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RESUMEN



Se hizo un estudio sobre los distintos oril
genes de la fosfatasa alcalina, haciendo uso -
de los inhibtidores espec{ficos pare cada frac--
cién,

De acuerdo con los resultados obtenidos se
llegé a las conclusiones siguientes:

a) Que la fosfatasa alcalina de cualquier-
crigen no tiene afinidsd hacia determi-
nado sustrato.

b) Que la técnica de Klein-Babscn-Read, mo
dificada con inhibidores puede ser de-
uso frecuente en el laboratorio Quimico
Clinico de rutina,
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El estudio de ls fosfomonoestesrass slea -
linag a la cual se han shocado numerosos inves—-—
tigadores, da por consecuencis que existan abun
dantes trabajos al respecto, en los cuales se -
observa lo lesborioso gque ha sido ajustar la de-
termingeidén de la enzima & un método de labora-
torio que seg confiable y de aplicscién practi-
ca.

La fosfatasa alcalina se encuentra dietri-
btuida en la mayorfa de los tejidos de nuestro-
organismo, con mayor proporcién en higado y te=
jido déseo. L1 suers de origen humanc¢ contiene -
dos enzimes que catalizan la hidrélisis de éste
res de fosfato (Fosfataszs), de aleoholes tsles
come glicerol, fenol, p-nitrofenol, fenolftalei
na, etc.; estas fosfatasas no especi{ficas rug--
den ser diferenciadsas por el pH al cuel ¢csda --
una exhibe su méxima actividad. Flevados valo—--
res de fosfatasa alcalina en sueros (pH: 9-10)-
son encontrados en enfermedades hepdticas, bi--
lisres, desérdenes del metsbolismo éseo, hiper-
paratircidismo, raquitismo, etc.

La medida de la asctividad de 1s fosfatesa-
alcalinag fue una de las primeras determinacio--
nes enzimdticas y es en la asctualidad una de ==
las més usadas en el laboratorioc clfnico. Con -
el tiempo se han elaborsdo nuevas modificacig=w
nes a métodos establecidos gue han sido introdu
cidos con el fin de acortar el tiempo de ensayo,
incrementar la sensibilidzsd pera dar mayor - --
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precisgidn, sencillez de ls determinacién, esta-
bilided de los reactivos, sfinidesd del sustrato,
ete.

En 1930 H. D. Kay (10), fue el primere en
describir un método para la determinscidn cuan-
titativa de la fosfatasa alcalina plasmdtica —-
usando beta-glicerofosfate de sodio como sustra
to a pH de 7.6 en ausencis de amortiguador e --
incubando 48 horaes s 38°2 €. y midiendo el féafo
ro liberade en ls hidrdlisis.

Los trabejos de Bodansky (2,3), usando el
mismo sustrato pero utilizando amortiguador de-
dietilbarbiturate de sodic para mantener ls so-
lucidn sustreto a pH de 8.6 y a una temperatura
de 37° C., dio por resultado la reduccidn del -
tiempo de incubecidn a dos horas y utilizacién-
de menor cantidad de plasma oxalatade (1-3 ml.),
Este trabajo rccomicnda el usc de sueroc en lu -
gar de plasma oxalatado por los errores que és-
te presenta egn la determinacidén y reduciendo de
esta manera el tiempo de incubacién & una hors.
Shinowara, Jones y Reinhart (15), trabajendo --
con el procedimiento de Bodansky encontraron —-
que el pH dptimo para ls sctividad enzimdtica -
era de 9.3 ,

En 1933 King y Armstrong (5,16), reporta—-
ron un método basado en la hidrélisis del fenil-
fosfatc disédico durante 15 minutos de incuba--
cidn a 37° C. en amortiguador de carbonsto - —-
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bicarbonato de sodioc a pH de 10.0 con 1s respac
tiva determinacidén del color desarrollado por -
el fenol liberado en un medio alcalino.

