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I NTRODUCCTION



Zimas de la fosfatasa alcalina dsea y hepdtica -
pudieran tener mayor aplicacion en problemas cli
nicos, ya que es frecuente observar aumento en -
dicha actividad catalitica del suero, tanto en -
padeciwientos de l1a encruci jada hepatobiliar, co
mo en aquéllas que cursan con una actividad os--
teoblésticg aumentada {(12),

Los procedimiontoé fque con mas frecuencia -
se ha; utilizado con este fin son:i: La cromatogra
f{n en celulosas modificadas (13}, la separacién
por electroforesis en gel de almidén (14,15,16),
procedimientos inmunoqu{micos (17,18), uso de ac
tivadores ¢ inhibidores (19,20,21), afinidad por
diferentes sustratos (22}, medicion de la activi
dad a diferentes valores de pll (23,25), y deter-
minacion de las constantes de Michaeclls también
a diferentes valores de pl (1,26).

Por proecedimientos quirﬁrﬁicos se ha preten
dido relactonar ol aumento de la actividad con -
las particulares conliciones experimentales em--
asi wismo se hi buscado 1a relacion en-

pPleadas

tre la inprestion de dietas de Af forente composi-




En traba jos anteriores efectuados en el De-
partamento de Bioquimica del Hospital de Enferme
dades de 1ia Nutricion, se hizo un intento para -
encontrar criterios que permitieran distinguir -
en el suero humano la fosfatasa de origen 6seo,
de aquella actividad similar que se origina en -
higado (1-5). Esta idea :le distinguir el origen
tisular de las enzimas ha sido aplicada también
a2 otras isozimas, designandose con este nombre a
aquellas proteinas que tienen la particularidad
de catalizar la misma reaccidn quimica (6).

Debe quedar bien establecido, que ademas de
las isozimas de fosfatasa alealina de hipgado y -
de hueso, existen en el suero otras isozimas que
pProceden de 1la mucosa Iintestinal, del rindn y de
los leucocitos (7,9),

Por mét dos inmunoquimicos y electrofordti-
€os se ha precisado quo, probablemente, ol compo
nente mas importante de las isovimas de la fosfa
tasa alcalina presente en el suero os aquél ue
pProcede del tojide dseo (9,10,11).  Por otra par

te cabe considerar que la distincion de las iso-




Zimas de la fosfatasa alcalina dsea y hepitica -
pudieran tener mayor aplicacién en problemas cli
nicos, ya que es frecuente observar aumento en -
dicha actividad catalitica del suero, tanto en -
padecimrientos de la encruci jada hepatobiliar, co
mo en aquellas que cursan con una actividad os--
teoblastica aumentada (12),
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se ha; utilizado con este fin son: La cromatogra
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por electroforesis en gel de almidon (l4,15,16),
procedimientos inmunoquimicos (17,1R), uso de agc
tivadores e inhibidores (19,20,21), afinidad por
diferentes sustratos (22), medicidn de la activi
dad a diferentes valores de pl (23,25), y deter-
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a diferentes valores de pH (1,26).

Por procedimientos quirirgicos se ha preten
dido relacionar el aumento de la actividad con -
las particulares condiciones experimentales em--

s’
pl ~radas asi mismo se ha buscode la relacion en-

tre 1a infpestion de dietas de diferente composi-



cidn y la actividad existente en linfa Yy en suén
ro (27,28,29.30), y en ambos casos se han aplica
do varios criterios con la misma intencidn.

Es de gran trascendencia para el diagndsti-
ce de diferentes condicliones patoldgicas, ei po-
der distinguir la procedencia tisular de las en-
zimas, puesto que esta informacion necesariamen-
te dard luz acerca del drpano fundamentalmente -
afectado por un padecimiento determinado. Es --
bien conocilo el hecho de que lesiones parenqui-
matosas producen escape al espacio intravascular
de actividades enzimaticas que pueden ser cuanti

’
ficadas, aunque por lo demas debe entenderse que

)
la presencia de enzimas tisulares en el suero no
se explica Gnicamente por el escape de las mis--
mas cuando hay lesiones parenquimatosas. La dis
tincidn de las isozimas también seria de gran va
lor para poder sepuir la evolucion de las enfer-
medades,

