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IRTROCCION

Dosde @l aiic de 1940 o] interés por el estudio de las enz}
mas de ls pangre periférice, se ha incrocentado conniderablezento.
Humerosocs investigadores, han enfocado sua cejores enfuerzos, & la

golucién de los diversos problemas que este caxpo plantes.

Loes enzisbélogos al tradajar con otros tejidos, han conside
rado a la sangre periférica cozo un contazinante que es NECOSArioc
eliminar. Afortunadazente, los investigndcree clintcos, (2, 3), in
prcoioqp;ou por 1a facilidnd on la obtoncién del material de estu-
dio y por la elogancia de¢ los zdtodos dispenibles pars la pedicién
de las actividades enzizdticas, han reali:zadc grandos cafucrscs en
le investigacidn de leas alteraciorce ontimiticas on las enferceda-
des nds diversas. Esta fase, indulsdlesente de gran trascendencis,
ha stdo complenontain con (nveastigacicnes tasicas gue han ;eraiti-
do aclarar ol mecanisgc 4e lans altaeraciones onzinfticas en difereg
tes padociclientoa. Como consecucncia, factcres relativon al movi-
miento de las ensieas a través de las membdranas celuiares, &l ori-
gen, utilizacibn, degradacién, excrecifén y caracteristicas cinéti-
cas 4o las enzimas del suorc reciien er la sctualidad la considerp

cién entusist: de pumercsos investigadoresm (4,%,6,7,8).

Cracins A esta investigacién coordinads ontre clent{ficos
con diferente orierntacién y al analiaie estadfatico, loe resulte~

dos son mds concluyentes.



Como connecucncin deo todon ontos esfuorzos, la literaturs
de que hoy disponemos en este capitulo del conccimiento humano es
un extreno abundante; lam publicaciones en relacién con el ja-
trén onsindtico normal de los leucocitos (9,10,11), ;laquetas
(12,1%,14), eritrooitos {15,16,17,18) y del suerc (19,20,21,22)
Y las alteracicnes del niszo bajc diferentes ocondiciones

(23,24,25,26), se cuenta por zileo.

El estudio de las enzizas en suoro dobdbe realirarse en cin-
co etapan:

Bn la prizeza o debe-dn entadlecer las condiciones bpti-
280 para la zedicién do la actividnd enzizdtica,

Bn la pogunda se dotoraninard sl cota actividad ¢s conse~
cuencia 40 una o varias protéinas,

En la tercers we aclarard e1 estas diferontes proteinas
proceden 4e uno o de varics brganos.

En la cusrta ee investigard ol comportamionto de esins pro
tefnas, con actividad onrindtica similar, an aquellas condicio-
nes que afectan los diferontes Srganos 4o procedencia,

Bn la quinta y dltims so realizard la jurificncién do las
prote{nas involucradne on la actividad enzizdtica ostudiada pa~
re proponer hijpdtesis sobre el mecaniesc de ia roenccién catalf-
tica y de las zcdificaciones encontradas or clinica.

Terios investivadores han segutide on jparte onta setoudolo-

gf{a y lop resultadcn han sido =uy importantes. ~n efecto, los



entudion de wroblewaky (27), Hoss y Hill (28,29) han democstrado
la oxiotencin en paro de tinco dohidrogennsns 14ciican, nefla-
lan tasbidn los érganos de procedencia de entas diforentes frace
clonen protefnicns y las nltoracicnes gue ollas experizentan en
el infarto tel niccardisc, anezia jornicicna, leucenia linfocist}
cay, loucezia granulocitica y algunaa neoplasian malignas. De no
do similar Veosl: y Hearn (3] han eviienciodo la prescncis de
tres doshidrosenasnas 2flicans 7 Ynrkoe {81} y coladoradores han
demonstrado las diferencins on comportaziento cindtice do la glu
cosa-6-fosfnto deshiirocenansa odbtoniia de slotulos rolos do pa-
cientes senaituien a ia prizaquina y do la jurificada a partir
de glébulos ro’os norz=alen.

