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INTHODUCCTON,

Lo fosfutooa cleanling ha sido extremadamente dtil en el

cinl de padecimilentos de la encrucijada -

hepatovilinr 7 del sistens dseo {1,2,%).
Los svoencer bioquinmices recientes hoan demostrado que es
rd ’a

}..,

@ oennimn estd yresente en todss las células del organismo,

¥y por 1o tonte, oo idgice psensur jue la enzima en el suero -

oz origenes {4,5). Bl por ciento de coniribu--

tengs distin

cidn de cundia Sriono debe sun v provendrd prin
cipalmente 4w aguellos 6rgunoe ern los gue la actividad de la
ensima mencionndz es moayor. EBstes Srgznos son: intestino, -
rifién, huesc, hij.dn y leucccites (6,7). Seris pues, conve-

PRI

flanva bioguimics la ulilidad clinica serfs mayor. Se han ---
descrito muiltiples intentos para efectuar esta separacidng -

(8,9), por croma-

-
&

s¢ ho intentado hacerlo vor electrofores
toprafia (10,131,12), cen cl uso de activadores e inhibldores
(15,14), ~or lan aitersciones obienidas en distintos padeci-
: o s f1E 1aY I ;
mientos, por procedinientos guirmigicos (15,16) v por técni--

coo dnmuronuiniczs (17,18). 4 pesar de tode, los resulta---

dos han sido eauivocos




trabajo es el de buscar una tdcnica

medicidn de 1a actividad de

R

v

esta enzima, la

gis cindtico y Tracciona-
miento do 1. rsing .,

En el siguicnte cundro se resumen las diferentes técni-
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2 13 U.B,

BESSEY LOVRY Y v-nitrolenil- | 1 Ag,p -nitro 1 1.8 veces me--
BRGCK (21) fosinte Jenel/100/601 nos U.B.

SHINGWARA JO--| (3.
HES Y ROINIART

(22)

bt

slicerofos mgp/hr/100) 2.8 a 8.6 U.B.

De estas tdéenicas s comparardn la deo Bodansky con 1lag -

de Bessey Lowry y BHrock. Bstas téenicas se ¢scogieron por

4

ser la primera, la mds conocid. Jousada, y o la segunda por =

Ser aparentemente la de mayor sensibilidad vy mdfs flcil mane-

Jjo.




CAPITULO II:

GENERALIDADES.
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GENERALIDADES.

La fosifniasu wlculina s una enzima de poca especifici--
ded, que catalizs la hidrdlisis de los monodsteres del deido

S R ‘o .
fosférics (23) de ure gran variedad do substratos (fendlicos,

e Tt

le primera del tivo de le hidrdlisis propiamente dicha con 1i

e
o

veracicn de dcido foegldvico, en la segunds la enzima se compor

X
ta cemo una transferasa, (2%) para transportar el fosforilo =
de un gubstrotc s otro; on es.e transferencisa par

L& o

[}

ningin reguerimiento o liberacidn de encry

clones pueden resumirse de la sigulente manera:

RO~P05H2+H20 e HﬁPOh
RO-PO_H,,+RCH OH+R‘OPO%HO (2)
Do D <

En realidad la reaceidn (1) es un caso especial de la -=

reaccidn (2).

"I vitro", lo medicidn de la zctividad de la enzima g

rezlizna por procedimientos basados en la reaccidn (1) sin em-

bargo, es probable que ambas reacciones ge verifiguen simultd

neamenbe con diferente velocidad en btodas las cdlulas del ors
i i




gunismo ¥y oue ol predominio de una de ellas dependa dnicamen-

constantos de Lidchaelis, con relacidn a

yodunalores del fosforilo., Otro fag-

braceiviar,  En efecto. cuando se -

cere, nomo es usual en el laborg

. | T o 1 e ™ e . (. : 2 o
torio, =1 uH dptine es de 9-10 con vequeflas varisciones segun-

ciones seal

ha demostrado gue en eg-

zs omuy diferente, ¥y cer-

P

caene ¢ iguosl ol fisioldgico (2%). Cusndo el substrato se apro

xima a la saturacidn, 2s decir, cuande fteremns vns weannidn

cindtica 95% de "ceuor 7

P " X

ic orimer orden, el pH dptimo es=
td por debejo, pero cercano a Y3 si las condiciones exparimegl
tales "in vitro!" s modifican de mode sue la reaccidn sea
v orden “cero' y 95% de primey orden, el pH es de Polhe Débé

1o se aabla de log -

D
o
s
=~
o
]
3~
o)
~

que suto eg lo que suceds
procesos bioldgicos "in vivo®, lo que explicaria el porgue de

determinacidn 4o las ensimas, jue como la(s

la utilidad o

nlina(s) v odeidafa) tienen un pH Laﬁrllastlntc

fostatusa(s)




de)l fisioldgico.
AY

Los métodos histnqulnicos (26,27) como 2l de Gémori y col,

demacstby

mayor wsetividod de foofatasa alecalina en el higado,

¢ oE cercunos al range fisioldgico humano. Como consecuencia,

ga provable que lu activided cotnlitica de la fosfatasa aleali-

e

na se pueda exnlicar o $travéds de la formacidn de un complejo -

enzima-ivsfato con capacidad de donar 21 grupo fosforilo a di="

ferentes substratos de zouerdo con condiciones.,

Ho so ho dilucldndo todavia; ¢l papcl jue en la estructu=

1 otros metales divaw-:
lentes; ni el mecaniamo wor ol cuuwl el cianuro y otras substan

cias catalogadas come inhibtidoras actuarian sobre la formaciéh

del complejo engima-substrato.