En 1960 Pernerd Klein, Read y Babson (1),-
dan & conocer los resultados obtenidos con un -
método usando un complejo de fenolftaleing-fos-
fato como sustrato a pH 9.0 ¥y 37T% €. doa 30 mi-
nutos de incubzscién, donde lg cantidad de feo --
nolftaleina liberadas ecn un medio alcalino es --

medida colorimétricamcnts,

La desproteinizscidén era un problema para~
los investigedorecs, ya que ademsds de consumir -
tiempo, no elimineba en su totazlidsd la panti--
dad de proteina y ¢l filtrado contenis fésforoe
proveniente de la acecibn del deido tricloroacé-
tico sobre el papel filtro utilizado., Con el --
tiempo estos problemes fueron resuecltos (1,6, =
8,13), déndosc gran avance cn les téenicas al -
tomar como base la determinacién de lg fenplf--
taleina, le cual presenta la ventaja de ser una
sustancie no presente en el suere con lo cual -
s8e elimina cualquier interferencia en su deter-
minacidn,

En 1964 Kay, H. y J.A. Trew (9), automati-
zaron el procedimiento de Bodaensky, determinsn-
do en forma simultdnee el fésfore inorgédnico y
la fosfatasa alcalina en suero. En 1967, Kirg--
ten Hviid (11), autometizé el método de Babson-
¥ SuU ensayoc consiste en ls determinscidn - — —=
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colorimétrics de 1ls fenolfteleine, proveniente-
de la hidrélisis del complejo fenolftaleing———
fosfato.

Debido @ lz mayor o menor accidn enziméti-
ca de la fosfatasa alcalina on los diferentes ~
sustratos y su comportamiento debido 5 varis—-—
ciones de temperatura y ticmpo de incubacidén, -
se sospeché que cxistian freccionce do le misme
que tenien difecrentes condicioncs de sceidn - -
enzimédtica. Esto fuc corroborsdo posteriormente
al someter 2 clectroforesis la fosfatesa obto—-
nida de difcrentes extractos de tcjidos, obte--
niéndose verias fracciones (iso¢nzimas), con —-
las gue sc han elaboredo patroncs electroforéti
cos, y han sido utilizados para conocer el 6ri-
gen de la fosfatasa alecalinosérica. Fn los ul-
timos afios (7,20), la fosfetass alealina ha si-
do fraccioneda medisnte variss técnicas clectro
foréticas en varios cemponentcs; el nuimero y --
localizacidn de éstos, varfan de scucrdo & l=s
téenicas y condiciones exporimentales usades.

Steenson y Evered (18), encontraron que el
citreto de seodio inhibe le actividad de 1a fos-~
fatese zlcalina. Fishamen Inglis y Xrent (19),~
establecieron que solamente la fosfatasa aleg—-
lina de origen intestinsl es inhibidse por lg --
L-fenilalanine, eproximedamente en un £0-90 Toom
Behr, MNaryane y Wilkinson (12), encontraron que
las enzimas de origen &éseo y rensl son les més-
susceptibles = su inhibiﬂién por la urea; lg =-
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enzims que presents elebecién en su setivided a
bajes concentraciones de ures es lg de origen -
hepatico, le cusl presentz uns elevecidn de un
5 % eproximed=mente. Conyers (14), dio & cong--
cer en sus trabajos que lz enzims de origen plg
centerio es lz méds resistente a su inhibicién -
por L.D.T.A. disédico gque las demfs,

Debido a la gran centidsd de téonices uti-
lizzdss en la sctuamlided Y con el fin de obser-
var el comportemiento de 1= activided enziméti-
ca de lz fosfatsss eleelina, se utilizeron tres
técnicas origingles: Bodensky, King-Armstrong y
Bessey Lowry-Brock, y los mismas modificedes —-
con un misme =mortiguzdor que nos permite trzbgz
Jar las tres técnicas en les mismes condicicnes
de pH, temperaturs ¥ tiempo de ineubacidbn, con-
el fin de observar si 1a enzims de lz cuzal se -
desconoce el origen es especi{fice parz determi-
nados sustratos o bien sctys sobre ellos indis-
tintamente,

El principal problems que se presents en -
el laborateric es el reporte de niveles altos -
de fosfatessgs alcelina sin precisar el origen de
tal eleveeidn; pera ésto, se han tomado en cuen
te los estudios hechas sobre los inhibidores de
le fosfatege alezlina, optendo por aplicer dége-
%08 a une técnica de uso comin en nuestro medio
(phosphatabs-4lksrline quentitative)., La reogén -
por la cuel se utilizé este modificacidn es 1=
siguiente: Le solucién de urea 2M y 3IM, inhibe-
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lz enzimz de origen hepético, &seo ¥y renzl en -
un 80-90 %; lz de origen intestinsl es poco = =
afecteda 2 este concentrscidn. Le ures 0.,5M, ==
incrementes la sctividsd de la enzima de origen-
hepdtico en un 5 % zproximsdsmente. lLa fenilala
nine de 0.005M, inhibe cesi completrmente la ~-
enzimz de origen intestinsl.
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Se usd como bicldgico suero eanguineo, el-
cuzl después de ser recolectedo, se procedid a
la determinecién de la fosfatasa alcalina.

