Afiadir a los dos tubos 10 ml de hidréxido de sodio 0.02N y-
mezclar por inversién.

e) Leer a 415 nm.

f) Llevar a 100 por ciento de trasmitancia con el tubo 1 y ano

tar la lectura del tubo No. 2.
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g) Afiadir dos gotas de &cido clorhidrico concentrado en cada -
tubo y mezclar por inversidn.
h) Volver a leer ajustando a 100 por ciento de trasmitancia --

con el tubo No. 1

Unidades de la Unidades de la
UNIDADES DE F.A. = la. lectura - 2a. lectura.

UNIDAD DE F. A.
La unidad enzimitica se define como el niimero de milimoles-

de p-nitrofenol formado en 60 minutos por litro de suero.

4.3 CURVA DE CALIBRACION

Tubo HZO dest. NaOH Sol. estandar di- Unidades
No. ml. 0.2N ml  luida 0.05 nM/1 alcalinas

1 10 Il 0 4 0

2 8 1.1 2 2

2 6 3.1 4 4

4 4 LGk 6 6

S 2 Thll. 8 8

6 0 8 10 10

Llevar a 100% de trasmitancia con el tubo No. 1. Leer a 415

4.4 VALORES NORMALES

Adultos 0.8~2.3 Unidades

Nifios 2.8-6.7 Unidades
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En caso de lectura muy alta, diluir conun tubo tratado como

blanco y multiplicar el resultado por dos (2).

ISOENZIMAS DE LA FOSFATASA ALCALINA.
Técnica.- Procedimiento de Beckman Microzona en membrana de

acetato de celulosa.

1.- FUNDAMENTO

Las isoenzimas de la F. A. son separadas por electroforesis
en membrana de acetato de celulosa. La actividad relativa es deter
minada por incubacién en un gel conteniendo un substrato iodoxil, -
seguido por una determinacién densitométrica de el color resultan-
te. Para facilitar la interpretacién del electrofotograma se apli-
ca igual cantidad de suero calentado a una temperatura de 56°C por

10 minutos y suero sin calentar en la misma membrana.

2.- MATERIAL Y EQUIPO

Substrato fostatasa alcalina
Amortiguador fosfatasa alcalina pH lo. 2
Isoenzimas de F. A.

Agar-Noble Difco 2%

2.2 Preparacidén de reactivos.

Substrato F. A. p-toluidin 5 Br-4 Cl-3 iodoxil fosfato 2x1073M

reconstituido con 8 ml. del amortiguador pH 10.2 estable por 8

horas en refrigeracién.
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Amortiguador fosfatasa alcalina pH 10.2.- 2 metil amino 1-3 --

propanodiol, cloruro de magnesio 2 x 1073M, estable por un afio
entre temperaturas de 2 a 8°C.

Isoenzimas de fosfatasa alcalina.- Una mezcla de isoenzimas de

F. A. de intestino de bovino y de placenta humana en un medio-
estabilizado. Reconstruir con 2 ml de agua destilada. Estable-
por un afio en estado seco a temperatura de 2-8°C.

Amortiguador - Gelman HR.— Barbital-tris pH 8.8, fuerza iénica

0.04.

2.3_Equipo
Cémara modelo Beckman R-100 para microzona, sistema electroforé
tico con membrana de acetato de celulosa.
Densitometro Beckman Modelo R-110, con integrador digital para-
microzona modelo R-111.
Aplicador de microzona de 0.025 microlitros

Membrana de acetato de clulosa.

2.4 Material.
Pipetas pasteur
Pepetas de 1, 2, 5 y 10 ml.
Vasos de precipitado

Charola de pléstico.
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3.- TECNICA

3.1 Material biolbgico.

Suero sin inactivar

Suero inactivado por calentamiento a 56°C por 10 minutos

3.2 P-rocedimiento

3.2.1 Se coloca la membrana de acetato de celulosa en un recipiente
conteniendo solucién amortiguadora y dejarla por 5 a 10 minutos.

3.2.2 Sacar la membrana y secarla antes de colocarla en la celda --
Beckman, a la cual se le afiadié solucién amortiguadora Gelman -
HR has£a la marca.

3.2.3 Aplicar un microlitro de suero (4 aplicaciones) en la posi-=-
cibén cercana al cétodo.

3.2.4 pplicar un microlito de suero inactivado en la misma posicién
catiénica, y se procede a correr 1; electroforesis a 250 volts-
por 60 minutos o a 300 volts por 40 minutos, a una temperatura-
de 4°é. (se puede correr dentro del £éfrigerador). El corrimien

to de las muestras se realiza de CATODO (-) AL ANODO (+).

3.3 Desarrollo del calor.

3.3.1 Reconstruir el substrato de F. A. con 5.0 ml de amortiguador-
pH 10.2.

3.3.2 Durante la separacibén electroforética calentar el frasco de -
Agar-Noble en un bafio de agua hirviendo hasta que funda. Enfriar

a una temperatura de 70°C aproximadamente y mezclar con el fras
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co de substrato reconstruido. Colocarlo inmediatamente en la -
charalo de plastico de manera que se extienda uniformemente --

por toda la charola y .dejarlo a temperatura del cuarto a que -

se solidifique.