31 oatudio 4o la actividad do fonfn%asa cicaiine no espe~
cifica en puero om z=uy interepante “ende varico fnguliost 1.-5u
entudic ha nido muy Uil en o) diagndntico diferoncial 4e loa ke
decizientos dela encrucljala he-atodbiliar y Sneco, (32,33).
2.=50 ha desoptirade on%a activitind en todos lon telidon aninales
{nventipraden, %.-ira probatle jor conaiulente, la prenencia en

puero 4o vurins proteinnm 41feronten, ronjconrablon de éotn ncti-

tas protoefnans con acti-
vidni do fonfutana alcnline norfa tntluiablenente le allto valor
en cifnica.

natidlos previon reallizatos  en eate laboeratorio, ha por-
gitide nyuntar 1o ponihle oxintencia 4o donprotef{nan orn acti-

vidad 4@ fonfatnen alcaline, (imcenzican).



Bl objeotc de ente trabajo expericental es deterainar si lae
diferencine encontradas en el comportaniento cinético aon de
utilidad en e) disgndntioc difersncial de los padesimiontos de

la encrucijnda biliar y dsvoa.



NATERIAL ¥ WETULDOG.

Se usd nucrc de aquollos pacientes en loa que podf{a suponex
se la existencia de nltoracidn e los niveles de fosfatasa alca
lina.

Los suntratos utilizadcs fueron para-nitroferil fosfato y

bets-glicercfonfatc, los cunles fueron obtenidos comerclalmonte.

El métodos del para-nitrofenil foafato reportado por Bessey
Lowry y 2rock (%4}, oo bama on ol cuanteo a 415 mu del pars-nj
trofenol liberado por 1la accién onzizdtica. Se define ocmo uni
dnd, la actividad catalftica neocesaria para libeorer un nilimole

de para-nitrcfencl por hera y por litro de suero.

El mdtodo en que se usa beta-glicerofosfato, se basa on la
medicidn & 720 3u del foéaforo tnorgdnice lilerado por accién en-
eimdtica, vate nétodo fué propuesto por Dodanasky (35). La unidad
o8 la actividsd enzizdtica necesaris para liborar 1 mg. de fésfo

ro en una hora por 100 =l. de suero,

El suero se diluye de mode ds obtener la libarncidn deo una
ailipole de para-nitrofenol o de fosforo inorgénicc en uns hors
por litro de suero.

El pil so varié de .b a 10.65 con ol fin do sstudiar las
diferertes variablen que jc¢otericrzente ae analizan, %1 amorti-
guador utilizado fud glicina 6¢ M, previo ensayc de otros siete

Bas para eliminar la poaibilidad de introducir activacién &



inhibicién por ia nubstancin nzortigundorn.

La concentr.cid: iel ountrat aneleccicnado se varié de
acuerdc con e} ex;erirent , buncanint siezjpre obtener velocidad

iniciel en todon leos exyerizent. o,

Yara exasinir el efects el clorure de zagnenio, se ali-
cioné oeste suinlancia jprra chtener una cencentracién Tinal de
8.3% m); olras cencentracicnens fuorcn ensayadat tanbidn jero la
anotada con antericritad 54 la jue jermitid una diferoncincién
gde pegura. S0 olizmind el afectz do! clorirce do magnesio por
fuerza 8nica jor cocparacidn con el efecto cbtenila por La adi

%

eidén deo cloruro do acdic al sistemn n unn concentracidén 2% oM,




Actividad on funcidn d4el pi.- Hn los pacientes con fractura,
fiperoatenie zultijpie fanilinr, ngencsia do vesicula biliar y
durante el ezbarnz., la curva

nenta unascoela de acllviin

-

cnnog norsalon, ia actividanl en unilales a un eclo p¥ no denocotrd

{increzentc constante,

%n los sujeton cun obatrucceidn te vias Liliares alin dafo

i funcio-
nazients hAepditice habituaslea, ta surve le
piento alziliar o Lon jac.onten analizal s en ol jdrralc anterior,

. .
%n Lo6 pacientem con latc hepat celular ajnzente, (11, IV,

¥) la curva de ;¥ zmuestr  fus pie {ptizce uno o phoentre £.9 y

9.3, ¥ ol oirc entre pH de %.0 ¥ 4.9

La energfn 4o activacidn ne me zodificé do zmodo nignifica-
tivo al varitar e} i, (Tatla [} exceptc cuand: ne aticicnaron
clorurc de macnents 6 clorurc de auitc al slotezma. Las cifras ob
tanidnt fucror de f .4 calurfnm jor zole o loa pHe de 3.0% a

10.5h% Y Ao e X0 R T calerf{ana jynra ln ztazn yona leo pi en pre

e sapnenl 5 ia = itfieac:dn te ln erorgin Ze

ey

rer.cin
activacién faué mhn tm;crtante e jrenencin te clorura de podic ya

que se elov! lente w. -l fianita carca le 2oenll cnlerfan al elevar

se al [ del pintema en I EGRA zenciaonaing
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La K= (Fig IN y Tabla II) noe zuestra para el para-nitrg
fenil foefatc un incrementc con un factor de 400 al modificarse
el pH del sistexma derde 3.83 @ 10.65: en cazbio la Km para
bota-gllcerofonfato (?ig. X, Tadla iI) aumenta por un factor de
dcs unidaden unicazmentc, cowo resjueata n la vartncilén del pi

dentro del rangoe mencionando.

