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La determinaeidén de fosfatasa en sanere posee interés clini-
co,porque puede proporcionar importantes informaciones para el
diaendstico diferencial de ciertas afecciones &seas,como osteitic
deformante,ostefitis fibrosa y raquitismo.

Ademds se pueden efecmar las determinaciones de fosfatasa
para distinguir diversas formas de ictericia y aplicarlas al diag
néstico de tumores.

En todos estcs casos se determina fosfatasa en plasma 0 en
suero,que constituye un material de fdcil obtencidn.

El presente trabajo ha tenido por objeto ensayar un determi-
nado método de dosaje de fosfatasa enh suero y uniformar el crite-
rio en lo que se refiere a valcres normales y patolégicos de las
llamadas actividades fosfatdsicas "4cida" y "alcalina".

Para valorar la actividad de una enzima es necesario aplicar
un método rigurosamente tipificado y expresar los resultados en

unidades exactamente definidas,aunque arbitrarias.En efecto,en 1a
valoracién de la actividad fosfatdsica intervienen 1los cinco si-

guientes factores principales: naturaleza del sustrato,concentra-
cién de los reactivos,pH,temperatura y tiempo de incubacién,ade-
mds de otros factores secundarios como son calidad y pureza de
los reactivos,variacién de la composicién quimica de los sueros
ensayados,presencia ocasional de sustancias extrafas,etc.

Se comprende que siendo tantas las posibilidades de varia-
cidén de las condiciones experimentales debe existir un gran mime-
ro de métodos de dosaje de fosfatasa,como efectivamente sucede.
Algunos métodos se diferencian fundamentalmente por la naturaleza
del sustrato.

En 10 referente a la expresién de los resultados ocurre que
la mayorfa de los investigadores usa sus "propias" unidades; asi
existen unidades "King y Armstrong" (91),llamadas a veces unida-
des “fendlicas";otras son las unidades "Bodansky" (30),etc.Y para
complicar mds aun existen autores que utilizan uno de los métodos
ya consagrados,pero modifican aleuna condicidén experimental.Por
ejemplo Iwatsuru (76) emplea en sus estudios el método de Bodans-
ky (30) pero modifica el perfodo de incubacién y expresa los re-
sultados en unidades "Iwatsuvuru".Perd mucho mds grave aun resultc
el uso de unidades mal definidas.fleunos autores describen un m.
todo de dosaje de fosfatasa,con todo detalle,sin mencionar en
sciuto un dato tan fundamental como 1o es el pH del sustrato.ls
sucede por ejemplo en los libros de Alfredo Fisher (h) y de Kol
mer y 3oerner (j) en los cuales se omite el detalle importanti..
mo del control y ajuste del pH del sustrato.

Hemos realizado una experiencia muy significativa a este re_
pecto: Se procedid a preparar el sustrato de B-glicerofosfato de
scdio (siguiendo el método de Bodansky,como se explicard mds ade-
lante),mezclando los inecrcuientes de acuerdo con la técnica pres-
cripta y luego sc - il rotenciométricamente el pH de la solu-
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cién resultante, siendo éste alrededor de 10. En el presente ca
so el pH necesario era de 8,6, de modo que habfa aqui una dife-
rencia por cierto muy importante y a su vez sujeta a aumentos o
disminuciones de acuerdo con la alcalinidad del arua destilada
utilizada. Qued$ demostrada asi la enorme importancia del ajus-
te previo del pH de los sustratos a los valores indicados en la
definicién de la actividad enzimdtica.

Debe tenerse presente, que la diferenciacién entre
fosfatasa "4cida"™ y "alcalina" reside precisamente en el pH del
sustrato y que existen curvas de actividad de la fosfatasa en
funcién del pH (12,13,14,21).

Teniendo en cuenta por una parte estos hechos y por o
tra la existencia de numerosos métodos y unidades se explica la
confusién reinante en lo que respecta a actividad fosfatdsica
en sangre.

El objeto primordial del presente trabaja ha sido
pues ensayar un método modernc, aplicarlo a un gran numero
de casos, y presentar un estudio critico de los resultados ob-
tenidos.

Hasta el presente, casi todos los tradbajos han versa-
do sobre la fosfatasa "alcalina" (alrededor de pH 9) (47, 48,
49, 50, 59). Recién en los ultimos arniocs se comenzé con el estu-
dio de la fosfatuasa "4cida" (aproximadamente pH 5) (10, 15, 51,
63, 68, 69, 105, 131).