3.3.3 Cuando la separacidén electroforética es completa, remover la

membrana de la celda y extenderla sobre la superficie de agar-
de manera que ésta quede invertida. Cuidar que no queden burbu
jas de aire entre la membrana y la superficie de agar. Incubar

a 37°C por una hora.

3.3.4 Al terminar el desarrollo de color de las muestras, se remue

4.

ve la membrana y se lava, primero al chorro de agua y después-
con &cido acético al 5% de una a tres veces. Se seca la membra

na a temperatura ambiente por 11/2 hora.

Trazos densitométricos.
Fueron obtenidos con equipo densitométrico Beckman modelo -

R-110, con un integrador digital modelo R-11ll microzona. -

area bajo la curva nos da el valor de las isoenzimas.

NOTA.

La inactivacién del suero se realiza de la siguiente mane--

ra: Una alicuota del suero es incubada por 10 minutos en un bafio -

maria con una temperatura de 56°C + 6 - 1; inmediatamente se pasa-

a un recipiente con hielo dejidndolo de 5 a 10 minutos; se saca el-

tubo con el suero ya inactivado y se deja a temperatura ambiente.
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La temperatura del bafio maria debe ser cuidadosamente contro
lada porque marcados cambios de calentamientos causa desnaturaliza-
cibén por las pequefias variaciones de temperatura. En cada membrana-
de acetato de celulosa se corren 8 muestras de suero. (4 normales y

4 inactivadas).

LEUCINA AMINOPEPTIDASA.

Técnica.- Nagel W.y Szasz G.

1.- FUNDAMENTO
La LAP rompe el extremo terminal de la L-leucin-p-nitro
anilina liberando p-nitroanilina, produciendo un color amarillo in
tenso. Se toma la lectura de la reaccién al 1 minuto, 2 minutos y-
tres minutos, a 405 nm. La determinacién de la D. 0. es por dife--

rencia por minuto.

2.- MATERIAL Y EQUIPO

Celdilla
Tubo de ensayo

Pipetas

ULPO
Fotometro modelo M, serie No. 35507
Soluciones.
Solucién amortiguadorg

Liofilizado
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Solucién calibrada de p-nitroanilina

Solucién fisioldgica 0.9%

3.- TECNICA

Material bioldgico.

0.2 ml de suero

PROCEDIMIENTO.

3.1 Se disuelve el liofilizado con 3 ml de la solucién amor-
tiguadora y es estable por un dfia a 20-25°C o una semana aproxima-
damente a 4°cC.

3.2 Colocar en una celdilla:
Solucién amortiguadora 3.0 ml
Suero 0.2 ml

3.3 Se mezclan y se lee la D. 0. al minuto. Volver a leer exacta--
mente al segundo y tercer minuto.

3.4 Se encuentra el valor de la lectura sacando la diferencia por-

minuto (A E/min).

NOTA.- Cuando la diferencia de la D. O. entre las muestras-
es mayor a 0.080 por minuto (4055, se mezclan 0.1 ml de suero con-
0.4 ml de solucién fisiolégica 0.9% y se repite el ensayo con 0.2-
ml de esta dilucién. El resultado obtenido se multiplica por cinco
(5) .

Si la lectura no puede ser tomada a 405 nm, se prepara una-
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curva estandar con p-nitroanilina solucidn calibrada y se lleva a-

cabo la determinacién al método de 15 minutos.

‘Método de 15 minutos.- Verter la solucidén dentro de la cel

dilla y leer la D. 0. E;, dejar por 15 minutos exactamente a 25°C-

y leer la D.O. E,-
Ep = E = E

Los valores para la actividad de la LAP se obtienen de la -
curva de calibracién.
Cuando la diferencia de D. O. es mayor a 0.500 diluir la --

muestra como se indicd anteriormente.

1616 X E405 nm/min = mU/ml

6 leer en tabla No. 6
Valores normales.

Suero 8 - 22 mU/ml (25°C)

Unidad.-

La cantidad de enzima que convierte %umole de.substrato por
minuto, bajo condiciones Sptimas altas a temperatura de 25°C y re=-
lacionado a 1 ml.

l1 mUu = 0.001 U

1 U/ml

1 mole substrato convertido
minuto por mililitro.
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TABLA DE VALORES PARA LPA

MEDIDA A 405 nm.