1.~ METODC DL BODANSEY (2)

a) Principio: Se basa en la hidrélisis
enzimética del sustrato de beta-gli
cerofosfato sédico & 3790, durante-
una hora de incubacién, y la deter-
minacidn del fésfore liberado por -
la enzima mediante el método de = =
Fiske y Subbarow (4).

b) Equipo:
1.~ Tubos de ensaye de 13 X 100 y -

18 X 150 mm,
2.~ Pipetas de 1 ml, graduadas en -
0.1 ml.

3.~ Pipetas de 5 y 10 ml,

4.,- Embudos pera filtrar y papel --
Whatman # 42,

J+= Lepectirofotfmetro Coleman Junior
modelo 6 4 con celdas de 19 ¥ -
105 mm,

c) Material guimico
1e= Glicerofosfateo sédico (Mutrio-
nal Bicch C )
2.- Dietilbarbiturato sédico (Fi- -
sher Cat., B - 22)
J.~ Eter de petréleo (Prod, 0, = —=
Gardir)
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fecido Aminonaftolsulfénico = —-
(E. K. 360)

Bisulfito de godio (Mallinek. -
Cat. # 744%)

Sulfito de sodio (Mallinck. Cst.
# 7384)

Acido sulfirico (J. T. BPaker -—-
Cat. # 9681)

Molibdato de amonio {J. T. Ba--
ker Cat, # 0716)

Acido tricleroscédtico ( J. T, -
Baker Cat. # 0414)

Heactivos:

1+= Amortiguador:

Glicerofosfato sédico.. 0.500g,
Dietilbarbiturato sé-

BiC0 vensonn o e 0.424¢g.
Disolver y dilufr a ... 100 ml.
Transferir a un frasco ¥y cubrir
con capa de 3 cm. de éter de pe
tréleo. Guardar en refrigerador,
Estable un mes,

Aclido aminonaftol-

SULETHITD camvvivs s 0.25 %
Bisulfite de sodio . 14.250 g
4cido aminonaftol-

BULTONECO o esveni 2250 &=
Afiadir 70 ml., de agua; agitar -
vigerosamente durante dos minu-
tos.

R e omnae B



Agitar vigorosamente 5 minutos.
51 el dcido no se disuelve conm-
letamente afiadir 0.2 ml. de 1sg
solucién sulfito de sodio. Agi-
tar hasta disolucidn.

REOTEBY 8o e 5.5 000 vin w0 » o 100 ml.
Filtrar, Estabilidad un mes,

3J.=- Reactivo de molibdato:
Acido sulfdrico 10 N .. 150 ml.
Disolver separadamente:
Molibdato de amonio ... 12.5 &
Agua.....o0uu... B 8 € e 100 ml.
Afiadirlo al 4dcido sulfdrico y -
diluir a 500 ml. con agua,

4.- Acido tricloroacético al 10% ==
(p/V).

Técnicas

Te= En tres tubos marcados: 1o ¥ 3
Colocar 7.5 ml.de amortiguador.

2.~ Tubo # 1: Incubar a 37°C. por -
5> minutos, agregar 0.5 ml, de -
Suero problema e incubar a 37°C.
por una hora. Colocar despuéds -
en barfio de agua helada por dos-
minutos,

3.~ Tubo # 2: Agregar 0.5 ml. de ==
suero.

4.= Tubo # 3: (Blanco), agregar - -
0.5 ml. de asmias.



de édcido tricloroacético sl --
10 %. Esperasr 5 minutos y fil-
trar con pepel Whatman # 42.
6.~ Tomar 5 ml., del filtrasdo co= =
rrespondiente & csda tubo.

T.- Lgreger 1.0 ml, de molibdato-~
Yy 0.4 ml, de aminonaftol sul--
fénico g los tres tubos.

8.~ Diluir a 10 ml, con agua y re-
posar 15-20 minutos,

9.- Leer a 660 nm. usando el Blan-
co a 100 % T, en Espectrofoté-
metro Coleman Junior Modelo 64
con celdas de 19%X105 mm,

f) Céleculos:

Féaforo tubo # 1 menos fésfore tu-

bo # 2 igusl s unidedes Bodansky.

g) Cifres normsles:

Adultos = 1.5 - 4,0 U.B.