El primer intento de distincidon de las fos-

’ .
fatasas alcatinasx dsea y hepatica efectuado por

¢l prupo de investipacion con el que se ha cola-




borado fue hecho directamente en suero, estudian
do caracter{sticas cinéticas de las actividades

medidas a diferentes concentraciones de icnes hi
drdgeno: en esta forma se determinaron constan--
tes de Michaelis para dos diferentes sustratos -
(p-nitro fenilfosfato de sodio y f-glicerofosfa-~

to de sodio), el efecto de Mgtt

y de la fuerza -
ionica as{ como la influencia de la temperatura

sobre la estabhilidad y actividad de la enzima --
{1-3). Sin erbargo, no se pudo obtener un crite
rio claro que permitiera la distincion fdcil de

dichas isozimas, puesto que exist{a la duda de -
la variabilidad en la composicion del suero con

respecto a los diferentes componentes de fosfatg
*a alcalina que se oripinan en varios tejidos. -
En estas condiciones se hizo indiﬁponsable puri-
ficar las isozimas Jdo higado y de hueso y estu~-~
diar cada una de =us caracteristicas cinéticas.

Se explord on ellas la influencia del ply la --
temperatura sobre la velocidad maxima y la cons-
n el aefccto do -

tante e Mychaelts {4)

. 4y e
' ) [P ¥ 2144

la temperatura sobre cada una de las isozimas en




lo que respecta a su estabilidad y a la velocii-
dad de la reaccion que cataliza (5).

Una vez coneocidos los datos anteriores hubo
indicacidn precisa de estudiar las mismas consS—-
tantes en mwezclas de isozimas ya que es asi como
se encucntran en ¢l sucro humano y por lo tanto
tambidn investipar el efecto de este ultimo so--
bre las constantes de las isozimas aisladas y sgo
bre sus mezclas,

En este trabajo se informan los resultados
obten;dos al estudiar el efecto de la temperatu-
ra sobre las mezclas de i1sczimas solas y adiciq-

nadas de suero humano.
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Parece pertiﬁehte referirnos en este cép{tg
lo a revisar en forma somera el efecto que la --
tewperatura tiene sobre las reacciones quimicas
catalizadas por enzimas, yva nue éste fue el tema
de estudio que se abordd en el presente trabajo.

Al aumentar la temperatura de un sistema en
ziratico se modifican a la vez varios factores -
que determinan la velocidad de la reaccidn cata-
lizada por la enzima.

a}).- En primer lugar, es bien sabido que a
mayer temperatura las proteinas se des
naturalizan con mas rapidez y esto co-
mo consecuencia de la elevacidn térmi-
ca ocasiona un rompimiento de los puen
tes de hidrdépgeno que son responsables
en gran parte de la estructura tercia-
ria -~ las protnfnas. El efecto de 1la
temperatura sobre la estabilidad de la
enzima se puede explorar preincubando
la solucidn de enzima a diferentes tem
peraturas durante un tiempo determina-

do y midiendo la velocidad residual en



las mismas condiciones ({pH, fuerza 16-
ntca, etc.).

Debe tenerse presente que la desnatura
lizacidn de una proteina por el calor
varfa con las condiciones experimenta-
les, de tal manera que siempre debe --
precisarse el pH de la solucidn, fuer-
za i6nica de la misma y tiempo de ca--
lentamiento.

Puesto que la desnaturalizacidn de las
proteinas puede ser un proceso reversi
ble y ya que la medicidn de la veloci-
dad residual es representativa del nd-
mero de moléculas de la enzima que se
encuentra con estado nativo, es decir -
no desnaturalizada, al graficar el lo-
caritmo de la velocidad residual vs:
1/T sc¢ obtiene una linea con pendiente
positiva cuyo valor multiplicado por -
RT da 1la vnvrnfa de activacidn para el
proceson le conversidn de enzima nativa

