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timas do la fosfatasa alcalina 6sea y hep~tica -

pudieran ~enrr mayor aplicaci6n en problemas cli 

nicos, ya •11.1e PS frPcue-ntP obs('rvar aumPnto en -

dicha actividad catalítica d<'l suero, tanto en -

padecirrientos dP la Pncruci Jada h<'patobi liar, co 

mo en aquéllas quf' cur~an con una act.tvidad os--

teoblást1 c;;i. n11rnc>ntada (12), 

Los procedimiPntos quP 
, 

con nias frecuencia -

se han utilizado con este fin son: La cromatogr~ 

f Í n en e o l u l o s a s m o<\ i f i e a el ns ( l J } , l a separa e i Ó n 

por electroforesis en ~el de almidón (14,15,16), 

procedimientos inmunoqu{micos (17,18), uso de ac 

tivadorPs e inhibidorrs (19 1 20,21), afinidad por 

diferf'nt<'s :-'>ustrntos (22), medición de la activi 

dad a t\:1.f<>r<>nlr>!:' valort>s do pll (?.1,2.'i), y deter-

minnciÓn <l<' las con'."tnnt:0:-; dr !-1icll<\('lis también 

a d 1 f r r r n t" ~ v" 1 o r 1• s d" p 11 ( l , 2 6) • 

Por proc:N\\111\t>nlos qu\rtÍrr:icos se ha prete.!! 

di<1o rPlac\011a1· p\ au111P11ln di' la actlvic\ad con -

tr(' la \nrT0stiÓn de' d\Ptns <lr •l\f1>t"f•nt<' composl-



En trabajos anteriores efectuados en el De-

partamento de Bioquímica del Hospital de Enferm!!_ 

dades de la Nutrición, se hizo un intento para -

encontrar criterios que permitieran distinguir -

en el suero humano la fosfatasa de origen Óseo, 

de aquella actividad :similar que se oriF,ina en -

hígado (l-5). Esta idea Je d.lstin{~u.ir el origen 

tisular ele las f'nzimas lla sido aplicada también 

a otras isozimas, dnsig-nánclos<' con estp nombre a 

aquellas prot<"Ínas quP tit"rH>n la pa1-ticularidad 

de catali7,ar la misma rf'acciÓn qu(mica (6). 

DE>b<' qur>dar bif>n flstablecido, que además de 

las 1snz1mas de fosfatasa alcalina df> hÍ~ado y -

dP hu<'so, e1:ist.Pn "" Pl suPro otras .isozimas que 

procPdf'n rlf' la mucosa int:f'stinal, <IPl rií1Ón y de 

los lPucocitos (?,Q), 

r o r n11: t d o s 1 n mu n o q u Í m 1 e o s y I' l " e t r o fo r ~ t i -

cos sr> ll::l pr0cisado •¡un, prol>ablt'llH'lllt', ol comp.Q_ 

Por otra Pª.!:. 
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timas de la fosfatasa alcalina Ósea y hepática -

pudieran ~enPr mayor aplicación en problPmas cli 
nicos, ya que PS fr<'cuPntP observar aumento en -

dicha actividad catalítica <lPl suPro, tanto en 

padec.in'.iC'ntos dP ln Pncruci jada hPpatobi liar, co 

mo en aquéllas que cursan con una actividad os--

teoblástic?- aumPntada (12). 

Los prococlimiPntos que 
, 

con mas frecuPncia -

se han ut.ili:r.ado con este fin son: La cromatogr~ 

fía en celulosas modificadas (lJ', la separación 

por electroforesis Pn gol de almidón (14,15,16), 

procedimientos .inmunoquÍmicos (17,lB), uso de ac 

tivador<'s P inhibidorPs (19, 20, 21), afinidad por 

difPrPntPs sustratos (22), medición de la activi 

dad a clifc>rPntP!1 valor<>s do pll (21,2_5), y deter-

minacir;n d<' las constant(•S dP Michat>lis también 

a diff'rPrÜ<'S V<llOrf'S di' pi! (1,26). 

Por prorf'd\mi0ntos quirtÍrr;icos se ha prete.!]_ 

d 1 do r" l a e: i o na r ,, 1 ;1u111 r- 11 to rl" l a a et i v í. el ad e o n -

las p<lrt 1 etil arl's cnn·l I el nn1'S Pxp01·im<'ntalf'S nm--
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ciÓn y ln actividad existente en linfa y en sue~ 

ro (27,28,29,JO), y en ambos casos se han aplic~ 

da varios criterios con la misma intenci6n. 

Es de gran trascend(lncia para el diagnósti­

co de difPrentP~ condiciones patolÓeicas, el po­

der distinr:uir la proc<'ci('ncia tisular <le las en­

zimas, puPsto quP "~ta información necesariamen­

te dará lu1. acerc<l dPl Ón>:ano fundamf'ntalmente -

afecta.do por un padPcimi1'nto d.etf'rminaclo. Es --

bif'n conoci·lc1 Pl hPcho di' quP ll"Siones parenqui­

matosas proclt1cPn PscapP al Pspacio intravascular 

de actividadrs enzim~ticas 1ue pueden ser cuant~ 

ficadas, aunque' por lo dftm~Í:; debC' entPndorse que 

1 a p r P.!'> t' n c l a d •' ft ni. i mas t i su 1 <\ r P s en e 1 su(' ro no 

se explica Úni canH'ntt• por Pl t•scape de las mis--

mas cuando llay lt>sion1•s part~nquim<1losas. La dis 

t 1 ne i ,; n d (' l as i so z i mas t "111 b i Ó n s P í fa el e tr. r a n v ~ 

lor par<1 podt~r s•'t:uir la t'voluciÓn dC' las cnfer-

medadps. 