Nifios = 5.0 - 14.0 U.P,

h) Unidades Podansky: Ts la cantidad-
de enzima que libers un mg. de fés
foro del sustrato a pH 9.5 dursnte
una horas de incubscidn,

2e= NETODO DE KING=-ARMSTROMNG (5)

a) Principio: La enzima hidroliza el -
fenilfosfeto disddico liberando ~-—-
cantlidedes equivalentes de fenol y-
fosfato. Despuds el fenol es deter-
minado colorimétricamente por la --
medida del color szul, el cusl es -

T T T B e T PRI | (o SR NS SR S



b)

carbonato dc¢ sodio.
Equipo:
1.~ Tubos de ensaye de 13¥100 mm.
2.- Pipetas serolégicss de 0.2 ml.
3.-~ Pipetass de 5 y 10 ml.
4.- Embudos y papel Vhatman # 42,
.- Espectrofotémetro Coleman Jyu--
nior YModelo 64 con celdas de -
19X105 mm,
Material quimico:
1.- Fenilfosfato disédico (Sigma -
P - 775).
2.= Cloroformo ( Harleco L - 2552)
3.~ Carbonato de sodio (J. T. Rg--
ker Cat. # 3604 )
4,~ Bicarbonato de sodio (Mallic,.-
Cat. 7412)
5= Tungsta+o -de-godio«ld, T‘ Paker
Cat., # 3966)
6,- MOllbdatO£d9“ﬁﬂ&TUﬂT3mTJ Raker
Cat. # 3764)
Te- Acido fosférico (Tec. Q. S. A.
Cat. # 1140)
8.~ Acido Clorhidrico ( J.T, Baker
Cat. # 9535)
9+~ Sulfato de litio ( J.T7. Baker-
# 2388)

10.~ Bromo ( J.T. Paker Cst. # 9760)
17+= Hidréxido de sodio (Mallinck.-

Cat. # 7708)

125 ToAn [MaTXdivwalsr Mad J &meemd



(J.T. Baker Cat. # 3946)

d) Reactivos:

10"'

Fenilfosfato disédico ¥/100:
Fenilfosfato disdédico 1.0 g.
BB o0 won i sin 5 55005 5ie D00 401,
Calentar rdpidamente, enfriar;
afiadir un poco de cloroformo.-
Guarde en refrigcrador,
Carbonato de sodio 0.06M - BRi-
carbonato 0,04M,

Carbonato de sodio -

BNNIAPO wwmsssvon s Do lD e
Bicarbonato de so--

B siemns sooinane i wmin 1o 08 e
ABUE .iseiveenonsesss HO0 0,
Guarde en refirgerzdor.
Sustrato de trabajo:

Volumenes iguales de 1 y 2., ==
Guarde en refrigerador.
Reactivo concentrado de fenol:
Tungstato de sodio.. 100 g.
Molibdato de sodio.. 25 g.
ABUE soviinemess e ses 00 ml.
Acido fosférico 85 % 50 ml.
Acido clorhidrico -
CORCEeNntraldo yewwwnesns 100 ml.
Reflujar por 10 horss.

Sulfato de 1litio ..., 150 g,
BEVE . amssinis niiivose SO ML,

Poppgasimpga i B AP e 8 s Yewmmingais
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solueidn serd clara o amarillo
tlaro. In csso de presentar un
tinte verdoso, repetir el trs-
tamiento con brome. Enfrie y -
diluys a un litro,

Fstable vario meses.

Reectivo fenol dilufdo:

Un volumen del reactivo concen
trado con dos volumenes de ——-
ggua,

folueidn tipo de fenol:

Fenol cristelizade 1.9 &.
Acido clorhfdrico -

N ageavavasmasa A0DS ST,
Wormalizacidn de 17

solucidn tipo dc fenel., 25 ml.
de =solucidn (6) més 50 ml. de-
hidroxido dc sodioc 0,1 N Yy ca-
lenter a 65°C. mfs 25 ml., de -
lode N/10. Tepe y deje reposar
30-40 minutos. Agregar 5 ml, -
de deido clorhidrico concentreg
do y valoresr el exceso con tig
sulfato de sodio 0.1 ¥ usando-
un ml. de¢ elmidén come indica-
dor.

T ml. de Iedo ¥/10 = 1.57 mg.-
de fenol,

folucidn tipo diluide de fenol
5 mg. d¢ fenol en 100 ml..Esta
ble un mes. Guarde en refrige=-
rador.
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Cerbonste de sodio 6 % (P/V) -
en agus.