Dada la imposibilidad de presentar un resumen detalla
do de todos los estudios efectuwados hasta el presente ncs limi-
taremos a dar un parorama en el fndice bibliogrdfico que figura
al final del presente trabajo.

Y 14 FOSFATASA ALCATINA_

- = —m e ———=

En el grupo de las fosfatasas se encuentran las fosfo
monoesterasas capaces de desdoblar los monoésteres del dcido
fosférico y los nucledbtidos,per ejemplo elicerofosfato, fenil-
fosfato, metilfosfato, adenin-nucleétidos, etc.

~Al hablar de distintas clases de fosfatasas nos refe-
rimos en el presente trabajo especialmente a las fosfomonoeste-
rasas meh¢ionadas y particularmente con miras a estudiar el pH
éptimo correspondiente a su actividad mdxima.
Clasificacién de las fosfomonoesterasas

iActiv.fRelacidn de desdobla- Origen de
pH 6ptimo  |por Vgimiento «-glicerofosf. la fosfatasa
i G-glicerofosfato !
lrededor de 9| . 8> { rifidn |
lrededor de 6 + Lo eritrocitos
4,5 - 5,0 i - B o am bazc
3 - 4 | inhib. B >k levadura alta
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La fosfatasa"alealina"

La fosfatasa mds comin tiere su pH 6ptims de mdxima
actividad en melio francamen*e alcalino (alrededor de pH 9).
Debido a2 sv existencin predomirante en el rirén se la ha deno
ninido fosTatasa renal. Todas las fosiatasas 2el grupo ae las
fosfatasas reniles se drstazan por su activacién por iones mag
ne3sio y ademds sicrpre hidrolizan mds rdpidamente el B-glicero
fesfato que el -glicerofosfato. Alesunos Sreanos animales, es-
pecialmente la mucoss intestinal, los rinones y los huesos se
caracterizan por un elevado contenido en feosfatasa alcalina,
mientras que los misculos (con excepcidén de los del corazén)
aemuestran una actividad fosfatdsica noiaclemente baja.

La fos‘atasa "dcida"

Junto a las fosfatasas alcalinas se encuentran las
fosfatasas con un mdximo de actividad en un medio cercano al
punto neutro, del tipc de la fosfatasa de eritrocitos y fosfa-
tasa del bazo, como también un tivo poco frecuente anflogo a la
fosfatasa de levadura alta con un éptimo pH de actividad mdxi-
ma francamente 4cidio. Robison y Soames (121 a) supenian la
existencia de fosfatasas diferenciahbles nor su pH Sptimo de ac
tividad mdxima en el bazo, higado y pdncreas por una parte, Yy
los rinones y huesos por la otra. Tambidén en los eldébulos rojos
se halla una fosfatasa, diferente de la fosfatasa renal (106)
con un Sptimo pF alrededor de 6 (108). msta "fcsfatasa de eri-
trocitos" ha sido examinada atentamente por Roche (124, 125,
118); ella se diferencia notablemente de la fosfatasa de leuco
citos y fosfatasa de rlasma activas Sptimamente a pH 9 (ambas
muy relacionadas con la enzima renal).

Todas las fosfatasas con mdxima actividad a pH 9 hi-
drolizan mds velozmente el B-glicerofosfato que el «-gliocero-
fosfato, en cambio la fosfatasa de eritrocitos desdobla el isd
mero X varias veces mds rdpido.

~DIVERSQOS_METODOS_Di_DETSLRUMINACION DE_LA_ACTIVIDAD

—m A I e e S T X, S e e e e e e o i e S -
=== —_——==== t—>—1

FOSFATASICA EN_LA_SANGRE

e

Para el dosaje de fosfatasa en general y en particu-
lar en la sansre se han propuesto varios métodos, que sSe pue-
den diviuir en ocs cutegorias semin el sustrato utilizade.

La moycrs -.rte de los autores prefiere el empleo deil
B-glicerofosfatc¢ . svdio, mientras que King y Armstrong intro
dujeron el uso ¢2l -c..1lfosfato disédico. En el primer caso se
dosa el fésforo puzsto e liertad y en el sesundo el fenol.