El p1·lrn1•r int.••nto d1• di~llncil)n clC' las fos-

<'l rrr11pn ·Ir> \ 11\·c-:-;t\i•aci•;n c:nn r>l quP ~e> ha cola-
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borado fue hücho dJrectarnente en suero, estudia.!!. 

do características cin6ticas de las activi~ades 

medidas a diferentes concentraciones de iones hi 

dr~geno: en Psta forma se dctrrminaron constan-­

tes d P 1-i i eh ar l i :-; pi\ r a el os d i f r rentes sustratos -

(p-nitro fcnilfosfato dP sodio y P-clicerofosfa­

to dr> sodio), Pl 1'Í('ct.o dP ~lr:.LJ. y de la fuf.'rza -

iÓnica asi como l ;¡ influencia dP la temperatura 

sobre la ~~tah\lirtad y actividad de la enzima --

(l-3). Sin !"rrharr:n, no sr pudo obtent'r un crit~ 

rio claro qur pPrlT'itiPra la distinción fácil de 

dichas isozimil~1. pu,.st(I qu<' PXist{a la duda de -

la variahilir\ad rn ln composición d(>l suero con 

respf'cto a lo:"> difPr1•nt0s cpmponPntes ele fosfat~ 

s a a l e a l i na , ¡ 11 ,, s " o 1· i r· i na n 0 n "' a r i o s t P j i do s • -

E n f' s t a s e o n d i e i t) n , · s s " l ti 1. o i n' l i s p P n s a b l e Pu r i -

ficar Lis iso1.1n·;1s ..!(' l1Ír~;1do y dC' lluP!:iO y PStu-­

diar cada uno:i ,¡,. '."ll~ carac:l1'r( . ..,tica:; cin0ticas. 

tif' <'Xplor(; •'n Plla~ la inflt1t>11cL1 rl('l pi! y la -­

tPmpPratura ~o\H·i· 1.1 vo>locldad 111<Íxi111a y la cons-

t~1n:?1ic~n C'l ~fC"cto de -



lo que rP.specta a su estabilidad y a la velocH-­

dad de la rracci~n ~uo cataliza (5). 

Una Vf'Z connci<los los rtatos anteriores hubo 

indicaci~n pr0ci~a de r~tudiar las mismas cons-­

tantes en rrrzclas do isozimas ya que es así como 

se i:>ncu('ntra.n Pn t'l ">Uf>ro l111mano y por lo tanto 

tarr.bil~l1 inve~tir~i.r Pl Pft'cto de este t'iltimo so--

bre las constantP~ de las isozimas aisladas y so 

bre sus mozclas. 

En cstP trabajo ~e informan los resultados 

obtenidos al 0stucliar el efecto de la temperatu­

ra so b r t' l a s rr ~ z. e l a s d o l so i. i mas so l as Y ad i e 1 o -

nadas de suf'ro humano. 
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. /' 
Parece pertinente referirnos en este capit~ 

lo a revisar en forma somera el efecto que la --

terrperatura tiene sobre las reacciones químicas 

catr.>:.li:r.arlas por enzimas, ya quP Pste fue el tema 

de Pstudio que se abordó en el prPsrnte trabajo. 

Al aun-0ntar la t<>mperatura de un sistema en 

ziw~tico se mortifican a la vez varios factores -

que deter~inan la velocidad de la reacci¿n cata-

lizada por la enzima. 

a).- En primer luRar, es bien sabido que a 

mayor temperatura las proteínas se des 

naturalizan con más rapidez y ésto co-

mo consecuencia de la elevaci¿n t¿rmi-

ca oca.siena un rompimiento de los pue!!. 

tPs de hidrÓ('.'Pno qll<' son rósponsable~> 

en F,r<tn partf' ctf' la estructura tercia-

r j a • ., l a s pro t: f' {ni\ s . F:l efPcto de la 

tempPratura sobr<' la 0stahilidad de la 

<'n7.in:a :o;r p110rl<• <>xplnrar preincubando 

1 n so 1 11 c i Ó n d P 0 n 1. l n• a a rl i f f' r P n t P s t ª!!!. 

pPratura~ ·lt1rantP 11n li<'mpo detf'rrnina-

do y rr.1,llPndo la vPlocjdad rc-!'.'ddual en 
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las mismas condiciones (pH, fuerza 16-

ni ca. etc.). 

Debe tenerse presente que la desnatura 

lizaciÓn de> una proteína por el calor 

varía con las condicionr.s experimenta-

lrs, de tal manera que> siempre debe --

pr~clsars0 f'l pH de la solución, furr-

za iÓnica (te la misma y tiempo de ca--

lc>ntamif"nto. 

Puesto que> la drsnaturalizaciÓn de las 

protE>Ínas puede sc>r un proceso reversi 

ble y ya que la medición de la veloci-

dad residual PS representativa del 
, 

nu-

mero de molf.culas de la enzima que se 

cncur.ntra f'n estado nativo, es decir -

no desnaturalizada, al ti:raficar el lo~ 

~aritmo ele la \'f'locic.1;:1.d r{'sidual vs: 

l/T Sf' obtiene una lÍnra con pendiente 

positiva cuyo valor multiplicado por -

HT da l a " n" r f': ( a d r a c t i va c i Ó n p a r a e l 

procf'sn , l <' e o n v " r s i Ó n d <' <' n 'l. i n· a nativa 

f' n "n 7. i n· a <I f' s na tu r él 1 i :-. a <1 a o s <'a 1 o que 



se ha llamado energía de conversi¿n o 

enPrg{a de desnaturalizaci6n. 

b).- La elevaci6n de la temperatura ocasio­

na un aumento en la velocidad de romp~ 

miento dE.•l complejo ES en EtP, es de-­

cir en la roacci¿n: 