E/min mU/ml E/min mU/ml
0.001 2 0.041 66
2 3 42 68

3 5 43 69

4 6 44 71

5 8 45 73

6 10 46 74

7 i G 47 76

8 13 48 78

9 15 49 79
0.010 16 0.050 8l
11 18 S 82

12 19 52 84

13 21 53 86

14 23 54 87

15 24 55 89

16 26 56 90

17 27 B 92

18 29 58 94

19 31 59 95
0.020 32 0.060 97
21 34 61 99

22 36 62 100

23 37 63 102

24 39 64 103

25 40 65 105

26 . 42 66 107

27 44 a7 108

28 45 68 110

29 47 69 112
0.030 48 0.070 143
3% 50 7 | 115

32 52 72 116

33 53 73 118

34 55 74 120

35 57 5 121

36 58 76 123

37 60 .5 124

38 61 78 126

39 63 79 128
0.040 65 0.080 129

&
TABLA No. 6
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RESULTADOS

Se presentan en los siguientes cuadros una clasificacién-
de acuerdo a los distintos padecimientos de los 50 pacientes es-
tudiados y en la mayoria de ellos datos de laboratorio que ayuda
ron a la confirmacién o modificacién del diagnéstico, lo que es-
tén indicados en columnas asi como los valores de referencia que
se presentan en la primera lfinea.

Se presentan trazos densitométricos de las isoenzimas de-

fosfatasa alcalina sin inactivar e inactivada.

e T

Figura No. 9.- Trazo densitométrico de una curva normal, obser--
vando 100% Higado.

& S

Figura No. 10.- Trazo densitométrico de un paciente que presenté °*
coledocolitiasis, observédndose bandas de isoenzi
mas de HiR, HiL y P.A.

=




CUADRO No. 1
DIAGNOSTICO.- COLEDOCOLITIASIS

Valores normales| 8-22 U.| 0.7-2.7 130-150 [0-0.2 |0.2-1.0|15-40| 6=3
U/ml [} mg/100ml|mg/100|mg/100 |U/ml | U/ml

Pac. | Edad| Sexo LAP F.A. | Isoenzimas de la F,A, ( . Col B.D. B.T. TGO TGP
No. HiR HiL Hu InR InL | P.A,

b 58 F 11.0 12.0 39,95] 32.85 23.32 4.0] 350 5,5 4.7 64 70
2 58 F 14.5 14.0 0.2 34.44 9.4 349

3 54 F 6.5 17.4 47.6 22.2 2351 6.1 104 0.7 1.3 .2 21
4 48 M 14.0 6.2 82,2 11.8 98 9.8 7.9 104 67
LS 53 F 20.0 12.0 69.9 30.1 142 1.2 2.9 84 21
6 29 F 8.0 16.0 88.9 2.42 5.786 2.87] 230 12.6 4.7 39 102
7 65 F 18.0 8.0 f6.1 13,9 228 0.7 0.2 56 65
8 35 F 30.0 7.6 53,0 46.9

9 43 F 5.0 4.4 60.2 39.8 153 8:2 0.3 36 22
10 52 F 3.0 F:3 72.0 8,5 | 19,5 365 1.2 5.2
XY 46 F 5.5 6.7 44.13 9.43 | 29.13 Sdd 210/165| 4.3 1.4 270 320

Se estudiaron 11 pacientes, todos presentaron niveles elevados de F.A. y solo uno de LAP. Su
modelo electroforético presentd las siguientes bandas:

BANDA No. de casos presentada % promedio
Higado 11/11 63.22
Hueso 6/11 19.01
Intestino 6/11 15.53
Pancreas 4/11 4.77
Abreviaturas HiR = higado rapida

HiLL. = higado lenta

Hu = hueso

InR = intestino rapida

InL intestino lenta

nou

P.A, Pancreas




CUADRO No. 2
DIAGNOSTICO.~ ABSCESO HEPATICO AMIBIANO

valores normales | 8-22 U| 0.7-2.7 130-150 | 0-0.2 [0.2-1.0 15-40| 6-35
U/ml mg/100m1| mg/100|mg/100 | U/ml | U/ml

Pac. | Edad | Sexo | LAP FA Iscenzimas de la F,A, (%) Col B.D. Be T TGO TGP
No. HiR . | HiL Hu | InR | InL | P.A.

I 59 M 18.0 8.6 62,3 |14.7 |17.0 6 176 0.4 0.7 40 42

2 39 M 6.0 9.3 40.62 | 27.81 21.5 10.52| 128 0.4 0.7 131 60

3 29 F 8.0 16.0 89.84 | 89.84|3.81| 6.71]: 230 12.6  |4.7 39 102
4 60 F 11 2.7 64.2 | 35.8 107 0.4 0.2 56 26

5 43 F 7 24.7 51.72 | 27.6 12.64 8.04| 121 102 30

6 31 M 4 2.4 77.4 O T 70 0.4 0.2 34 32

7 30 M 8.0 10.4 67.0 | 28.0 [5.0 . 137/91 |0.5 0.4 68 75

8 45 F 8.0 8.3 7359 26,1 85/46 0.4 0.2 42 9

9 52 F 9.5 12.4 54.8 | 45.2

10 41 P 8.0 11.6 46.2 | 23.2 16.3] 6.3] 8.3

Se estudiaron 10 pacientes, de los cuales 9 presentaron niveles elevados de F.A., y todos
presentaron niveles normales de LAP. Su por ciento promedio observado de las bandas de --

isocenzimas fue:

BANDA No.de casos presentada
HIGADO 10/10
HUESO 4/10
Intestino * 5710

Pancreas 4/10

% promedio

62.79
6.89
15.41
8.21



CUADRO No. 3
DIAGNOSTICO.~ COLECISTITIS CRONICA

Valores normales| 8-22U| 0.7-2.7 130~-150 | 0-0.2 |0.2-1.0| 15-40 | 6-35
U/ml mg/100ml| mg/100|mg/100 U/ml u/ml
Pac. | Edad | Sexo| LAP F.A. Isoenzimas de la F.A, (%) Col B.D. BL.T TGO | TGP
No. HiR . | HiL Hu InR| InL{ P.A.
1 70 F 5 5alb 86.3 4.4] 9.3 140 3.6 nEy 36 89
2 24 F 6.0 7.0 69.7 | 19.4) 10.9 143/91 1.4 1.4 24 40
De 2 pacientes estudiados, ambos presentaron niveles elevados de F.A. y niveles normales
de LAP. Su por ciento promedio de las bandas de isocenzimas cbservadas fue:
BANDA No. de casos presentada % promedio
HIGADO 2/2 78.0
HUESO 2/2 7.65
INTESTINO 1/2 9.3
CUADRO No. 4
DIAGNOSTICO.- CIRROSIS HEPATICA
Valores normales |8-22U| 0.7-2.7 130-150 |0-0.2 |0.2-1.0| 15-40| 6-35
U/ml mg/100ml|mg/100| mg/100 U/ml U/ml
Pac. | Edad | Sexo | LAP F.A, Iscenzimas de la F.A. (%) Col B.D. B.I. TGO TGP
| No. HiR Hu | InR | InL|P.A.
1 48 F 50 5.8 60.9 39,1 85 2.8 21 120 69
2 51 M 55 24,0 47.33]136.24 13.12 4.13]| 166 0.4 1.0 16 34
3 21 M 25 10.4 69.9 |30.1
4 46 F 3 7,3 72.0 8.5 |19.5 365 1.2 3.2
5 49 M 28 8.0 48.56)24.24|27.10 107/64 |0.6 0.3 29 13

Se estudiaron 5 pacientes,

BANDA
HIGADO
HUESO

INTESTINO

PANCREAS

presentando todos niveles elevados de F.A, y solo 4 niveles de
LAP. Su por ciento promedio de las bandas observadas fue:

No. de casos presentada

5/5
2/5
2/5
1/5

% promedio
5027
17.8
16.31
4.13



DIAGNOSTICO.- OBSTRUCCION BILIAR

CUADRO No.

5

Valores normales |8-22U| 0.7-2.7 130-150 (0-0.2 |0.2-1.0| 15-40| 6-35
U/ml mg/100ml| mg/100| mg/100 | ¥/ml | U/ml
Pac.| Edad | Sexo LAP F.A. Iscenzimas de la F.A.| (%) Col B.D. B.T. TGO TGP
No. HiR HiL Hu InR |InL | P.A,
1 46 M 40 12.0 87.0 13.0 322 A3 115 92 70
2 38 M 40 16.0 66.0 [16.8 |[10.8 700 14.4 8:7 200 650
3 35 F 25 10.0 64.28 23.81 11.9

Se estudiaron 3 pacientes, todos presentaron niveles elevados de F.A. y LAP. Su modelo
electroforético presenté las siguientes bandas:

BANDA

HIGADO

HUESO

INTESTINO

No. de casos presentada

3/3
3/3

1/3

% promedio

72.42

15.86

11:9

R e ————



CUADRO No. 6
DIAGNOSTICO.~ CANCER DE VESICULA

vValores normales| 8-22U| 0.7-2.7 130-150 [{0-0.2 [0.2-1.0|15-40 6-35
U/ml mg/100ml|mg/100| mg/100 | U/ml U/ml
Pac.| Edad | Sexo LAP F.A. Isoenzimas de la F.A. (%) Col B.D. B, T. TGO TGP
No. HiR HiL Hu| InR InL| P.A.
b 69 F 30 22.8 37:62.137.78 24.6 1040 24.4 12,9 110 102
2 64 F 25 18.0 53.4 22,3 17.6F 6.3 390 22.7 15.9 92 68
3 64 F 30 21.4 56.2 33.4 B3
4 67 F 50 6.7 73.0 27,0 170 b Led 73 65
5 65 F 35 22.8 60.11 | 32.61 390/285 |10.4 - 1 140 96

Se estudiaron 5 pacientes, todos presentaron niveles elevados de F.A. y LAP. Su por
ciento promedio de las bandas de isoenzimas observadas fue:

BANDA No. de casos presentada % promedio
HIGADO 5/5 56.06
INTESTINO 2/5 o 08 |
PANCREAS 2/5 7:3



CUADRO No. 7

DIAGNOSTICO.~ CANCER DE ESTOMAGO
Niveles normales [8-22U | 0.7-2.7 130-150 [0-0.2 |0.2~-1.0| 15-40 6-35
U/ml mg/100ml| mg/100| mg/100 U/ml | U/ml
Pac.| Edad | Sexo LAP F.A. Isocenzimas de la F.A. Col B.D. B Xs TGO TGP
No. HiR | HiL | Hu|] InR |InL|P.A.
X 52 F 25 22.8 56.75] 15.3 28.2 650 9.4 6.3 111 102
2 64 F 2 2.6 150 - - 18 6
Se estudiaron 2 pacientes, el primero presenté6 niveles elevados de F.A. y LAP, el 'segundo
presenté niveles normales de las dos enzimas y su modelo electroforético presenté una cur
va normal. En el primero se observaron bandas de Hfgado e intestino.
CUADRO No. 8
DIAGNOSTICO.- CANCER DE COLON
Valores normales |8-22U| 0.7-2.7 130-150 [0-0.2 |0.2-1.0| 15-40 6-35
U/ml 100ml| mg/100| mg/100 U/ml U/ml |
Pac. | Edad | Sexo | LAP F.A. Isoenzimas de F.A. (%) Col B, D B.I. TGO TGP
HiR HiL Hu InR | InL|P,A,
1 36 M 6 2.4 68.52 31.5 272 0.4 0.2 32 30
2 32 F 5.0 3.0 69.3 {31.5 9.5
Se estudiaron 2 pacientes los cuales presentaron niveles normales de F.A. y LAP. Su por

ciento promedio de las bandas de isoenzimas fue:

BANDA

HIGADO
HUESO
INTESTINO

No. de casos presentada

2/2
1/2
1/2

% promed

68.91
31.5
9.5

io




CUADRO No. 9

DIAGNOSTICO.- CANCER VIAS BILIARES

Valores normales| 8-22U0 (0.7-2.7 130-150 |0-0.2 10.2-1.0| 15-40 | 6-35
U/ml mg/100ml) mg/100/mg/100 | U/ml |U/ml |
Pac.| Edad | Sexo| LAP |[F.A. Isoenzimas de F.A. ) Col B.D. B.I. TGO TGP
No. HiR |HiL |Hu| InR §InL| P.A.
L a2 M 40.0 116.0 66.0 |16.8 10.8 700 14.4 8.7 200 650
2 54 F 26.4 120.1 56.48|22.77 20.75 142 14.0 1.3 112 135

Se estudiaron 2 pacientes, ambos presentaron niveles elevados de F.A. y LAP. Su por ciento
promedio de las bandas de isoenzimas fue:

BANDA No. de casos presentada % promedio
HIGADO 2/ 61.24

INTESTINO 2/2 L5370V




CUADRO No. 10
DIAGNOSTICO.~ CANCER DE CABEZA DE PANCREAS
Valores normales | 8-22U| 0.7-2.7 130-150 |0-0.2 |0.2~1.0| 15-40| 6-35
U/ml mg/100ml|mg/100|mg/100 | U/ml | U/ml
Pac.| Edad| Sexo LAP F.A. col B.D. B.I. TGO TGP
No. Isoenzimas de la F.A. (%)
BiR | HiL, | Ha| InR | In P.A.
1 48 M 50 67.2 46.4 | 43.1 8.6 378 24.0 222 160 140
2 48 M 50 67.2 38.8 | 31,2 22.8 o (]
3 56 M 25 18.0 53.4 ] 22.3 17.6 6.7
Los tres pacientes estudiados presentaron niveles elevados de la F.A. y LAP. Su por ciento
promedio de las bandas de isoenzimas fue:
BANDA No. de casos presentada % promedio
HIGADO 3/3 47.0
INTESTINO 2/3 21.4
PANCREAS 2/3 7.65
CUADRO No. 1l
DIAGNOSTICO.- HEPATOMA
Valores normales |8-22U| 0.7-2.7 130-150 | 0-0.2 |0.,2-1.0| 15-40| 6-35
U/ml mg/100ml| mg/100 |mg/100 U/ml| U/ml
‘Pac.| Edad | Sexo LAP F.A. Col B.D. B.T. TGO TGP
No. Isoenzimas de la F.A. (%)
HiR HiL Hu | InR |InL| P.A.
26 €68 F 18 5L, 3 88.4 | 11.6 137 o7 139 110 38
2 63 F 21.4] 7.6 45.9 |32.5 12.9 8.7 166 0.4 1.0 16 34
3 59 F 10,5 ] 2.6 B83.6 16.3

De 3 pacientes estudiados, 2 presentaron niveles elevados de F.A. y todos niveles normales
de LAP. Su por ciento promedio de las bandas de isoenzimas observadas fue:

BANDA
HIGADO
INTEST

INO

PANCREAS

No. de casos presentada

3/3
3/3

1/3

% promedio

725

63

13.6
8.7




CUADRO No. 12
DIAGNOSTICO.- CANCER OSEOQ
valores normales | 8-22U | 0.7-2.7 130-150 [0-0.2| 0.2-1.0 [15-40] 6-35
U/ml mg/100ml jmg/100 mg/100 U/ml| U/ml
Pac.| Edad| Sexo LAP F.A. Col B.D, BT TGO TGP
No. Iscenzimas de la F.A. (
HiR| HiL Hu InR | InL| P,A.
1 50 F 9 17 .2 100 0.4 1.2
Se estudié unicamente un paciente, presentd niveles elevados de la F.A. y niveles normal
de LAP. Su modelo electroforético presenté6 una banda de hueso unicamente.
CUADRO No. 13
. DIAGNOSTICO.~ MIELOMA MULTIPLE
Valores normales| 8-22U | 0.7-2.7 130-150 |0-0.2 | 0.2-1.0| 15-40| 6-35
U/ml mg/100ml |mg/100| mg /100 U/ml| U/ml
Pac, | Edad | Sexo LAP F.A. Col B:D. 9.1, TGO TGP
No. Isoenzimas de la F.A, )
HiR |HiL Hu InR | InL | P.A, .
1 55 M 7 2.4 10 250/120 0.4 0.2 15 15

Se estudibé un paciente, y presentd niveles normales de F.A. y LAP.
Su modelo electroforético presenté una banda de higado unicamente.



CUADRO No. 14

DIAGNOSTICO.- TROMBOSIS MESENTERICA VESICULAR CON NECROSIS DE YEYUNO

E ILEON.
Valores normales| 8-22U| 0.7-2.7 130-150 | 0-0.2 | 0.2~1.0| 15-40] 6-35
U/ml mg/100ml| mq/100| mg /100 U/ml| U/ml
Pac.| Edad| Sexo LAP F.A. col B.D. B,T. TGO | TGP
No. __Jg%gnzimag_dg la F.A (%)
HiR | HiL Hu InR| InL | P.A,
1 39 F 5 2,5 CUIRV A N|ORMIA L 104/80 0.4 0.2 52 85

Se estudié solo un paciente presentando niveles normales de F.A. y LAP. Su modelo
electroforético presenté una curva normal.
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DISCUSION

El objetivo fundamental del trabajo, fue valorar las enzi-
mas de la LAP y F.A. y sus isoenzimas conjuntamente como una ayu-
da en el diagnostico presuntivo de un grupo de pacientes ingresa-
dns en el servicio de Gastroenterologia del Centro Medico La Raza.
Como se puede observar en los resultados, algunos diagnosticos --
fueron confirmados y otros variaron, los cuales se presentan en -
los cuadros Nd. 1 al 14, y donde se pueden observar las determina
ciones de otra prueba de laboratorio como colesterol, bilirrubina
directa, bilirrubina indirecta, transaminasa glut@mica pirtivica -
y transaminasa glutdmica oxalacética, las cuales también ayudaron
al clinico al diagnostico final del paciente.

En el cuadro No. 1 correspondiente a coledocolitiasis de -
los 11 pacientes estudiados todos pre;entaron niveles elevados de
F.A. y solo uno de LAP, el modelo electroforético presentd las -
bandas de higado, hueso, intestino y pancreas. Comparando este mo-
delo con uno normal, observamos que la curva ncrmal da un trazo -
correspondiente a higado en un 100 % como se observa en la figura
No. 1, la figura No. 2 pertenece a un trazo densitométrico de un-
paciente con coledocolitiasis, agqui podemos observar que el higa-
do presenta picos mds definidos y no como la normal que se obser-
va como un ligero monte. La presencia de las otras bandas de iso-

enzimas significa una anormalidad.
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Se hace notorio la aparicién en los tres casos de coledo-
colitiasis asociada a pancreatitis dela fraccién del pdncreas. -
En la mayoria de ellos al tratarse de una coledocolitiasis pura-
vemos la frecuencia en la aparicidén de la banda de la isoenzima-
de hueso, alin cuando observamos también en el caso No.6 la pre--
sencia de la fraccidén de pdncreas, la cual pudiera ser debida a-
una inflamacidén pancreatica pasajera y que era detectada en el -
momento de la toma de la muestra. Los otros datos de laboratorio
presentados en 10 de los 11 pacientes corresponden al tipo de pa
decimientos que tratamos.

La coledocolitiasis fue comprobada por intervencién qui--
rirgica y en todos ellos aparecieron cdlculos vesiculares o bi--
liares.

En el cuadro No.2 correspondiente a absceso hepdtico ami-
biano, se estudiarén 10 pacientes de los cuales 9 presentaron ele
vacién de la F.A. y todos niveles normales de LAP. Su modelo =--
electroforético se presento anormal apareciendo bandas de higado,
hueso, intestino y pdncreas.