El pEs (¥ig. XI y Tadla II) ncs muestra para el parnnitfg
fenil fowfatc 4Aue ¢ ncavidnden hncin abajc & pHa de 7.8% y 10.05
rospectivanente; as{ nismc 60 exhibe unn concaviiad hacia arribdba
s pi de 1T.1% cuando se usa este nimzo asustrato., La curva de pkn
para beta-glicercfesfato {¥ig. A1 »y Tabla II) muestira una aolas

concavidad hacia arriba a pH deo 9.63
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TABLA 1

Efectc del pil sobre la enerisia de activacién en sistemas
con fuerza ifmica variadble o modificadce por la accién del

clorurc de magnesio & concentraciconecs de 8,325 mM,

=31 Ng Kall.,
9.05% 5T% “17%
9.80 «21% .
10,45 165 1h. 5%
% e« “Ea 12 & Xall - “Ha ain adicién.

Ba oin adicién.

s Ba = energ{s de activacibn.
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TABLA 11X

TK, o furcién de pH

Con deta-glicerofosfato.

pH L wy
8.68 box 10-° ¥ 3,190
9.28 6 x10-" ¥ 3,220
9.63 8 x 10-" N 5,085
10.28 .62 1 10-" X 5.076

Con parl-n&!rcfunt! foafato.

pH e Py
68.83 2.47 2 10-5 ] 4.607
9.68 6.17 x 10-° M 4.170
9.83 8.72 x 1077 X 1,060
10.05 34.60 x 10-° ¥ 1,460
10.19 157 x 10-7 M 2.604

10.65 919 x 10-5 ) 2.038



Eptudion por diforenten procedimicentos han dezostrado la
preaencia en suero 4e al nonos dos fosfatasas alcalinas de origen
tieular 2Aiferente, Vale moncicenar entre eene investignciones
lon renlizadnn jor 3chlamowtts y colaboradores {36}, quienes de
suestran cremnatogrdfica o frzunojuizicnzonte dos fonfetnsas uns
quo eo puscejptitle d9 relacicmaras con ¢l nistexza esqueléticoy
In otran con el higato, ri:én, dazo e intesntinog hallazgos sizmila
res han sidc rejurtadons jor Hose y colaborndores an Inglaterrs
L37) con eiectroforenin an ol deo nlnidén y pequeias cantidandes
da suorc, ollos han 8ido capacen lo dintingulr lan diferentoes

foafatnnan alzalinan por oun hun on relncidn a Heta-nnftil fosfato,.

Hepaltalia nimtlarep han sidc ottenlics pur nopolrea en

ot Laboratoric usante cr matugrafia con diaetl -anino-otil-ce

lulosn ¥y gratienco do ;i de 9.5 a b.% y fuerza ibnicn de 0.03 &
0.3 W, #in oztarge creezns queel métcle cindtico reportado on
e8%0 %rada'vu, nhom projerciona un =étoto sencillo para diferenciar
lan 4tatintans jrotefnas con actividad de foafatana alcalina; en
ofecto, el 4iferontoe c.njortaztentc de la curva do pH anto pade
ciplenton con particijacidn tel sistezmn euqueldtico por un lado

y 40 la célula ne;dtica §or el otrcy nos {ndica clurazonto que

esto juo0ie nor el CARBO,
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Lns energfan de nctivncidn percanece: constantes en el
rango de o, nos indican que ol procenc de activaoibn en la
reaccién es zuy nisilar parn las 4iferentes protéinaa. Las
Kmp. 4ifererten on nu incrementc para Ddeta-glicerofosfato y
rara-nitroefonil fcufato, nuniret.a que cc3o se ccaprotd estaban
compintazente fenizndes on tcdia la zona exylorada, nos indican
con teda prodabililial la jpresencia lo los centros mctivos, ca-
in uno de ellos con particijyacidn jredizinante en el proceno
de transfurzac:dn de Lno fe les suntretos mencionsice. Pare ol
Boln-glicercafealfnto se ;uede su,oner (ue inp d1ferenton conmstag
ten de volicidal para la renceiln snzizftica oo molifican de
una zanera siziinT ya jue no eriste una zoiificncién imjortante