En7.ima t Sustrato Enzima-Sustrato 

Enzima-Sustrato Enzima t Producto 

equivalf> a un aumPnto de k3 lo que se 

representa por un incremento en la ve­

locirtad m~xima. Al medir esta ~ltima 

con5tante a varias temperaturas se tie 

"" una rPprPsPntaciÓn de lo qu<' se ha 

rtesi("nadn como co<'fic'iPnb" de tempera­

tura •111" i rvl i ca como aumf'nta la veloci 

dad para un incTl"l!lPnt.o dado ele temper~ 

tu1·a. :-:~to mi S!IH) :-;e> ha exprPsado como 

Pl v;llor 110 rlt> cada c>n:t.ima que> indica 

la~ Vl'Ct':-> quP aum<'nta la vPlocidad de 

la 1-Paccl<;n por 1111 .incr<'nH'nto do temp~ 

r a t 11 1· a , 1 f' 1 oº e . Si. ~e midC> la veloci-



9 

dad de 11na reacción a diferentes temperatu,.. 

ras y los rPsultados obtenidos se grafican 

conforme a la ecuación rle Arrhenius: 

= lla + RT 
2.)0)H 

Ha = 2.JO)R (pendiente)-RT 

en donde: 

V1 y V2 = v0locidados encontradas a las -

temperaturas absolutas T1 y T2 

Ha = rnerg{a de activación 

R - constante de los gases 
" 

HT = se ha aproximado a un valor de 600 -

calor!Jls para toc\os los casos. 
1 

Es <lPcir lo~arltmn c\r V vs.l/T se obtien9 -

una lfrH'ª cuya pendi<'ntn negativa es la re-

p r í' s '' n l a e 1 Ó n d r l que b r a <lo : 

lla + HT 
?.101 R 

(lichn ¡wn<\iPntP :-.r mulliJ'llca por 2.JOJ Ro 

!'; P a !J , ') 7 ( 2 . 1 C ., X l , <i f-1 7 C i\ l - l , 111 O l (1 - 1 ) , S O 

o h t. 1 l' n" 1111 \' • d l) ¡· '\ 11 l' I' :-< = 11 ~I t H r . Este va 
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teratura como energía de activación y 

correspond~ a lo que se ha designado -

con la letra E y es mayor que el calor 

de activación en una cantidad aproxirra 

da de 600 calorías / mol•. Los valo-­

res consi~na<los en este trabajo corres 

panden al calor de activación Ha). 

e).- La temperatura modifica la afinidad de 

la en7.ima por el sustrato, es decir se 

modifican los valores de k¡ y k2• De­

bido a ¿sto es muy importante tener la 

precaución de que al estudiar el efec­

to de la temperatura sobre una reac--­

ciÓn enzim~tica se tenF,a la concentra­

ción suficiente de sustrato para ~attl-

rar ln en"l.imn. 

d) .- Ln t...-'mpc'ré\tur<1 aff'cta el pH de los co!!!. 

pnnrnt~~ rlcl ."it~tomn onzim~tico, ya -­

flll ,, e o n' o P .-; ~ a b i d o c a d a u n o el e 1 o s F. r .!::!.. 

po."i func.lonal('."i cll."incin con un partiC.!::!., 

1 a r e a 1 o r 'l 1' i o n 1 .,, a ·-~ i <~ n , < \ <' m o d o q u o -

al moc\l f\ car 1;1 tcn1pf'ratura, sr> moc\ifi 
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ca el pK de dichos grupos. 

e).- La temperatura modifica la afinidad de 

las en~imas por posibles activadores ó 

inhibidores. 

f).- S1 el sistPma comprende la sucesión de 

dos reacciones catalizadas por diferen 

tes t>nzimas, PS posiblP '1llf' al elevar 

la t<>mperatura haya un cambio en el -­

~arca~or rle paso, ya que las dos enzi­

mas pue<len tener <liferente coeficiente 

de temperatura. 

g).- Por ~ltimo la temperatura puade rnodifi 

car las con,iiciones del sistema mismo 

do incubaci¿n, ya que el pH de la solu 

ciÓn amortiguadora puede cambiar, así 

como tambi¿n la solubilidad de los ga-

sc.•s, etc. 

Por lo ant{'l·iormPnto considerado os obvio -

que no tiPnP ~C>ntido hablar de temperatura Ópti­

ma, ya quP -~~ta dPponcler<Í dül tif'mpo do incuba-­

c\Ón, lo c.ial sP <\('ducP dt>l hücho dt> qu<' por una 

pnrtf' la vPlocidacl p11Pd<' aumt'ntilr con la conse--
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cu~nto elPvaciÓn de la temperatura y por la otra 

la velocidad tien<le a disminuir como consecuen-­

cia de la desnaturali~aciÓn de la enzima y el -­

cambio de la afi.nidad de la enzima por el sustr~ 

to et e. 
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Se purificaron las enzimas de un hígado y _ 

de un tumor maliRno de hueso (osteosarcoma). En 

lo que se refiere al primer 6reano se tuvo la se 

guridad de que la paciente a la que se le pract~ 

có la nutops.ia no presentaba ningún padecimiento 

del ÓrRano, la causa de la muerte fue hemorragia 

aguda. 

Se tomó esta precaución con el fin de estar 

raz.onabl C'IT'f'nt<' ci"~-to~ de que la enzima purific.!_ 

da (>ra la corrf.."spondient<' a tejido normal. Por 

supuesto qu(> en C'l caso <lel osteosarcorna no s~ -

t' '°""' ninpunn ~"'p:uridad que la enzima purificada 

corrPsponda al tejido ~~Po norwal, sin embargo, 

se procedi,) "" ··~ta forma por Pl lH'Cho de que el 

tumor rc .. pr<'~Pnla una :"ituaci<)n PxtrPma <\(> activi 

dad o~tf"ohL~~t i ca a\Jn'f'ntada y <'5 Pn ciflrta forma 

prohahl<' que• •.'1 incn•n,Pnlo on fosfatasa alcalina 

quí• sP VC' c-n c-st<l c:ondiciÓn, lnnlo t'n tfljido ne~ 

plási co, com•• ,. 11 :-.u<•rn, cnrrt•s¡ionrl<• a la Pnzima 

Ade>más, 

en l o s " s t u d l 0 s 11 1-.:: ll \J s p 0 r o t ros auto r l' s ::; e u ti -

lii.t) <'l mismo lipo ,¡., lumoc y por lo t.nnto exis-
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te la posibilidad dC' poder comparar nuestros re-

soltados con los datos obtenidos anteriormente. 