Técnica:

1--

3!""

En dos tubos mercades 4 y B, -
colocar 4 ml, de sustrato de -
trabajec e incubar 5 minutos =&
3T°C.

Al tubo "A"™ agregar 0.2 ml. de
sueroc problems e incubar duran
te 15 minutos a 37°C,

Ageregzr 2 ml, del resctive de-
renol dilufdo a los tubos "A"-
¥y "B,

41l tubo "B", agregar 0.2 ml. -
de suero problema.

Reposar y filtrar en papel - -
Yhatman # 42,

Tomar 2 ml, del filtrado y =--
agregsr 8 ml, de carbonate de
sodio 2l 6 % y reposar 20 minu
oS,

foluciébn tipo: 1 ml, de fenol-
(7) més 3.2 ml. de agua més --
2 ml, de reactive de fenol di-
luido. Tomar 2 ml, y agregar -
" ml., de carbonato de sodig --
6 %.

Blanco: 4.2 ml. de aguz méds —--
2 ml., de reactivo de fernol di-
lufdo. Tomar 2 ml. y agregar -

8 ml, de carbonato de sodig -=
-
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h)

8.~ Leer a 660 nm ussnde el FRlanco
a 100 % T en Espectrofotémetro
Goleman Junior Nodelo 64 en --
celdss de 19¥105 mm,
Cdalculos:
U.K.A. = RA - RB X 25
RT
Cifras normsles:
Adultes = 4 - 10 U,.K.4.
Nifios = 10 .- 20 UK.A.
Unidsdes King- Armstrong: Es la --
cantidad de enzimz que libera un -
mg. de fenol del sustrato a pH de-
10.0 durante 15 minutos de incuba-
eidn a 3I7°C.

3.~ METCDC DE BEESLY-LOWRY-FROCK (17)

a)

Principio: e basa en la geeidén —-

enzimdtica sobre el p-nitrofenil--
fosfato disddico a 37°C. durente -
30 minutos, libersndo p-nitroefenol,
el cugl es medido colorimétrica——-

mente en un medic alcalino.

Equipo:

1e= Tubos de ensaye de 13X 100 mm.

2.- Pipetas seroldgicas de 0.1 ml.
J.~ Pipetas de 1.0 ml.

4.- Pipetas de 5 y 10 ml.

2.- Espectrofotémetro Coleman Ju-—-
nior NMod. 64 con celdas de ===
10X75 mm.
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Glicina (E.K. Cat. # 445)
Cleruroe de magnesio (J.T. Ba--
ker Cat. 2444)

Hidréxido de sodio (Mallinck.-
Cat. # 7708)
p-nitrofenilfosfato (figma- --
S-6750)

p-nitrofencl (Harleco 952)
Acido clorhidrico (J.T. Baker-
Cat. # 9535)

Reactivos:

1-'_

Amortiguador:

FLICIMB wmiisiivnsae T B
Cloruro de magnesio 0,095 g,
BEUR v vuwse i wraiiani ¢ 190 ml,
Hidrdxido de sodic N B% ml.
B8LOTAr B viisitiemae 1000 ml,

Estable un afio.

cugtrato:

p-nitroferiilfosfato-

Ais083iC0 1 .vnennses - 0,400 g,
HEWE i dsinre s s e 100 ml,
sustrato de trabajo:

Volumenes iguales de amortigug
dor y sustrato. pH final de =--
10.3 - 10.4

Duracién 4 - 6 semanas.
Solucién concentrada:
pP-niirefenol....... 0.1391 g.
bgua ..... vesvessss 100 ml.



e)

g)

h)

aforada a 1000 ml. con sgua.

Técnica:

1.— En dos tubos marcados "RV Yy --
"P", celocar 1.0 ml. de sus—-
trato de trabajo.

2.= Incubar 5 minutes a 37°C. am--
bos tubos.

3.- Agreger 0.1 ml. de suero pro--
blema al tube "P" y 0.1 ml. de
ggua al tubo "P", Incubsr am--
bos durante 30 minutos a 37°C,

4.~ Agreger 10 ml. de hidréxido de
sodioc 0,02N a cada tubo.

.- Leer a 445 nm usando "B" g - -
100 % T. {LTJ.

6.~ Agregar dos gotas de 4decido clo
rhidrice concentrado y leer de
nuevo en Espectrofotdémetro Co-
leman Junior Modelo 64 con cel
des de 10X75 mm.(Lg].