en enzima desnaturalizada o sea lo que




b).-

se ha 1llamado energfa de conversidn o
en@rgfa de desnaturalizacidn.
LLa elevacion de la temperatura ocasio-
na un aumento en la velocidad de rompi
miento del complejo ES en E4P, es de--
cir en la reaccidn:
ky
Enzima + Sustrato Enzima-Sustrato
K2
. k )
Enzima-Sustrato 3 Enzima 4+ Producto
equivale a un aumento de kq lo que se
representa por Qn incremento en la ve-
locidad maxima. Al medir esta Ultima
constante a varias temperaturas se tie
ne una roprnsontacién de lo que se ha
designado como coeficiente de tempera-
tura que indica como aumenta la veloci
dad para un incremento dado de tempera
tura. Esto mismo se ha expresado como
el valor Qo de cada enzima que indica
las veces que aumenta la velocidad de
la reaccidn por un incremento de tempe

ratura Jde 10°C. Si se mide la veloci-




dad de una reaccidn a diferentes temperatu-
ras y los resultados obtenidos se grafican
conforme a la ecuacidn de Arrhenius:

v
log _2_ - Ha + RT
vl 2.303R  Ta-Tg

Ha = 2.303R (pendiente)-RT
en donde:
Vi ¥ Vo = velocidades encontradas a las -

temperaturas absolutas Ty y Ty

Ha = energia de activacidn
R = constante de los gases
RT = se ha aproximado a un valor de 600 -

calorf?s para todos los casos.
Es decir logaritmo de V vs.1/T se obtiene -
una linea cuya pendiente negativa es la re-

presentact dn del quebrado:

Ha + RT
7.303 R

dicha pendiente se multiplica por 2.303 R o
sea .87 (2.307% x 1,087 cal-1, mole-1), se
RT. Este va

obtiene un valor que es I Ha t

lor o~ 1 habitualmente consipgnado en la 11




c).-

d) .-
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teratura como energfa de activacidn y
corresponde a lo que se ha designado -
con la letra E y es mayor que el calor
de activacidén en una cantidad aproxima
da de 600 calorfas / mol-. Los valo--
res consignados en este trabajo corres
ponden al calor de activacion ( Ha).
La temperatura modifica la afinidad de
la enzima por el sustrato, es decir se
modifican los valores de ky y ka. De-
bido a ésto es muy importante tener la
precaucidén de que al estudiar el efec-
to de la temperatura sobre una reac---
cidn enzimatica se tenga la concentra-
cidn suficiente de sustrato para satu-
rar la enzima.

I.La temperatura afecta el pH de los com
ponentes del sistoma enzimatico, ya --
aque cowo o5 sabido cada uno de los gru
pos funclonales disocia con un particu
lar calor de tonizacién, de modo que -

al wodificar 1a temperatura, se modifi
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ca el pK de dichos grupos.

e).~ La temperatura modifica la afinidad de
las enzimas por posibles activadores 0o
inhibidores,

f).- 51 el sistema comprende la sucesion de
dos reacciones catalizadas por diferen
tes enzimas, es posible nque al elevar
la temperatura haya un cambio en el --
rarcador de paso, ya que las dos enzi-
mas puecden tener diferente coeficiente
de temperatura.

g).- Por Ultimo la temperatura puede modifi
car las conliciones del sistema mismo
de incubacion, ya que el pH de la solu
cidn amortiguadora puede cambiar, as{
como también la solubilidad de los ga-
sos, etc.

Por lo anteriormente considerado es obvio -
que no tiene sentido hablar de temperatura Spti-
mé, ya que eésta dnpanderﬁ del tiempo de incuba-~-
C‘én. lo cual se deduce del hecho de que por una

parte 1a velocidad puede aumentar con la conse--
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cuente elevacidn de la temperatura y por la otra
la velocidad tiehde a disminuir como consecuen--
cia de 1la desnaﬁgralizacién de la enzima y el --
cambio de la afinidad de la enzima por el sustra

to etc.
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Se purificaron las enzimas de un higado y -
de un tumor mgligno de hueso (osteosarcoma). En
lo que se refiere al primer drganc se tuvo la se
guridad de que la paciente a la que se le practi
¢é la autopsia no presentaba ningin padecimiento
del organo, la causa de la muerte fue hemérragia
aguda.