&n lap volac

Fara ol para-nitr-fenil foenfatc jpor el contraric lebe

rasonaree on ol nmentilc deo 2inmatnucién 4e la constante de vele-!

dad {k,) para ia formaciin tel complelo enzima-osuatratc, lo que
tdnl ftaainuida que jara ol sustratc tiene la
entiza & Be.idla qurne alava el piy lam constantes de velucidad

gara e, rompintent . ded conplejo enzima-sustrato, Lk? b2 15} de~

incrozentarse ya quoe el ircresortc de la X‘

correnscnie un muzento en la veiocidad mdxima.
ta curyn ta ;¥ jarn tetm-glicerofosfale noa indica lidors

cién e una caTHa poalliva AL riaperne ol cumilel. enzima-anustra

b

1

cmaprendtiin ontre 8.68

Lo @ enziTa BAn roductc, e LA TonA

N T A - e
y 9.6 (Fyw. 32,0 yn Ruela seniieitae le la cur¥n ens Lo $ njroxi
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sadanente. La concavidnd hacin arriba a pH 9.6% non penala
la oxietencia do una ionizacién e+ ol coaplejo enziman-sustrato
ya foreado. A pie eupericres a 9.6 la formaciér fel producto

tiens lugar sir. canbilo netc Yo carga, ra jue oela zona la pondien

te 98 Ceoro.

La curva e pin en rolacién & para-nitrofenil fosfato
exhibdes varino councavidades hacia abejo (Fig. Xi} que se interypre
tan como iznizaci.nen que courcen on el centr: active de la enzi
an, estcs cambics de carga posiblezonte longan lugar sobre gru-
pos no relacionndse con el procesc da activacidn del cozplejlo
enzias goustratc ya gue el cazbic de pentiiante ¢n de monos de una

unidad,

A pH 4o 10.1) ln concavidad hacia arriba nce indica ioni-
tacién subre ol complelo enzima-sustrate forzado. %1 cazdbio de
cargs cuandc ol coaplels interzedio we rompe ea Tenor que la uni
dad tanto a pHe por debalc de ¥.03 como a pHe por arrita de
10.15.

L1 proceno catalitico es por ccnsiguionte zuy diferente pg
ra cads unc ie lco dop suptratos utiligndosy como se dijou, tan-
to el para-niircfeni) fosfato como o betn-glicerofoafatc se
tonizan totalmente jor dedalca 1e la zuna do p¥ utilizadn, por
conslastente, Lécslcamenta, la dnica explicacidén joeidble pava dos
procesos %an diferertes op ous 4intintas etnjan on ol adxitir la

- X cu Lar o er ]
presencia fle dcs centros activoe fgue jueden entar presentos en la
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misza o en diferontes moléculer proteinicas.

Como ya ha 8ido domcotralioc por nosotroe y algunos ctroe
investigadores en ¢l minmo campo de que existen al mencs dos
proteinas con actividad catal{tica similar, tendreaos que pen-
sar on  funcidn do los datcs anteriores, de que los datos cindt}
cos obdtenidos puodon eer eouficientes para denceatrer en circung
tancing favorables la exiatoncia 4e doa protéinas con funcicnes

#inilares y con respuenta espec{fica ante 1o enferzedad.
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RESUMEN Y CUNCLUSIUNES.,

1.- Se aralizan los datos dibliogrificos referentes o
proteinan con nactividad enzimdtica aizmilar ({poenczizas) y se dig
cute la importancin de la dintincidn de oonp onzimas donde ol

punto de vista dingnéstico diferencial.

2.- S presentan los resultndes cindtices cbtenidos en
diferontes padecizientcn ralaciunados con encruciyada biliar y

elstexn epqueldiicc.

3,- Ye discuten loug resuliadens  an funcidén de la existen-

cta de don protefnas con actividal de fonfntapa alcalina,

.- Se conciuye la exlstencin de dos fonfatnsns alcalinas
una originada en huenoy 1« otrn en célula hajdiicn con rea-
puesta eepeci{fica o padecizionton en watos doo torritorios orgd

nices.
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