Cdlculos:

{L1] - {LE} = Unidades de fosfata-

ga slecalins.

Cifras Normales:

Adultos = 0,8 - 2,3 Unidades

Nifios = 2.8 - 6.7 Unidades
Unidades Pessey-Lowry-Brock: Es la
cantided de enzima que libera 1 mg.
de p-nitrofenol del sustrato g pH=-
10.5 duresnte 30 minutcs de incuba-

PR, e N ot Sty 1 e



4.- NETCDO DE BODANSKY, KING-ARMSTROTG Y -
BEELEY-LOWRY-BROCK, IMMODIFICADOS CON —-
ANMORTIGUADOR DE GLICINMA.

1)

2)

3)

Los dos primeros métodos fueron mo-
dificados con smortigusdores de gli
cina y ajustados a pH de 10.3
Sustrato de trabajo del método de -
Bodansky:

Glicerofoasfato sdédico.. 0.500 g.
GLICEBE o oein e bt amrnens D.120 &.
Disolver y diluir 2 ... 100 ml.
Trensferir e un frasco y cubrir con
unea capa de 3 cm. de éter de petréd-
leo. Guardar en refrigeresdor.
Amortiguador del método de King-Ar-
mstrong:

BEECERR o i R i e 3.T53 &
BEUE won summsciis oinia e s e 5 500 ml.
Guarde en refrigerador.

5.= METODO DE PODANSKY, KING-ARMSTRONG Y -
BESSEY-LOWRY-BROCK, MCDIFICADOS CON —-
AMORTIGUADCR DE TRIS,

1)

2)

Los tres métodos fueron modificados
con amortiguador de TRIE y ajuste--
dos & pH de 9.5.

Sustrato de trabajo del méteodo de -
Bodansky:

Glicerofosfato sédico,, 0.500 g.
TRIS (Hidroximetilami-

NO MELENO) wiuosseins inee 0.193 g.
Disolver y diluir a ... 100 ml.

Mreanatfariy g S Prmomim e s e e s



3)

4)

R

una cepa de 3 cm. de éter de petré-
leo. Guardsr en refrigerador.
Amortiguador del método de Fing-Ar-
mstrong:

TRIE (Hidréximetilaming-

MBLANC sesvrevnssasoasse Gal5] £,
BBUE vovommmansasiiviss B00 ml.
Guarde en refrigersdor.
Amortiguador del método Fesgey- =-—-
Lowry-Brock:

TRIS (Hidroximetilamine-

BOVRHO) wiwewiinusviasans 1150 £
Clorurc de megnesioc ... 0.095 g.
ABUR 4 alsavis is s nansseesns Yoo mla
Hidréxido de sodio N ... &5 ml.
REGEGP & owwmsawssvics sy 1000 ml.
Estable un afio,

6.~ METODO DE KLEIN-BABSCN AND READ (1) ==
MODIFICADO CCN INHIBIDORIS.

a)

Frincipio: este método mide la fo_-

nolftaleina liberada por la aceidn-

de la enzima sobre el sustrato de -

fosfato de fenolftaleins. La fenolf

taleina en medio alecaling desarro--

lla ecolor, el cusl es medido colo==

rimétricamente.

Equipo:

Ta= Tubos de ensaye de 13X100 mm.

2.— Pipetas de 1.0 ml. graduadas en
0.7 ml,

3.~ Pipetas de 5 ml,
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4.~ Espectrofotbmetro Coleman Ju——w
nior Modelo 64 con celdes de =-
10X75 mm.

Material quimico:

1.— Equipo de phosphatabs alkaline-
(General Diag. Warner-Chileott-
Lab, )

2.~ Urea (Mallinck., Cat. # R64R)

3o= L-fenilalanina (Sigma P-2126)

Regetivos:

1= Tabletas del sustrato phospha=-
tabs glkaline (fosfzto de fe-—-
nolftaleing amortigsuado).

2.- Desarrollador de color (Hidrd—-

xido de sodio).

colucidn tipo de¢ fenolftaleina,

Ureca 0.5M (3.003 g/100 ml.)

Urea 2,0M (12.012 /100 ml.)

Ures 3.00 (18.018 g/100 ml.)

L=fenilalanina Q.00 « » w. .= =

(82.6 mg/100 ml.)

Téenicas

.- En einco tubes: B, 1, 2, 3 ¥y dx
Colocar:

Tabo "B" 0.5 ml. de agua.