El procedimiento do purificaci¿n descrito -

por Schlamowitz y colaboradores (9) consistió en1 

lllGADO 

l.- El hÍgado, qul? p('saba 1105 g., se tomó 

inm(>diatamr·nt:t> df'spuPs d(! l'.'Xtirparlo y se perfun. 

diÓ con :tr:ua d1•sti latta fría, hasta que se elimi-

nó la n·ayor pí\rt.t~ ::le la san1~r<' <lel lPcho vascu--

lar, "~ta mnniohra s<> hir.o a trav¿s de la vena -

porta y cto otro~ vasos en la cara inferior del 

, 
or[!ano. 

2.- s,-. hornor;t"nei1.Ó rl hÍ("a<lo en unn 11cuad2_ 

ra con un volun'"" r1r a,...ua y un volum<'n de aleo--

rie acetato ·IP <'tilo y tol11Pno (1:1). 

/-' .- El lH>mut~PtH'i i.ado S•' dC'jÓ e>n autolisi.s 

--
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parando ~e esta manera los n~cleos, las c~lulas 

completas y las m~mbranas. 

6.- Al sobrenadante a 10°C se le ajustó el 

pH. con ácido acético F,lacial, a 4.6. 

?.- Se dej& reposar una hora a 1R°C. 

R.- Sp centrifu~Ó duran~e 15 minutos a ---

2 500 C a ~ºC y el sobrenadante se trató con --

etanol absoluto {1.14 vol~menes). 

9·- El sedimit~nto ' se separo nuavamente por 

centrifuF.aciÓn en frío y se lavó 
, 

una vez mas --

con etanol. 

10.- Se liofilizó y el polvo residual se --

cromatoFrafiÓ sobre di-etil-amino-etil-celulosa 

(DEAE- Celulosa) en las si~uientes condiciones: 

a.- Se pPsarnn 2~ ~· de OEAE- celulosa. 

h.- SC' susp.-.n(nó <>n a{"ua suficiente, mez--

e l á n d o s f' p"' r f " e t a m " ,, t e b \ P n e o n u n a F. i t ad o r me -

cánico d11r:-tntf> l') minuto~. inmrdintamPnte des--

pu6!'> sP c<>ntr1 f11F.Ó a 1200x g durante 10 n·inutos 

y sf' d0cant6: Psta opPraciÓn sP hizo trPs veces. 

men de' una soluci<)n O.) ~1 de fosfato monosÓdico, 
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1
.; ,. 

se mP.zc o perfectamente con el agitador mecanico 

durante 15 minutos, se centrifug6 a 1200x g du--

rante 10 minutos y se decantó; ésto se hizo tres 

V e Cf' S. 

d.- Se lP apre~¿ a la celulosa ya decantada 

suficif>nte hidróxido de> sodio 0._5 ~ y SE mezcló 

con el a~itador ~Pc~nico durante 15 minutos cen-

trifur,-ando a 1200x g durante 10 minutos. 

e.- So lavó trrs veces con a~ua. 

f.- Se le adicionó un volumen de una mezcla 

alcohol-6ter 1:1 mezclando con el agitador mee~-

nico durante 15 minutos y se centrifugó 10 minu-

tos a 1200x g, 
. .; esta operac1on se hizo tres veces. 

g.- Se a~re~Ó ar:ua con un pH entre 8 y 9, 

ésto se hi~o dos veces y finalmente so empacó --

una col11rr,na de viclrio ele 11 mm ele diámetro infe-

r i. o r y r:; 0 O mm rl <' al t u r a • 

La col 11mna SP Pmpa cÓ a pr<>s i Ón ( 200 mm de -

Hr:), una V'"'· montada se instaló en el cuarto ---

f r {o a 4 ° e P n " 1 e u a 1 1 ha a " s ta r hasta P l té rm i 

no 'I" 1 ~ purl fi c.<<1<~n; lavó 1 n columna con --

lOr rl'l ·lp anort i1•11<1dor ·IP fosfatos, inm<>ctiatam«?n 
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i , , te cespuPs se agrego la muestra liofilizada y p~ 

sarta (0.249 g.), se corrió un gradiente hiperb6-

lico rte fosfatos (fosfato monos6dico O.JM y fos-

fato disÓrtico 0.01~), empleando un sistema de 

trPs rnatracf's Prle>nnwyer corrunicados entre s:í'. 

por <'l fondo, con pr0siÓn <l(! aire unifortTle en 

SP rPcolectarnn fraccionPs de 5 rnl. median-

tí' un colPctor dc-i fraccione>s automático, por la 

col11rnna se pasaron POO ml. de vradiante de fosfa 

tos. 

íle las fraccionas recolectadas se tom6 el -

pH cada 10 tubos y una muestra ele 0.5 ml. para -

delPrminaciÓn do f6sforo inor~~nico; 
, 

segun se --

iban rPcoloctando las fracciones, se dializaban 

en bolsas dP Cf'lof:Ín contra un amortiguador de -

acPlalo (0.0')1''.) clon1ro de sodio (O.lM) con un -

pi! 7. 2, can bi ándos1' Pl l Íqu.i.clo de dinlisis cada 

dos o tr·ps hora~. cuatro Vf'Cf'S y dPjando ctiali--

zar una 1Íl l.)m;1 Vl'1. r!urantr> ~ horas, al tPrmino -
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ta el momento de utilizarlos. 

tTna vez tPrminada la cromato~raf{a se rege-

' nPro la colu~na, si~uiendo nuevamente los inci--

sos e al h, quedando de C'sta manera lista para -

emplParse otra vez. 