Se tomd esta precaucidn con el fin de estar
razonablemente ciertos de que la enzima purifica
da era la correspondiente a tejido normal. Por
supuesto que en el caso del osteosarcoma no se -
t‘ene ninpuna sepuridad que la enzima purificada
corresponda al tejido dseo normal, sin embargo,
se procodié en esta forma por el hecho de que el
tumor representa una situacion extrema de activi
dad osteoblistica aumentada y es en cierta forma
probable que ol incremento on fosfatasa alcalina
qQue se ve en osta condicidn, tanto en tejido neg

. - e 10 TTE , zima
plasico, como en suero, corresponde a la en iu

£
que normelmente se encuoentra on hueso. Ademas,
en los ostudios hechos por otros autores se uti-

117‘6 el mismo tipo Je tumor y por lo tanto exis-
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te la posibilidad de poder comparar nuestros re-
sultados con los datos obtenidos anteriormente.
El procedimiento de purificacidon descrito -

por Schlamowitz y colaboradores {9) consistid en:

v

HIGADO

1.- E1 hipado, que pesaba 1105 g., se tomd
inmediatamente dospués de extirparlo y se perfun
did con apua destilada fr{a. hasta que se elimi-
né la mavor parte de la sangre del lecho vascu--
lar, esta manlobra se hizo a través de la vena -
porta y de otros vasos en la cara inferior del -
orpano.

2.- Se homopeneizé el hipado en una licuadg
ra con un volumen de apua y un volumen de alco--
hol: se aprepd al homopeneizado un volumen igual
de acetato de rtilo y tolueno (1:1).

Y.~ Se ajusio el plt a 6.9.

b.- Kl homogencizado se dejé en autolisis -
cuatro di{as y medio a temperatura ambiente (el -
método oripinal recomienda tres dfas).

rd )
. . RGO0X
f.- La preparacion se centrifuge a 1 g

. - < -
durante 2¢ minutos a una temperatura de 3°C, se




parando de esta wmanera los nucleos, las células
completas y las membranas.

6.- Al sobrenadante a 10°C se le ajustd el
pH, con dcido acético glacial, a 4.6.

7.- Se dejo reposar una hora a 1ReC.

B.~- Se centrifugd duranfe 15 minutos a ---
2 500 C a 5°C y el sobrenadante se tratd con --
etanol absoluto {(1.14 volumenes). |

9.- El sedimiento se separd nuavamente por
centrifupgacidén en frio y Sse lavd una vez mas —-
con etanol.

10.- Se liofilizo y el polvo residual se --
cromatorrafid sobre di-etil-amino-etil-celulosa
(DEAE- Celulosa) en las sipuientes condiciones:

a.,- Se pesaron 25 g. de DEAE- celulosa.

b.- Se suspendid en apua suficiente, mez--
clandose perfectamente blen con un agitador me-
canico durante 15 minutos, inmediatamente des--
pués se centrifupo a 1200x g durante 10 nminutos
y se decantd: esta operacion se hizo tres veces,

Co= Una vez decantada se le agrogé un volu

L4
men de una solucidn €¢.3 M de fosfato monosodico,
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se mezcld perfectamente con el agitador mecanico
durante 15 minutos, se centrifugd a 1200x g du--
rante 10 minutos y se decantd; ésto se hizo tres
veces.

d.- Se le apregd a la celulosa ya decantada
suficiente hidrdxido de sodio 0.5 Y y se¢ mezcld
con el agitador mecanico durante 15 minutos cen-
trifugando a 1200x g durante 10 minutos.

e.- Se lavd tres veces con agua.

f.- Se le adiciond un volumen de una mezcla
alcohol-éter 1:1 mezclando con el agitador me ca.-
nico durante 15 minutes y se centrifugd 10 minu-
tos a 1200x g, esta operacidon se hizo tres veces.

g.- Se agregd apua con un pH entre 8 y 9, -
ésto se hizo dos veces y finalmente se empac6 -
una columna de vidrio de 13 mm de diametro infe-
rior y 5CC mm de altura.

La columna se empacd a presion (200 mm de -
He), una vez montada se instald en el cuarto ---
frfo a 4°C en o1 cual iba a estar hasta el térmi
no e 1a pnrifirnrién; se lavo la columna con --

100 0l de awortiruador le fosfatos, inmediatamen
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te después se agregd la muestra liofilizada y pe
sada (0,249 g.), se corrid un gradiente hiperbd-
lico de fosfatos (fosfato monosddico 0.3M y fos-
fato disddico C0.01M), empleando un sistema de --
tres matraces erlenmeyer comunicados entre si --
por el fondo, con presioén de aire uniforme en --
los tres.