Tubo # 1, 0.5 ml. de ureas 0.5M.
Tubo # 2, 0.5 ml. de urea 2.0W.
Tubo # 3, 0.5 ml., de urea 3.0M.
Tubo # 4, 0.5 ml. de fenilala--
nina 0,005M,

2.~ Colocar una pastilla (Phospha--
tabs) a los tubos 1, 2, 3 y 4:-

=3 % MR s L
[
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o D5 -

disolver e incubar 5 minutos a-
JT%Cs
Je= Agregar 0.2 ml. de suero proble
ma a los tubos 1, 2, 3y 4; ¢ -
incubar a 37°C. durante 30 mi--
nutos.,
4.- Agregar 0.2 ml. de suero al tu-
bo "B"
>.=- Agregar 5 ml, de desarrollador-
de color a todos los tubos.
6.~ Leer a 550 nm en Espcetrofotéme
tro Coleman Junlarayodelo 6A --
con celdas de 1OX15'mmm
Cédlculos: *;H'"J
Convertir en mlcrogramos de fenolf-
taleina; pasar éstos a gnldades de
fosfatasa alcalin&?ﬂ*‘“iﬁa;“ﬂ
Unidades Klein-Babson-Read: Es la -
cantidad de enz&ma-mqua_l;hgna un -
mg. de fenolftaleina del sustrato -
a pH 9.9 durantec 30 minutos dec incu
bacién a 37°C.
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Los resultados obtenides en tres téenicas~
originales: Bodansky, King—ﬁrmatrang ¥ PBessey -
Lowry-Prock y modificadas con amortiguador de -
TRIE y glicina, estén contenidas en lass tablas-
S R cx 38

Los resultados logrados con la técnica ——-
Klein-Babsnn-H&ad, modificada con inhibidores -
5€ encuentra cn la tabla IIT,
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TABL: I
SUERQCE TRATADOS CON TECNICAS HNORMALEES Y ==

TECTICLS MODIFICADAS USANDO ANORTIGUADOR -~
TRIZ pH 9.5

Sue
. ] B c D B F

1 13 1.0:8 .25 ] 5.95 Jli__r 152

2 1.5 1 6.8 By 4.1 2.1 1.8

3 1s 1.2 Yed 3:0__F 1.6 1.3

4 2.45 | 2,20 8.75 | 7.4 3.05 | 2.55]
G 4,7 14,5 i9.7  116.0 Ead 5.5

6 3.0 13, 16:6 1122.5 &7 4.0

7 Zed 1 1.8 9.4 R,2 2.65 | 2.5

g 2.4 1.9 8.4 T3 248 esd 1
2 T3 il 29,5 8.5 i b,5
10 1.4 14.7 8.2 Te5 2.4 1.9
11 1.35 1 1.9 Tai2 T I B T bt
12 | 1.8511.35 | 5.9 | 2.3 | 1.5 1.45]
h.- UNIDADES BODANSKY, TECVICH NORMAL.

B.- UNIDADES BODANSKY, TECNICA MODIFIC/DL .
C.- UNIDADES KING-ARMSTRONG, TECNICY WORNAL.
D.- UNIDADEE KING-.LRMSTRCNG, TECNICH MODIFICY

DA

E.~ UNIDSDES BESSEY-LOWRY -BROCK, TEC. NORMAL
F.- UNIDADES BESSEY-LOWRY-BROCK, TEC. MODIFI-

CJrq D.ﬂ'. .
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TLABLL 11

SUEROS TR.TLDOS CON TECNIC.S NORMLLES ¥ --
TECNICAS MODIFIC.D B UEANDC LVORTIGULDOR -

DE GLICIN: 4 pH 10.5

 Fs)

| Su
j PO ]
Na. by B # D _ E
1 0.5 1.5 T.2 3,0 e
2 1.4 2.4 8.4 £.6 1:6
3 0.8 0.8 5.0 1,0 1.9
4 2.8 4,8 18.8 15, 3 3.6
5 0.5 0.9 | g, 13 0.8 !
| 6 | 0.0 0.2 8.5 | 3.3 | 20 |
i N 1.7 7D 6.4 1.9
15 5 L R 1.0 6.2 5.6 i
2 1 2.6 | 4.3 |i5.7 9.6 3.0
~10 | 1.8 §:3 9, 3 7.1 2.1
1 o S I, O T B 6.2 )
la2_| 0.7 156 | 7.3 6.3 | 2.0 |

.- UNIDADES BCDANSKY, TECNICA NORNAL.