Todos los pacientes fueron anictéricos con excepcién del-
'No. 3 que también presento coledocolitiasis, esto nos lo demos--
tré el valor alto cbservado en la bilirrubina. La aparicidén de -
las diferentes bandas de isocenzimas representan por si mismas --
una anormalidad. Se puede observar la insidencia de intestino rd

pido en 5 de los 10 pacientes y la presencia de la fraccidén de -
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pdncreas en ellos.

Los valores que se tienen de las otras pruebas de labora-
torio concuerdan con el cuadro clinico presentado.

En el cuadro No. 3 correspondiente a colecistitis crénica
se estudiaron 2 pacientes que presentaron valores de F.A. eleva-
da y la IAP normales. Su modelo electroforético se presenté anor
mal apareciendo bandas de higado, hueso e intestino caracteristi
cas de esta enfermedad, al igual que los datos de laboratorio -
se presentan concordantes con este padecimiento.

En el cuadro No.4 correspondiente a cirrosis hepdtica, se
estudiaron 5 pacientes presentando todos niveles elevados'de F.A.
y solo 4 de IAP. Su modelo electroferético presentd bandas de hi
gado, hueso, intestino y pdncreas, los 5 pacientes presentan alte
raciones distintas de las bandas de ?soenzimas, en los pacientes
2 y 3 en que se observa una elevacidn paraiela de F.A.y ILAP se -
asocian otros padecimie ntos como insuficiencia renal crénica y -
T.B.renal. Todos los otros datos de laboratorio concuerdan con -

el padecimiento. Dos pacientes fueron ictéricos y 3 anictéricos.

En el cuadro No. 5 correspondiente a obstruccidén biliar, -
se estudiaron 3 pacientes»bresentando todos niveles elevados de-
F.A y LAP. Su modelo electroforético se presentd anormal obser--
vandose bandas de higado, hueso e intestino. Todos los valores -

obtenidos en las otras pruebas de laboratorio presentan concor--
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dancia con el padecimiento debido a la falta de eliminacién por -
via biliar.

En el cuadro No.6 correspondiente a cancer de vesicula, se
estudiaron 5 pacientes presentando todos niveles elevados de F.A.
y LAP. Su modelo electoforético presenté bandas anormales de hi--
gado, intestino y pdncreas. Los valores de FA. y LAP concuerdan -
con los otros datos del laboratorio en la comprobacién del diag--
néstico, este fué hecho por anatomia patologica y reportaron en -
el caso No.4 la metdstasis a higado.

En el cuadro No. 7 correspondiente a cdncer de estdémago se
estudiaron 2 pacientes, el primero un paciente icterico present6-
niveles elevados de F.A. y LAP y su modelo electoforético anormal
presento bandas de higado e intestino. El segundo paciente presen
té niveles normales de F.A. y IAP y su modelo electroforetico fue
normal.

Los resultados de los datos de laboratorio del primer pa--
ciente se observaron anormales ya que se asocia a esta enfermedad
una metdstasis multiple, sin embargo en el caso No. 2 no es demos
trable la utilidad de las pruebas utilizadas para el diagndstico-
de céncer de estdmago.

En el cuadro No. 8 correspondiente a céncer de célon, se -
estudiaron 2 pacientes que presentaron niveles normales de F.A. y
LAP. Su modelo electroforético se presentd anormal con bandas de-

higado e intestino. En el paciente No.l los datos del laboratorio
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se presentan normales, sin embargo en el paciente No. 2 presenté
una ictericia que en apariencia involucra un padecimiento extra-
hepdtico probable, ya que incluso aparece la banda de isocenzima -
de higado lenta.

En el cuadro No. 9 correspondiente a Cancer de vias bilia-
res, se estudiaron 2 pacientes, ambos ictéricos y con niveles —---
aumentados de F.A. y IAP. Su modelo electroforético se presentd -
anormal observandose bandas de higado e intestino. El primer pa--
ciente presento una obstruccién debida al mismo cdncer por lo que
la ictericia se presento mds marcada. El segundo paciente presen-
tdé una ictericia en menor intensidad debido al mismo padecimiento.

En el cuadro No.l0 correspondiente a cancer de cabeza de -
pancreas, se estudiaron 3 pacientes presentando niveles elevados-
de F.A. y LAP. Su modelo electroforético se presentd anormal, ob
servdndose bandas de isonezimas de higado, intestino y pdncreas.-
Llama la atencidn en ellos la aparicidén de la fraccidén de péancreas.