Se recolectaron fracciones de 5 ml, median~
te un colector de fracciones automatico, por la
columna se pasaron P00 ml. de pradiante de fosfa
tos.

De las fracciones recolectadas se tomdé el -
pR cada 10 tubos y una muestra de 0.5 ml. para -
determinacidn de fésforo jnorgénico: Segﬁn se --
iban recolectando las fracciones, se dializaban
en bolsas de celofdan contra un amortiguador de -
acetato (0.05M) cloruro de sodio (O0.1M) con un -
pH 7.2, canbiandose el 1{quido de didlisis cada
dos o tres horas, cuatro veces y de jando diali-~--
zar una ultima vez durante ® horas, al término -
de este tierpo se vaciaron l1as bolsas en tubos -

, . Hme !
AN ferent es rFuaardandose bien tapados y a 4°9C has-
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ta el momento de utilizarlos.

Una vez terminada la cromatograffa se rege-
neré la columna, siguiendo nuevamente 10s inci--
sos ¢ al h, quedando de osfa manera lista para -

emplearse otra vez,

HUESO

1.- El tumor obtenido fue un osteosarcoma -
del tercio superior de la rodilla. Inmediatamen
te después de la amputacién se quitaron las par-
tes blandas y se resecdé la parte tumoral blanda
Separéndola del tejido dseo; 70 g. de este teji-
do se homopgeneizaron en agua destilada fria, uti
lizando primero un molino para triturar el teji-
do y posteriormente una licuadora. La homogeni-
zacidn se hizo con cuatro voliumenes de agua, al
volumen final (352 ml.) se le agregd 1 ml. de --

cloroformo.

2.- Se dejd reposar el homogeneizado a tem-
peratura ambiente durante LR horas.
1.- Se separd el sobrenadante por centrifu-

eacidn en frio y se dializdé durante 72 horas con

. - 7 ’ > - -
tra dos litres de apua destilada fria, esta se -
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cambié una vez a las 12 horas, se hizo esta did-
1isis en el cuarto frio (4°C).

4.- Se 1liofilizd la preparacidn obtenida --
despucs de la dialisis, una porcidn del l1iofili-
zado se cromatografio en DEAE-celulosa siguiendo
la secuencia de purificacion ya senalada en h{gg
do.

La actividad de la fosfatasa alcalina se de
termino mediante dos procedimientos: el descrito
por Bessey Lowry y Brock (32) que se basa en el
cuanteo del producto formado por la hidrdlisis -
del p-nitro-fenil-fosfato que se utiliza como --
sustrato, y midiendo el producto formado en un -
fotocolorimetro Bausch & Lomb a 415 mu.

Se hizo la modificacidén de incrementar la -
concentracidn de hidrdxido de sodio, que se usa
para detener la reaccidn, llegando hasta 0.2M -~
puesto que la aconsejada por los autores (0.05M)
se encontrd que no es suficiente, ademas se au--
mentd 1a concentracion del amortipuador usado ~-
hastia ser de 66 uV en el sistema, puesto que se

V'
obhservad que concentraciones menores no mantenian
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el pH durante el curso de la reaccidn.

El segundo procedimiento es el de Bodansky
{(313) que usaB-plicero-fosfate como sustrato Yy -
determina fdésforo inorganico liberado, por un --
procedimienta coloerimetrico midiendo a 720 mu.

Fara ajustar el pH del medio de la reaccion
se utilizo amortiguador glicina-NaOH (0.2M) que
tiene un pK de 9,7, Siempre se tuvo la certeza
de que o1 p! se mantuvo a través del perfodo de
incubacidn,

Se trabajd siempre con tiempos de incuba---
cidn diferentes de acuerdo con los resultados de
los experimentos sobre estabilidad enzimatica --
realizados de modo preliminar, el tiempo de incu
bacidn fue el minimo necesario para obtener bue-
na sensibilidad aun con conccimiento de que a PH
por arriba de 10 la vulo¢idad inicial se wmantie-
ne s6lo en los primeres minutos: no obstante con
curvas de propreso obtenidas en esas coadiciones
es posible hacer las correcciones adecuadas.