HUESO 

1.- El tumor obtenido fue un osteosarcoma -

del tercio supt:irior dt> la rodilla. Inrnediatamen 

te df.'SJHIPS de la amputación se quitaron las par-

tes blarnlus y st> rPsPcÓ la parto tumoral blanda 

separ~ndola del tejido Óseo; 70 g. de este teji-

do se homor:enoizaron en agua destilada fría, uti 

liz.an<lo pri111pro un molino para triturar el teji-

<lo y postrriormrnte una licuadora. La homogeni-

zac\Ón se hizo con cuatro vol~menf's de a~ua, al 

volumr>n f\nal (J"i2 ml.) Sf> lf' ar;rc>r:Ó 1 ml. ele --

cloroformo. 

2.- 5P <IPjÓ rPrrnsar f'l homor,·f.'neizacio a tem-

1.- Sf' s 0 panÍ f'l sohrf'n<H\¡111lf' por centrifu-

g :l e i ó n <' n f r ( 0 y !" " d 1 a 1 i :t. (; c l u r a n t P 7 2 h o r a s e o n 

tra dos litros d<' a1~u;\ dt'Stilada f1·Ía, ésta se -
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camhiÓ una ve7. a las 12 horas, se hizo E>sta diá-

lisis en <'1 cuarto frio (4°C). 

4.- Sf> liofilizó la prPparaciÓn Obtenida --

dE>spu~s dr la ~l~lisis, una porción del liorili-

za<lo so cromato~rafi¿ en DEAE-cPlulosa siguiendo 

la secuPnci a de puri fi cac1 Ón ya seilalada en hÍg~ 

do. 

La actividad d(• la fosfatasa alcalina ~e de 

terminó mediante dos procedimientos: el descrito 

por Be::-;s('y Lo"'rY y Brock (J2) que so basa en el 

cuanteo del producto formado por la hidrólisis -

del p-nitro-f<'nil-fosfato q\1e se utiliza como --

sustrato, y midiPndo el producto formado en un -

fotocolorÍmPtro Bau~ch 8.- Lomb a 415 mu. 

5<' hi 1.0 la moc\1 fi caci Ón de incrementar la -

concrntrac\(Ín di' hidróxido r\1:' .sodio, que se usa 

. , 
r f' a r· e 1 o n , l l<>r:<1·.1do hasta 0.2~1 --

puPstn 'I"'' 1 ¡\ aconsr> Jada por los autores (O .05M) 

s <' P n e o n t r«~ q 11 <' n o " s s u f i c 1 <' n t <' , n. d <' m á s s e a u - -

n1 Pntcí la conc1>11t!'<tclc;n dPl amottir,.uaclor usado --

/ 
cnncPntr;iclonPs mPnor1>s no mantr•n1an 
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el pH durante el curso de la reacci6n. 

El SPRunrto procPdimlento es el dp Bodansky 

(33) qu<' usa/3-r:licPro-fosf;,to como sustrato y -

determina f6sfnro inorF~nico lihf>rado, por un -­

procedi~iento colorim~trlco midiPndo a 720 mu. 

rara aJu~tar Pl pH df'l mPdio de la reacción 

Sf> utilizó amortit>:u<H\or f"lidna-~aOH (0.21'!) que 

Si.Pmprt" SC' tuvo la certeza 

tic> '111.-. r-1 p!I "" mantuvo a trav~s d(>l pPrÍor\o de 

incuba ci ()n. 

SP trabaj~ siompre con tiempos de incuba--­

ci¿n difPrentes de acuerdo con los resultaaos de 

los expürimPnto~ sobrf' estabilidad enzimática 

realit.aclos d•• modo pr<'liminar, el tiempo de incu 

baci(;n fu" ,,¡ m(nimo nPcesarlo para obtener bue­

na sc>n~i l>i l tdad •uÍn con conc-cimiento de que a pH 

p o r· a 1· r i lJ" d <' 1 O l a v p l o e i dad í n i e i a 1 se man t i e -

nP s<)lo 1•11 \os primt•r-Ps minutos: no obstante con 

curvas r\" px·n,~ 1-,..s,, l)ht.Pnitlas ('ll ('sas co.'ldiciones 

f'S po . ..,.ib\(• 1l;1(:f'l" l;\:-> c.01·r1'CCiOnl'.S adt'CUadaS. 

!Pfll1P C"l)n'<' "c:tividad Psp<'c{flca el nÚm~ 
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hora por mrr. de proteína. 

En las curvas de variación do sustr~to em-­

pleadas para determinar las constantes do Ni cha~ 

lis, se incluyeron de 21 a 26 puntos cxperimant~ 

l (' s • La conccntraci~n de sustrato emplPada en -

el sistema ti4~ incubación, para PStos estt1<li~)S v~ 

rió<[(> C.C06J a t).04 m!o: nn C'l ca!So del p-nitro­

fenil-fo~fato y df> C.0257 a 2).7 u?-l para¡3-gliC!. 

ro-fosfato. 



R E S U L T A D O S 
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La fi~ura 11 señala las f:>nf'r~í'as cte activa 

ci Ó n el <' l. a s 11: (> 7. e 1 " s ,\ e l a s i s o z i n- as el e h { g ad o y 

hueso a clifPrPntPs valores de pH, estudios que -

se hicieron con Pl fin de averi~uar si el efecto 

d e p 11 so b rt"' l a e 1w r g ( a d e a et i va e i Ó n de 1 as i so-

z.irr.as Pn Pstud.io, e:-; !.'imi lar al que se observa -

c•n las .iso;r.imas ¿J.i:;;ladas y que ha sido informado 

con antPrior·idad {.'}). Puc>sto que como se ha men 

cionado antc>s, Pl propósito fundamontal de este 

trah<1Jo ps ,-.1 <\(• lor~rar distinguir Pl orieen ti-

:Hilar "\P la activi(\ad de la fosfatasa alcalina -

rlc>l ~uPro, ~r rxplor6 Pl efecto que tiene la adi 

CiÓn <lP e'."tP lÍltin•O sobr<' la <'nereÍa de activa--

ciÓn ''"la i~o1.in·a hf'pática y rle una 1ril"Zcla de -

rolla y r\P la Ósr>a, lo cual SP ilustra en la fie,!;!_ 

ra ~ ? • 

las fir•ui·ils ;lnLPrior<'S p¡¡ra f.irll'S el<' comparación 
, 

Juntos con aqu~ 
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que fuPron comunicado:5 con antf.'rioridad (5) (ta-

bla # I). 