En el cuadro No. 1l correspondiente a hepatoma, se estu---
diaron 3 pacientes, solo uno presenté niveles elevados de F.A. to
dos presentaron niveles normales de LAP.Su modelo electroforético
presentd bandas anormales de higado, intestino y pincreas. En el-
paciente No. 2 llama la atencidén la aparicién de la banda de pin
creas debido probablemente a una metdstasis de higado. En los ---
pacientes No., 1 y No. 3 no existe anormalidad de LAP ni de F.A. -

pero cbservaron la fraccidén de intestino en ellos.
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En el cuadro No.l2 correspondiente a cdncer oseo se estu-
dé un paciente que presentd niveles normales de LAP y elevados -
de F.A.Su modelo electroforético se presentd anormal observdndo-
se unicamente una banda de isoenzima de hueso. Fue un paciente -
anictérico, en este pa@ecimiento llama la atensién los resulta--
dos de una IAP normal y una F.A. elevada, debido a la actividad-
osteobldstica, asi mismo la aparicién de una sola banda corres-
pondiente a hueso.

En el cuadro No. 13 correspondiente a mieloma miltiple se
estudid un paciente anictérico, que presentd niveles normales de
F.A. y ILAP, y su modelo electroforético fue anormal presentando-
-bandas de higado rdpida y lenta. En este caso la determinacién -
de las pruebas F.A. y IAP no aportaron ninguna ayuda clinica pa-
ra su diagndstico, sin embargo el electroforetograma si presenta
anormalidad en las bandas correspondientes a higado.

Cuadro No. 14 correspondiente a trombosis mesénterica ve-
sicular. Se estudid un paciente presentando niveles normales de-
F.A. y IAP. Su modelo electroforético presenté una curva nor-
mal. En este caso tampoco el estudio de la F.A. e isoenzimas y -
'LAP no son de ayuda al clinico para su diagndstico. El paciente-
estudiado fue anictérico.

La frecuencia de aparicidén de la banda de higado en los -
distintos cuadros presentados, es debido a que de acuerdo al ti-

po de padecimiento en ellos, involucra en mayor o menor grado al
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higado. Podemos observar en los 50 pacientes estudiados que la --
frecuencia de aparicidén de esta banda es de un 100 %, y la del --
intestino de un 54%.

También podemos observar que la banda de iscenzima de pan-
creas aparece.-tanto en los casos de cdncer de cabeza de pancreas-
como en pancreatitis, lo que a n;;stro juicio la aparicién de ---
ella no nos aporta un dato 100 % positivo de presencia de cancer-
ya que una simple inflamacién hace que aparezca esta banda por lo

que no estamos de acuerdo con lo reportado por Chung-Ja Mo Cha, -

Balduino Mastrofrancesco, Sungman Cha y Henry T. Randall.
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RESUMEN

En este trabajo en el que se pretende demostrar la utili-

dad clinica de las determinaciones de leucino aminopeptidasa y -

fosfatasa alcalina y sus isoenzimas, presentamos:

1).-

2).-

3=

4) .-

5).-

Generalidades sobre las determinacién de fosfatasa alcalina,
isoenzimas de la misma y la leucina aminopeptidasa.

Material y métodos donde se describen con detalles las téc-

nicas de laboratorio empleadas asi como el material biolégi

co utilizado.

Reporte de los resultados obtenidos de las pruebas antes men
cionadas practicadas a 50 pacientes que constituyen el pre
sente estudio, en 14 cuadros clasificados de acuerdo a los -
diagndésticos confirmados (coledocolitiasis, absceso hepdtico
amibiano, colecistitis crénica, cirrosis hepética, obstruc--
cién biliar, cadncer de vias biliares, cdncer de cabeza de --
pancreas, hepatoma, cdncer oseo, mielama multiple y tromgo——
sis mesentérica.

Se presenta una breve discusidén de los resultados,.haciendo—
hincapié sobre la aparicién de las bandas de isoenzimas dée -
la fosfatasa alcalina en las distintas enfermedades y que no
aparecen en un suero normal, asi como la frecuencia de alte-
racién de la fogfatasa alcalina y leucina aminopeptidasa.

Por dltimo las conclusiones del trabajo realizado.
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CONCLUSIONES

A la revisidén de los resultados obtenidos en nuestro trabajo
en el que se estudiaron 50 pacientes con distintos padecimientos-
y valorar la ayuda diagnbéstica que pudiera darnos la determina---
cién de las enzimas leucina aminopeptidasa, fosfatasa alcalina y-
sus isocenzimas, observamos que la aparicién de cualquier banda de
isoenzimas de la F.A. indica anormalidad, por lo tanto si puede -
utilizarse como una prueba de ayuda al diagndstico dependiendo de
la historia clinica previa, debido a su existencia en diferentes-
érganos. Asi como observamos que en padecimientos tipo céncer gds
trico, trombosis mesénterica no representan ninguna ayuda para el
diagndstico de estas enfermedades, y que la determinacién de la F.
A. Yy Leucina aminopeptidasa son de utilidad fundamental para dife
renciar padecimientos oseos de hepdticos. Sin embargo de f;s dos-
pruebas enzimdticas, sigue siendo la fosfatasa alcalina la de ma-

yor sensibilidad para los distintos padecimientos tratados.
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