Se define come actividad ospoc{Fica el nﬁmg

ro mili miero moles de producto liberadas en una
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hora por mg. de proteina.

En las curvas de variacion de sustrato em--
pleadas para determinar las constantes de Michae
lis, se incluyeron de 21 a 26 puntos cxperimenta
les. La concentracion de sustrato empleada en -
el sistema de incubacidn, para estos estudios va
rié de C.C063 a 5.04 mM en el caso del p-nitro-
fenil-fosfato y de 0.0257 a 25.7 uM paraB-glice

ro-fosfato.




RESULTADOS
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lLa figura #.1 seffala las energfas de activa
cidn de las merzclas de las isozimas de h{gado y
hueso a diferentes valores de pH, estudios que -
se hicieron con el fin de averiguar si el efecto
de pl sobre la enerpfa de activacidn de las iso-
zimas en estudio, es similar al que se observa -
en las isozimas aisladas y que ha sido informado
con anterioridad (5). Puesto que como se ha men
clonado antes, el propésjta fundamental de este
trabajo o= ol do lograr distinguir el origen ti-
sular de la actividad de la fosfatasa alcalina -
del suero, se explord el efecto que tiene la adi
cidn de éxte Gltimo sobre la energia de activa--
cidn de la iserima hepatica y de una mezcla de -
ella y de la dsea, lo cual se ilustra en la figu

ra # 2

f.os valores encontrados para las onorﬁ{as -

de activacian en los experimentos referidos en -
L.
s para fines de comparacion

las fipuras anteriore

’
son presentados en la tablta # 1, Jjuntos con aque

1los que tueron obtenidos para las isozimas als-

ladas en diferentes condiciones experimentales y
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que fueron comunicados con anterioridad (5) (ta-
bla # 1).

Fn lo que se refiere a la desnaturalizacién
de la erzima los datos se ilustran en la figura
4 3 que contiene los estudios realizados con la
itsozimwa de hirado y de hueso des;més de nque fue-
ron cramatoprafiadas con las mezclas de dichas -
fracciones. .o~ resultados se han graficado co-
ro ¢l loparttmo de la velocidad vs. la reciproca
de la temperatura a la que fue sometida la isozi
ma durante su preincubacién para desnaturalizar-
la, que en esa forma la pendiente positiva obte-
nida ilﬁstra le que ha sido desipgnado como ener-
pia de desnaturalizacidén o de conversion segun -
se ha expresado con anterioridad.

lLa figura 4 U contiene ¢l mismo tipo de es-
tudio, pero en el que se ha explorado la influen
cia de 1a adicidén de suero sobre la desnaturali-
zacian de las isozimas y de sus mezclas por la -
temperatura.,

l.a tabla 311 contiene los valores de la ---

enerpia e convvrﬁiéﬂ para los Oprrlmvntub ilug
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purificada de higado y hueso y a una mezcla de -

las miswas (fig. # 2},
Los valores abtenidos para la energia de --

conversion se presentan en la tabla # III.
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EXERGIAS DE ACTIVACION

ESPECIE pH 8.480{pH G.25ipH 9.65|pH 10.1

Higaudo antes
de

Cromatoprafia 9310 5700 76C0 7800
H{, ado después

de ]
Cromatorrafia - - 10650 -
Vezcla de
lsozimas 9140 7769 ¢c1he 9597
Hipado ma s
Suero - 5okl 5027 6398
Vezcla de
I«pzimas mas
Suero — | - 5027 -

Los valores se

expresan en Calorfas/Mole.