F.n lo •¡ur> SP í<'fiere a la rlesnaturalizaciÓn 

<le> 1 a P ri z. i n· a l o s (\ato s !"'<' i l u s t r a n "'n 1 a f i F.U r a 

~ ) 'l'l<' cont i f'rH' los Psb1dios rPali:r.ados con la 

ron cromalo1:rafiadas con las 111('7,clas de dichas -

ft·accionPs. Lo:-- rPsultados s<; llan r:raficado co-

n- o P 1 l o r: ¡11- 1 t m o <I t' l a v " 1 o e i d ad v s . l a r e e Í pro e a 

dC' la l.•.•mp0ratura a la •111e fu<' sometida la isoz.!_ 

la, quP t'n f'Sa forma la p<'ndiPnte positiva obte-

nida ilu!'it1·a lo que ha sido desir;nado como ener-

, , . " , 
f"la d(" dí'snaluralizacion o c\í' conversion ser:un -

La f i 1~ 11 r a ~ /~ en n t i e n .. ~ P l m 1 s m o t i p o d e e s -

turl\o, pi'ro 1,n t"•l quP SP ha c>:<plorado la influe,!l 

c\a dP la adic-ic)n dP suPro sobre la dPsnaturnli-

r. a e i e~ n las i so1.i111as y d r· sus m <' z el as por la -

tPmpPral11ra. 

1..1 Lll'1:1 711 c-ontiPtH' lo:"' v;)lor<'S ele la ---

PnPri•Í.i ,¡" .. ,, 11 v.-r~ic~n p;\¡·a lo~ ('Xp<'rimt•11t0s ilu::i 



trados en la~ 4. 

El efecto de la adic16n de 5uPro sobre la_ 

tura ('~ 
(' . ¡. . 1r:ura .. 5, ~n -

ci~n ~e la~ fo~fata~as alcalinas 1e hígado y de 

.... · ·1 ~·. ~ !'. • ~ t • • --- ~.omP Puor parecP ~Pr la Je~naturali~a---

por efecto so-

bre Pl 'uero dP enfer~os con d1frrentes estados 

patolÓr,l e-~ v 1:'üt!:o l lustrac1Ón ~ .. presentan los 

6 ) . y ;" ~ p ~ e l • · n ~ ~· ~ a f +:• et ~1 J o ~ d •· d :i f <"rente~ e o nd .!. 

"'-· , .. 

··~ •· 1 

, 
.L" ~ '! !1 ~ (> 

t , ..... ·p' \ r· .... 

' co rn· r· r ~ i o n 

f. t1 n 

,~ ,, 

'"'~' ":l 
' :J 
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purificada de hígado y hueso y a una mezcla de -

las misrr.as {fi~. 1 Q). 

Los valores obtenidos para la energía de -­

conv~r~iÓn se presentan en la tabla# ILl. 
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T A b L A I 

E~ERGIAS DE ACTIVACION 

~SPECIE pH 8.40 pH 9.25 pH 9.65 oH 10.l 

Hlt;ddo ante!' 
d E' 

.~ t f I' ._. ..., ro r.1 a · o e; r a l a qqo 5700 76CO 7800 

H Í1 ado después 
dE> 

. C roma t o 1· r a f Í a -·· - 10650 -1 . 

~ 
~- •' z el ;;i ·! (• 

l'.o'oT..ir.·a" Ql40 7769 ci4o 9i:;q7 

HÍrado 
, 

rn a :-3 

Su pro - r;o!n 5027 6)98 . 

\,"pzcla ,¡ (' 
' I ~o r.1 rr.a:; ma!' ! 

Su(>ro - 1 - 5027 -

Los valorPs se expresan PO CalorÍas/Yole. 
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T A B L A Il 

fXERGIAS DE DES~ATURALIZAClOK 

ESfECIE EXERGIA ------
Híra::1o ~1~sruf:s de 
cromato~rafÍa 01 000 

1----------"-'-----'---------l~-...:....-;_,_,_ ____ -1 

-. / -
" l f~ a·~·~ a 1 t *.'1 ~ 

ilC,000 

C' r·· (') t'7" ~l. t •{! f~ r ,,'.-). r í a 
' 

tra~ ~u.-~ro. l O'.J, 000 r·----------

~ut·ro l "'\? 000 

Hu ,, ~ o · i " -; pu .:: :' ~1 •' 
e re IT' a t () f" r a f { ª-------4-__ 2_0_, e __ . o(; o 

f~Uf'l~.o ,;.nt t4 ~ dl" - / 

C r O 11 .:t t O 1' ::~~·------+---1'--",~--'. =; C C Ü 

!!uP~•) ,intPS dt" 
e ¡- e> {t: a t () g r a r l. a , ma ~ ~u,, 1-_o _____ , ________ 1_2 ___ c_1_._o_o_o_' __ -i 

!!ut·~(.) Jt .. ~¡)tJt~~ 

e r n n: a t '' r: r· a f Í a 

de 

hÍt~Jdl) !('.:-lj.,Ut~~ dt." 

e r un· ...t t ,) r r ~t f Í ...l 1"7 coc 

r=-=-~~:-;--L1.u 1 ! o l l _______ __._ __ R_ . ....:.<i_,_O_C_' º-----' 
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T A. 8 L A III 

ESERGJAS DE DES~ATURALIZACION 

FECHA ESPECIE ENERGIA 

Julio 12 Suero ~~t_tolÓgico ; 1 57.000 

Julio 27 1 Suero patol.;E>:ico i 1 99.000 
! 