By= UNIDADES BODANMSKY, TECNICA NMODIFICADA.
C.- UNIDADES EING~£HFETRCWG, TECNICA “WORMAL,

D.- UNIDADES HINGuARWSTHD”G, TECNICA MDDIFID&

D&,

E.- UNIDADES EEEEE?-LGmHY-EHGCH, TECNICA NOR-

NAL.
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TABLA IIZX

cUERGE TRATADCE CON TECNICZ DE EKLEIN-BAFR--
SON-RCAD Y MCDIFICADA CON INHIBIDOREE.

— —— s =

SUE
RC
No 4 ' B C D E
1 27.0 1 95,5 16,0 1.0 20.0
2 2.5 2,0 1.0 0,5 2.0
3 13,5 14.0 Lo 1 2.5 12.2
- 1 15.0 15,5 8.&1 1.5 $3.5
5 2,5 3,8 1.0 8 €5 1.8
) 8.5 ) B0 145 1.2
T 28,0 29,0 15.0 8,5 26.5
8 22.0 18.5 8.0 2.0 20,0
9 f % 835 .0 1.5 6.5
13,5 2.9 6.5 245 11.0
3.5 M 1:5 0.5 2.0 |
29,5 30.8 20,5 9.0 2.5
3.0 2.8 1:5 0,5 2.0
15,0 13:5 8.0 35 L
12,01 10.6 5.0 0.5 L)
8.5 1 6.0 5,5 § 35 1s5 1
1.6 1:3 4.0 Q.2 6.0
_.28.0 21.0 14.0 | 8.0 B
4.5 4.7 2.5 a5 3.3
35 3.0 1.0 0.3 3.0
29.0 27.5 2005 | 440 29.5_1
12.0 12.8_|_ 6,2 Tal5 led
4.5 4.9 2,3 0.5 3.8
55 5.8 | 2.5 1 0.8 4,7

#4
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En los sueros tratados con técnicas origi-
nales y modificadas con buffer de TRIE a pH 9.5
(Tabla I}, se observa gque la fosfstasa glecalina
actia sobre ellas de una maners uniforme, sin =
haber gran diferencia en log resultados obteni-
dos.

En los sueros tratados con téenicaes origi-
nales y modificadas con buffer de glicina a pH
10.5 (Tebla I1), se observd gue existen irregu-
laridades en cusnto a los resultados obtenidos-
en lee técnicas de Bodansky y King-Armstrong,-—-
probablemente debido el pH utilizado.

De scuerdo con los resultados obtenidos -
(Tabla I y II), se observa gue la fosfatgsa sl-
calina actds indistintamente scbre cuslguier -—-
sustreto, donde su actividad enzimdtica ve de -
acuerdo a las condicicnes experimentales usadar

Fn la tabla III, tenemos los resultados --~
obtenidos con el uso de inhibidores, donde ve--
mos que si existen variaciones de la actividad-

enzimdtica de acuerdo con el origen de la misma;

ésto debido a le accidn de los diferentes tipos
de inhibidores, ssi como a sus respectivas con=-
centraciones.

Las scluciones de ures 0,5M y 2.0M, no --=-
presentan gran estsbilided, por lo gque recomien
da prepararlas & partir de ls solucidn 3.0NM, al
iniciar lss determinaciones.

-
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Las soluciones de urea pueden ser esteri--
lizadas nor filtracidén, pero ésto nos da por -
consecuencia un trabasjo bastante laborioso, por
lo que no es recomendeble pars el uso ruting--
b o 18

En nuestro histograms se observs en orden-
decreciente el por ciento de frecuencia del pro
bable origen de las fosfstesa alcalina en 42 ——-
Sueros iretsdos. La fosfatasa de origen hepati-
CC es la que Se presents con m&s frecuencia,
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Le fosfetasa sleslina de cuslquier erigen -
no tiene afinided hzscisa determinsdo sustra-
to.

La técnica de Klein-Eabson-Read, modificads
con inhibidores, nos da una buena orients-—-
cidn sobre el probsble oricen de 1s fosfats
se alcalina; edemés es sencille y sdsptable
8 las necesidsdes de un Laboratorioc Clinico
Quimico de rutina.

La soluciédn de urecas es preferible utilizar-
la a concentracidén 3M y de s11f prepasrarlia-
8 0.5 ¥y 2¥; o bien se puede preperar y gste
rilizerls por filtracién, gungue de esta --
meners nos da une técnicsz gue no es précti-
Ce psre el trabajo rutinerio,
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