TABLA

IX

EXERGIAS DE DESNATURALIZACLOX

EXERGIA

e, 000

118,000

anteos Ao

cromrataograliia

,
mras sueroe

104,000

{eradn v huese antes
P .
4o croratogprafia mas

sSuero

117,000

Huersa despues de
I
cromateprafia

20C,CCO

Huese antes de

-
crowatoprratia

135,CC0

lHueso antes de
cromatopratia

.
mas Su2Ll’o

120,000

tiueso despues de
cromatorrafia mas
nigado ".s"spué,\ de
cromatoprat fa

Suero normal

Jul:io 11




T

ABLA

III

ENERGIAS DE DESYNATURALIZACION

FECHA ESPECIE ENERGIA
Julio 12 ! Suero patoldgico # 57,000
Julio 27 | Suero patologico §# 99;000

Suero patologico # 58, 000
Suero patoldgico # 124,000
Suero patologico $# 3,000
Suero patoldgico # 162,000
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El pH afecta la energia de activacidn de las
mezclas de isozimas de h{pado y hueso en la misma
forma que la isozima hepdtica, segin se habfa vig
to antertormente {5). A pH de 9.25 o mas elevado
el suero afadido causa una disminucidn de 1la ener
pia de activacidn de manera considerable lo cual
quizd puede ser interpretado en el sentido de que
la isozira hepatica forma alein agrepado mas o me
nos firme con alguna protefna del suero, y el com
plejo as{ formado, responde en menor cuant{a al -
rfecto de la temperatura que se refleja en un au-
mento de la velocidad de la reaccion. Puesto que
las especies de las isozimas que se seleccionaron
para estudiar la energfa de activacidon en las mei
clas de las mismas a aquéllas que no estan comple
tamente purificadas, es decir, antes de ser some-
tidas a la cromatograffa en celulosa modificada,
ya que las cspecies as{ obtenidas tienen energf{as
de activacidn del miswo orden de magnitud, no es
posible esperar que se refleje en la mezcla un --

conportamiento diferente del observado en cada --

una de las isezimas,
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Este tipo de estudios deberfa ser efectuado -
con las isozimas que ya han sido purificadas, pues
to que en estas especies se ve mayor diferencia en
los valores correspondientes a la energia de acti-
vacidn. De cualquier forma se puede anticipar que
la deternminacidn de la enorg{a de activacidnno nos
proporcionaria un criterio adecuado para resolu---
cidn del problema que se ha planteado, o sea la di
ferencincidn de los componentes de la fosfatasa al
calina nque existen en el suero humano en condicio-
nes norrmales y patologicas.

En camhio, los estudios realizados < n la des
naturalizacidén por la temperatura ofrecieron infor
macion que ha sido la mas alentadora para el fin -
que se ha persepuldo a traves de la serie de trabg
jos sohre este tema que se han efectuado en este -
laborat-rio, ya que puede apreciarse tanto en la -
figura # 3 y 4, como en la tabla # 11 que la enzi-
pa de orlgen 6seo0 es mas sensible a la temperatura,
que la enzima de origoen hopdtico Yy asto se aprecia
sobre todo para aguellas espegies que han sido com

pletamente purificadas, ya que para la primera se
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Este tipo de estudios deberfa ser efectuado -
con las isozimas que ya han sido purificadas, pues
to que en estas especies se ve mayor diferencia en
los valores correspondicente: a la energia de acti-
vacidn. De cualquier forma se puede anticipar que
la deterninacidon de la energia de activacidnno nos
proporcionarfa un criterio adecuado para resolu---
cion del problema que se ha planteado, o sea la di
ferenciacion de 103'c0mponontns de la fosfatasa al
calina rque existen en el suero humano en condicio-
nes normales y patolagicas.

En cambio, los esturdios realizados con la des

naturalizacidn por la temperatura ofrecieron infor

macion que ha sido la mds alentadora para el fin -
que se ha perseguido a través de la serie de traba
jos sobre este tema que se han efectuado en este -
laboratorio, ya fue puede apreciarse tanto en la -
figura # 3 y 4, como en la tabla & 11 que la enzi-
na de origen 6500 €s mas sensible a la temperatura,
que la enziwa de origen hopﬁtico y ¢sto se aprecia
sobre todoe para aquellas espegies que han sido com

pleotamente purificadas, ya que para la primera se
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6sea, observacidn que es contraria a lo que se ha
afirmado anteriormente por el anilisis de la ta--
bla $ T1. Fsta ararente discrepancia puede expli
carse s5i se toma en cuenta de que los valores de
la enerpia de desnaturalizacidn fueron calculados
>ara los intervalos de tewperatura comprendidos -
entre 3¢ y 60 y que el experimento de la figura #
$ se realizd sometiendo la enzima a una temperatu
ra de incubacidén de 55°C, Puesto que la pendien-
te positiva que se obtiene al graficar los datos
para obtener la energia de desnaturalizacidn cam-
bia con la temperatura, se debe ser muy cauto en
el intervalo escogido a fin de poder comparar los
datos obtenidos en diferentes condiciones experi-
mentales,