! 
Suero patolt~r~i C<.' ~ 1 SR,000 l 

1 
1 

patolÓt:ico + 124,000 l Sut>ro 1 
' 
1 Su Pro pntol_ÓP.i co ~ 1 01,000 

! Su Pro :eatolÓfiico # 2 162,000 



D I S C U S I O N 
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El pH afecta la energía de activación de las 

mezclas rte lsozimas de h(~ado y hueso en la misma 

forn·a 11uc la isozin~a hPpática, sep,tÍn se había vi~ 

to antf'rl.orrrf'ntc (5). A pn de 9.25 o m~s elevado 

<'l s110ro añadido causa una disminución de la oner 

~{a <le activaci~n rle reanPra considerable lo cual 

qu.i z~i r11Pril" Sf'r lntPrprPtado "fl Pl s<>ntido de que 

la iso7.irn:>.. h<>rática •orm<i alr-1Ín a~rer:ado más o me> 

nos f1 rn-<> con alf~tina protC'Ína riPl suero, y el com 

pl('jo as{ formado, rfisponde en mC'nor cuantía al -

f' f I" e t o d P l a t o mp e r a t u r a q u e s e r e f l €' j a e n u 11 a u -

mento do la velocidad de la roacci6n. Puesto que 

las especil"s dP las isozimas que so seleccionaron 

p a r a p s t u el i a r l a <' n C' q~ { a d e a c t i va c i Ó n en 1 as n1 e~ 

clas ele las mismas a aquéllas que no 0stán compl~ 

tam<'nte purificadas, 0s decir, antcs de ser sorne-

tidas a la cromator~raf:Ía Pn cc>lulo~a modificada, 

ya qt1P las 0sp0cirs ns{ ohtentdas t1Pn0n Pner~Ías 

rl p n et: 1 va e i Ó n d <' l m i s m o o rrl P n d <' m a{': ni tu d , no es 

pnslhlP Pspr•rar r¡111" Sf' rPfl0jo nn la 1110zcla un 

l 1 n ,, .-J r l ;:i ~· 1 ~ o '/. i n· a ~ . 

.. , él 
.1 
j 
i 

>i 

' . ¡ 
i 
j 



30 

Este tipo de ostudios debería ser efectuado _ 

con las isozimas que ya han sido purificadas, pue~ 

to que en estas especies SC" ve mayor diferencia en 

los valores correspondientes a la energía de acti-

vaciÓn. Ü{' cualq11íC"r forma so puPde anticipar que 

la detf'nr.ínacl()n de la unf'rgÍa de activa.ciÓn no nos 

proporc1onarfa un crit0rio adecuado para resolu--­

ciÓn dPl probl<'m.:\ que se ha plantearlo, o süa la di 

fl'.'r,•nci;1cic)n dt> los comporH'nt<"s dP la fosfatasa al 

cnl.ina '\llf' f'Xist.-.n Pn Pl suero humano en condicio­

nPs norwalrs y patolÓ~icas. 

En cambio, los f'Stur!ios rPalizados •"In la des 

naturali1.aci1~n por la tPmperatura ofr<>cieron infor 

mi\c!Ón 'ltl" tia sido la más alPntadora para el fin -

'111f' sP tia P''rsc>r:ulclo a travPs dí' la sPrie de traba 

jos snhr·f' Pst.p tf'm<l '\llP sP han PfPctuado en este -

labor.:-\ t q· \ ¡') , y a •¡u 0 p ll P d (' a pi-<> e i ar s l' tanto en 1 a -

f 1 tu r a 1 ., y !~ , co 111 o <' n 1 a ta b 1 a li J l que 1 a en z i -

l a .- n 1. i 11' a d f' o 1· i t~ f' n l w p <Í L i. e o y ~ s t o s e a pre e i a 

so!Ji·r t.<Hlo p<1r·a aqut>l las espP<:;iPS quf' han siclo com 

pi ,.t,,uut•nlt' puri fl cadas, ya qtH' para la prin~Pra se 
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Este tipo de estudios debería ser efectuado -

con las isozimas qu0 ya han sido purificadas, pue~ 

to que en <>Stas especies sP ve mayor diferencia en 

los valores corrosponcli C>nte! a la eneq~Ía de acti-

vaciÓn. D<> cualqui0r forn•a so puede anticipar que 

la dett•rnina.cit~n e.le la enC>rv,ia clr> activación no nos 

proporcionaría un critf'rio adecuado para resolu---

ciÓn clPl problPma quE:> se• ha plantPado, o sPa la di 

calina '111" Pxistt>n Pn 01 suero •1un1ano en condicio-

nPs nnrmalrs y patol~~icas. 

En camhio, los .... sturlios rr>alizados con la des 

nntural í z.aci1)n por la tf'n•pPrat.111·a ofr0ciPron infor 

ir.ación 'l"" ha sjdo la más alc>ntactora para f'l fin -

jos sobr<' PSt.c> t~·ma ¡ur sr han c>fPctuacto en este -

fi~ura -~ y 4 
' 

como 1 él tabla f 11 que la 0nzi-

n. a de> o 1· i {~ •' n m<~s s<•nsibll' a la tC'mperatura, 

q ll (' la f'nl.irra d<' orig0n IH'J><Ítico y <~sto .se aprecia 

:"ol.JI'<' todc> para aquPll.ts ('.S!H'C)1'S qu<> han .sido com 

l t t 'L11·i ft' cacl·1~ )···l (llt<' ¡)ara la ¡)rimPra se p " · a m t • n e ,1 . • .~ , 