vrobablenente 21 papel do ia ruede ex-
plicarse mejor en funcidn de la reaccidn 2, ya mencionada; en’

efecto, vodria suponerse que este enzima actda en todas 1as,q§“

lulas de zcucsrdo con el siguiente esjuema.
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de la fosfa

De este modn podrian explicarse muchos hechos al parecer

3o | - 3 . e
rcionndos con esta nroveina,

[
[

poco ldgmicos »

y

Se ha viste, por ejemplo, sue la fo

[&)]

o
C

futasa alcalina  de
origen irtesztincl (29,%0) sumenia notablemente en la circula

cidn linfdtica proveniente del intestino durante el proceso

o

de absorcidr de alimentos; la fosfatasa alscalina en exceso -
tal ves desempeile cierte papel en la fosforilacidn de azdea-
res y oitras substancias en su vaso a través de mucosa intes
tinal.

En el padecimiento congénito conocide como "glucosuria




familiar renal", la glucosuria pedria explicarse si se piéﬁéﬁ”
en el panel que le [ozfataca alealins tenca en el proceso de
reabsorcicn de lucose o nivel del tibulo renal (31),

La fosfatass sleeiing vor otrn surte, tlene una funeidn
importante an ¢l sreoeso 4o os

Ficacidn del esqueleto (32), -

Entonces, tambidn la resceidn 2 vstaria mds de acuerdo oon el

conjunto de fendumenos jue la reaccidn 1. FEn este proceso se

supone aue lu enzima secretoda Lor el osteoblasto hidroliza lo

B R P . i 21 ey s - 3
cgteres del deido fecofdrico de diderentes azdcares prcducien-

do asi fosfato Lricilcico ane wnor su insolubilidad precipita-
ris sowre lo materia orgdnica del esqueleto.

Bs un hecho bien conocido jue la dnica via de excrecidn
de la fosfatasn olealina es o trnvds de vias biliares; esto  sé
ha demostrado inyectando diferentes cantidades de la protefﬁa
y recuperdndolas en bilis en una proporcidn de 95% (33).

-

No se sabe si ademds la Tosfatasa alcalinae formada en un
drgano es capaw de ir & otros terri itorios corporales para dese
pefilar su funcidn o para ser degradada; en todo caso, de exise
tir estos dos dltimos wvrocesos serian de poca importancia.

Como ya se menciond ant.g varios organos son especialmen

te ricos en actividad de fosfatasa slealinas no obstante, su




-l .

contribueidn a los siveles gdricos no eg proporcional a lag =
actividades relativaz a nivel do los distintos érganos, Para
trator de dilueider ol rcroblema del origen de la enzima en el

suera oo b usedo mitodos distintos, como se comprende, los

han degechaedo egbn




CAPITULO III:

METODO BODANSKY Y RESULTADOS.




Fundamento del ndiodo:
WY A . o g . . o
Bl fuodo se via on Lo de fésforo inorgdnico -
liveradas; ¢l producte se cunntifica por medic del método de =
Ficke v 5 . bwarow (30 segdn ln reaccidn siguientes
0 G, -0H CH_OH
I i C). Fqu ‘ d
HO~-P-C-CH /opn (2.6 = 10,5) CH,OH + HEPOl,r-
|- | / . !
0 CH,0H ~ CH.,OH
e 2
I%EO
Bl 4eido fosidrice reacclons con el molibdato de amonio,
para formar un complejo incoloro gue con el 1-2-4 aminonaftol

sulfdénico di

Reactivos

P

un complejo ceclorido gue se lee a 720 m micras. -,

empleados:

a)em
b)e~

C)om

d)e=

e).-

Lraso amortiguador de Aeglicerofosfato.

SUDS

Moliovd. to de amonio-

Acido 1-2-4% cminonaftolsulfdnicos.

Solucidn enzimdtica; dilucidn del suerc de acuerdo con =

1a setividad del mismo pura obtener aproxlmadamente 1

unidad por ml,

Solucidn de deido tricloroacético al 10%.