Una exploracién mds cuidadosa de estos he---
chos aque permitieran aplicar el criterio de desna
turalizacidn a la diferenciacion de las enzimas -
de la fosfatasa alcalina, ha demostrade que efec-
tivamente existe una disociacidn del comportamien
to en ¢l sentido de que a temperaturas por deba jo

de 50°C o1 hipado es mas sensible a un tiempo de
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calentariento de 5 Tinutos, pero a temperaturas -
supericres a las que se ha indicado, la enzima de
Hueso s menosx Tesistente.

Los resultados ahtenidos en las figuras # &
¥ 7. aue estin consignados en la tabla $# IT71, cla
ramente indican que la desnaturalizacidn por tem-
Feratera puede constituir un criterio para la di-
ferenciacisn de las enzimas de la fosfatasa alea-
lina. Fn efecte, en un case e hiperparntiroidig
ro, padecimiento en el gque hay una actividad o0s--
teoblastica aumentada, se observa que la enzima -
tiene una energia de desnaturalizacidn elevada, -
mas precida a la que se observd con la isozima --
6593, tal como era de esperarse, y eon cambio, con
un paciente con obstruccion de vi{as biliares se -
encontrd que la energia de desnaturalizacidn se -
aproxima y a'in se encuentra por debajoe de los va-
lores encontrados para la isozima hopﬁticn. Esto
indicaria nue la fosfatasa alcalina se¢ eleava en -
los casos de obstruccion biliar como consecuencla
de 1a isozima correspondiente a hi-

Ae un aumento

. -
Fado, en otra=m palabras se npoynrfn la hipotesis
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de sobreproduccion y no la de regurgitacidn de la
fesfatasa alcalina.

El andlisis de los experimentos consignados
en la figura ¢ 6 y en la tabla # IIIX proporcionan
datos de gran intereés, En primer lugar se ve que
sobre una gran parte de la temperatura, la adi---
cidn de las isozimas purificadas o de una mezcla
de ellas no mwodifica sustancialmente la velocidad
con la que se destruye por el calor la fosfatasa
alcalina presente en un suero patoldgico. Sin em
bargo a temperaturas por arriba de 58°C se sepa--
ran para presentarse en la forma que era de espe-~
rarse 6 sea mayor senbilidad al calor para la iso
zima de origen dseo que para la hopética y una po
sicion intermedia para la mevzcla de ambas. Por -
otra parte puecde verse que el valor obtenido para
la enerpia de desnaturalizacion del suero solo, -
(99,000 calorias por wol ) es bastante mas eleva-
obtuvo para el mismo paciente 15 «-

do del que se

dfas antes (57,000 calorfas por wol ). La dife--

rencia observada se debe al hecho de que durante

'd
este intervalo la paciente, que padecia una obs--



- .35 =

truccidn de las vf{as biliares por un carcinoma de
la ampolla de Vater fue operada, restableciéndose
el drenaje de la bilis por una anastomosis del co

lédoco con el yeyuno.
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La adicién de suerp humano disminuye la ener-
p{a de activacidn de las isozimas de la fosfa
tasa alcalina de manecra considerable, notando

’
se esta sobre todo en la isozima hepética.

I'd :
I.La energia de activacidn no proporciona un --
criterio asdecuado para la diferenciacion de -
1os componentes de la fosfatasa alcalina pre-

Ld
sente en ol suero humano normal y patologico.

4 . 7
De mayor valor es la encrgia de conversion --
. 2 .
(desnaturalizacién) con lo cual se comprueba
= N N
el hecho de que la isozima de origen oseo esS
mas sensible a la temperatura que la isozima
de origen hepatice, ya que para la primera se
,-
encontrd un valor de 200,000 calorias por mo-

le, y para la segunda el valor fue de 93,000

calorfas por mol,

I.a adic\én de suero humano a las i1sozimas co-
rrespondientes produce una mayor sensibilidad

de estas a la temperatura.
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