,, n ;._ \ n .... 
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, 
osea, observación que es contraria a lo que se ha 

afir~ado antPriormente por el an~lisis de la ta--

bla ~ Tl. ~sta aparrnte discrepancia puede expli 

car::;e si :::r ton•a Pn cul'.'nta de qttP los v·alores de 

la c-nrrr{a '°1!' d<'snaturaliznciÓn fuPron calculados 

para los int0rvalos de tE>n-peratura comprendilos 

entrr :;o y 60 y que c·l t'xp0rimento de la figura I 

5 sr realizó somrtirndo la enzima a una temperat~ 

Pupsto que la pendien-

te positiva 'lue se obtiPne al {',raficar los datos 

para ohtenPr la enPrgÍa de desnaturalización cam-

bia con .la tPmperatura, SE> debe ser muy cauto en 

c-1 intc>rvalo f•sco~ido a fin de poder comparar los 

datos ohtrnidos rn diferentes condiciones experi-

mrntalr!'l. 

l' nél PxploraciÓn 
, 

n1as cuidadosa de estos he---

chos q11P prrmitiPrnn aplicar <>l critc-rio ele desna 

tural11'.aciÓn a la diff'rf'nciac1Ón di'.' las f'nzimas -

dC' la fnsfalasa fllcalina, ha rl<>mostrado r¡ttf' f'fec-

to PT1 <·1 spnt :Ido (\<• r¡ttr> a tPmpí>rat1~ra!' por d<'bajo 



T3 

calen~a~iPnto de - · t ~ tr\lnti os. pero a tE>roperaturas -

la5 ~u~ Sft ~.1~ i·r,~i~a~o ... ' <> " '- ~ ;.J • 

Lo!" r <' s 1.1 l t ad o ~ ("I h t f' n i «i o :s P n la s f i ¡:u r ns # 6 

Y '. quf' f'St:ÍM. C<"'n~i{'.n4' . .in!' .~n la tabla 1 IlI, cla 

l i na. 

"'º• r~•1f'cirrif'nto <"n <'l ql1t' hay una actividad os--

ti<'nc• una dí' desnaturalizacil)n t"lí'vada, 

n-ás prPcida a la quí' S<' obsPrvÓ con la isor.ima --

Ó s e a , t a l e o m o t~ r a d ~ f' s ¡'t." r a r s P , y t:' n e a 1u l) i. o , e o n 

un paci.-•nte con obstrucción d<' víns bi linres 

e:> n c o n t r ,) q u " 1 a <' n e r g Í a ti P d e s n n t u r n 1 i z a e i Ó n s l' 

aproxitl'a 
, 

y aun <>ncuPntra por c\('hajo el<' los va-

lor<>s Pncontr<.Hlos para la isozima lH~pnticn. Esto 

inc1icar{a '\llf' la fosfatasa alcalina SC' clnvn Pn -

los casos c\p ohsl r11cci Ón bi l i nr como con~<'Cllt~nci n 
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de sobreproducci6n y no la de regurgitación de la 

fosfatasa alcalina, 

El an~lisis de los experimentos consignados 

en la figura f 6 y en la tabla i III proporcionan 

datos de ~ran inter~s. En primer lugar se ve que 

sobre una ~ran parte clc.> la temperatura, la adi---

ciÓn de las isozimas purificadas Ó de una mezcla 

de ellas no rrodifica sustancialmente la velocidad 

con la quP sP <lrstruye por el calor la fosfatasa 

alcalina prPsent.e c>n un st1(>ro patológico. Sin em 

barF.o a temperaturas por arriba de 5~ºC se sepa--

ran para prrsPntar:H' en la forwa que era <le espe.-

r~rse ~ sea mayor senbilidad al calor para la iso 

z.1n•a 1\P orit~Pn Óseo quf' para la hepática y una P!?_ 

.siciÓn intermedia para la mezcla de ambas. Por -

otra part<' puPdP vrr.sr '\ttc> Pl valor ohtf'niclo para 

(99,000 calorías por rrol PS bastanto m~s eleva-

do d.-1 'lll<' se obtuvo para Pl mismo paciC'nte 15 --

d / t ( : ""'t , O O O ca 1 o r Í a s r) o r 11 o l 1 • i a .s a n , C' s _, La difo--
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trucci6n de las vías biliares por un carcinoma de 

la ampolla cte Vater fue operada, restableciéndose 

~l drPnBjP de la bilis por una anastomosis del co 

16doco con el yeyuno. 
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l • - La adición de suero humano disminuye la ener-

~Ía <lfl activación de las isozimas de la fosfa 

tasa alcalina de manrra consi<lerabl0, not&ndo 

se ~sta sohre todo en la isozima hep~tica. 

2.- L~1 0nPr~Ía !\e activación no proporciona un --

J.-

criterio adflctt<l<lo para la dif0renciaciÓn de -

10~ componPnt0s dP la fosfatasa alcalina pre-

s<-ntP Pn 01 su0ro humano normal y patológico • 

D r- m a y o 1· \' a l o r e- s l a 
/ en¡;rgia de . " conversion 

(de:;naturaltzaci()n) con lo cual se comprueba 

Pl hccllo ele que> la isozima <le oriF,en Óseo es 

más sensible a la temperatura que la isozima 

de origPn hPpático, ya que para la primera se 

<•ncontró un valor clf' 200,000 calorías por mo-

lP, y para la SC'~unda el valor fue dP 93,000 

cal o r (as por n•o 1 • 

,, I :\rl\c\Ón "" suPro humano a las isozl111ns co-,.... - .. a . -

rrPspon<\IPntrs producP una mayor scnsib.lli<lad 
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EfC'cto de la adi ciÓn rlr ~11Pro sobr<' la c>ner 
r:<a r\C' activación d<' la fosfatasa alcalina­
y sohrf' la mezcla d<> ~ste con iso7.ima Ósea 
a los \•alnr<'S rl<' pll <\U<' SE' indican. 
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Efecto tle la adi ciÓn del su0ro el<' un caso de -­
obstrucción biliar sobrt> la PrH'r~{a ele dc>snatu­
rali :r..aci()n r!0 las iso:t.ima!'i ÓsPa y llf•p¡\tica y so 
brC> una ut>zcla df' la~ mi;-;111as. 
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