Procedimisnto:s

Al H-clicevolosinto se wrade le soluecidn enzindtica y se

inenba o 2778 por vhenpo vericble (durante 1 ohr. en la mayo-~ .

clorcacdticy, oo filirs J g2 toma una slicuota de 5 ml., A la

alicuota ge le 1 mi. de molibdato de amonio y 0.4 ml.

de dcidn 1-2-%4 aminonaftelsulfdaico, ¥ se lee en 720 m micras

Unidad:

,
joh)
o
a

Se def wotividad (U.Be) 15;
activided enzimdtion rue liberas un miligrame de fésforo inor;'
minice en unae hora a 37 C y o pH de 8.6 por 100 ml. de plasmé’
Cindtica:

El estudio cinético de este procedinmiento se efectud éqn'

los experimentos que se sefialan en las grdficas que a condi--

nuacidn se vresentan,
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Fig. 1.- Color desspués de la adicidn del 4cido 1-2-4
aminonaftolsulfdénico.
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La longitud de onda escogida

para leer en ¢l colerimetro fuz a 720 m micras.




Densidad &Sptica.

i -

006 «gog 1P -015 - 018 “H2t

.024 .027 030 mgP
Curva de caliiracidn.

Cono se vé en la figura la

Curve de calilracidén signe la Ley de Lambart y Besr.
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ig. 8.~ Curva de Enzima.
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Por lo tanto, este método ss satisfag

torio por lo mencs con activarle hasta unas 150 U8B -~
‘hr/100 ml.

puesto que la actividad ss recta hasta l.5 mgPs
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La curvy e coprelin o net o color (Fig. 1) deapués de la -
siieidn Aol el tereh minonaftolsulfdnico demuestra -
que loodnbonm il g Lo, propereionalmente al tiempo, ¢p
TG sonn 4 tecturas deben nacerse a un tlempo fi

4 ous las cantidedos recomendadas para molibda-

s - [ANS) para el dessrrollo del

sensibilidad ge obtiens cunnmle ips lecturas se practican
e 720 mu.  Loesna de onén la absorcidn por log’:

otros compone:

sigue la Ley de Lambert.

L
de 1.13% 7y wna soncentras

sistema. Bl coeficignte»

de extincidn moler do acuerdo con esta curva es de 4,18 =
¥l

o
sor 107 cne.” por molte

[

s iieiones del experimento -
La cuprva de progrese en las condiciones Gl P ,

nog demuestra aue 1o velocidad inicial persiste durant? ?f

, C s anrante eate periodo el subg==.
hrs., lo jue significe 0e Jurante esate B
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Ay ima go
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Bl process 4o activacidn fué mds notable cuando el pﬁ S
Ld "t »
ora més alealing,
Beoenanue e dnninioor precigamente en la zona en que
g S RELLnar. A congenbraciones nds altas de -
140 ul oain T I T T O S S P Lo .
RO e wmaoolnatrd n0iuvd Lo oracceldn o pHode 6.6; el anidn
J‘u;ﬂ A "*i“ ' iy R O o R LN i s s A
e Innlbldor aun & concantraciones elevadas,
Zazos rcuonltadng esudn esguemaitizados en el onadro gi--
quiente:
MAGNESIO CGIANURO
o= R -3 -3 :
165107 ¥ 1EXI07 7 K 16X10 b5 16X10 Mo
o - J., U(
’ 8.6 1" *j'r’ff, 72‘5/"
2 e : a 0% 3
9.3 130% 60.5% 50% 132%
< . . eyt Lol In
10,3 Lo, s L5 T 40% 13h%
Cuadro Num. 1.- Se considera lu




-~
T
-

CAPITULO




T ST

- 1/ O

KEPODC D& BuS8xY LOWRY ¥

Fundagento el

) o ' .
PRV S SRR N ¥ Lo e .;l‘)'
e ; . L ;
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BRUCE (&

d¢ acuerdo con las siguien--

- P -
«
Jx\ s
. 1 Ui ST

] P 1 =y 3
parges SR LD DL LA L fie <
TE 4 ] y SO
O.L) H o ol la SO0 RS

33~ Ay e b ocpyy o R s I
&)c- Solusidn QIO L Lawadora UL gia
Tvs
& 105,
P

Solucidn
Solucidn
la actividag

por ml,

rocedimiento:

Solucidn unortiguadora escogide

+ H
Ctrog Compues Lon de

nice reaccionar con NAOH -
e 2 415 m. micras.

POy

acuzrdo con €

1).

wcidn del p-nitrofenol a -

} 1
e
s
i
%)
[an]
2
[

Nolar, pH de B.6

nto se le afiade 1 ml. de 1

5]
cantidades variabvles de ~

1 exwverimento que se re&‘_
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Bl eztudis
experimensoa us

Las deoi

qus

por tiempe variable de -

verifinue, se para la resac-

De MLCYas.

idad de la fosfatasa aleca-

sarla para liberar una Meola!
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Para el aexpe-iumento se prepararon: 1u.- Tubos con
difsrentes concentrwclonl i p-nitrofenol.

20.~ pH finaies variasblass =2atre 9 y 14 {NeQE dss-
dz 0,03 a 1 Holar). 30.- Guads con difersntas con
contraciones de MgSO (desce O a 250 micrce M) ¥ -
tiempos distintos da centrifugacién (2;3,1 P

-

M

AC .~ Tubocs con dif=2rentes concantraciones

rofenol y difarentes concentraciones ds N
a 250 micro ).
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ca que las condiciones iniciales se mantienen
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