En el cue.ro sir~uiente Tienran los métodos mds difun
didos y las condicioiies exrerimerntules respectivas.
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'Kay 8-glicerofos.Na} P 48 hs. 7,6/38° C| (86)
:‘Jenner y Kay B—Flicerofos.Na; P 3 hs. 8,8 38° C| (80) l
| : | i i
5 ! | f i
‘bodansky !3-glicerofos.Fa: P I 1 h. {227137° ¢ (30) |
' : ] I
|

6

4
| i | ’ s
King y Armstronggfenilf.disédico%fenol;30Imhh- 8‘37050 (91)
' |

| ; .

jRoe y Whitmore | glicerofos.Na l'P 1L
i [ 3

}

? |37° €|(130)

u

Bn un método de andlisis clinicos interesa arte todo
su rapicdez, y por ello se prefieren los tres 1iltiros métodos ci
tados, debido al corto tiempo de incubacién. Para la eleccidn
entre los métodcs de Bodansky, y Kine y Armstrong hemos tenido
en cuenta el siguiente detalle: La cantidad de fosfato inorgdni
cO en suero tiene eeneralmente importancia, aunque no siempre,
en los casos en los cuales se desea efectuar una determinacién
de fosfatasa. En el método de Podansky es necesario dosar el
fésforo inorednico del suero,porque su principio es el sigulen-
te: La diferencia entre el fésforo total inorgdnico luego de in
cubar el suers con sustrato de 2-elicerofosfato de sodio, y el
fésforo inorgdnico del suere, se utiliza ccmo medida de la actl
vicdad fosfatdsica. Esto ne sucede con el métode de King y Arm-
strong, puesto que se determina simplemente el fenol puesto en
libertad luego de incubar, sin tener en cuenta el contenide en
f6sforo inorgdanico del suero. Debido a los motivos expuestos he
nos preferido el uso del método de Bedansky en el presente tra-
bajo.

Unidades de actividad fosfatdsica

Segin King y Armstroneg una unidad de actividad fosfa-
tdsica es la cantidad de enzima que libera 1 mg de fenel en las
condiciones indicadas en el cuadro, mientras que en los métodos
restantes es la cantidad de enzima que libera 1 mg de fésforo in
ergdnico. Estas unicades de actividad fosfatdsica no son cempa-
rables sino con ciertas reservas. Con dependencia del método u-
tilizado se producer diferencias notables en el orden de la mag
nitud de los catos, cuyo aprecio acarrea a menudo dificultades.
Las unidades de Jenner y Kay son a las de Kay como 1:50. Deterri
nacienes comparativas efectuadas por Palmer y Nelson (116) se-
Fin los métodos d: .caansky y de Jenner y Kay estatlecieron la
relacién entre 1lus vrilaues Bodansky y de Jenner y Kay. Segin
ellos las dos unidaces 3¢ relacienan como 1:2. 2or otra parte la
unidad de XKing y Armstrons es aproximadamente igual a la de Jen
ner y Kay. Aderds seedn la odbra de Gradwohl (d) una unidad Bo-
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dansky es isgual aproximadarente a 1,8 unidades King y Armstrong.
Resumiendo tenemos las siguientes relaciones aproxira
das:
1 U.Jenner y Kay ~ 50 U.Xay ~ 1 U.Kine y Armstrong
1 U.BRcdansky ~ 2 U.Jenrer y Kay ~ 1,8 U.King y Armstr.

Si bien es rosible constatar una marcha eroseramente
naralela de las actividades fos*atdsicas determinadas por méto-
dos semejantes (110}, creemos que no se pueden corparar rétodoes
que trabajan a pH muy diferenles ni mvucho menos pretender redu-
cir las uridades de ur métode a unidaaes de otro método, como si
sc tratara de simples magnitudes fisicas, wvltiplicando por al-
zin factor.

_METODO MODIFICALO DE_BCDAISKY

Segi¥n descripcidn de 1a odra de
E.B.H.Gradwohl,Clinical Laboratory iethods and Diagnosis
3a.edicidén (1943),tomo 1,pdg.303

Reactivos y material necesuarios

Sustancias inorednicas

Sales: SnClo 1% &
PO4H,K 110 me
licO4Na, (1ibre de P) 7,5 g ¢ en su defecto
MoO4Hy (libre de P y NHz) 90 g

Acidos: 504Hp concentrado 150 ml
HC1 " 30 ml

Alcalis: OHNa sélido 55 g

Mezcla sulfocrdmica:
S504Hp comercial 1 1litro
Cry0pky " 30 g

Sustancias_orgdnicas

Solventes: Tolueno 5 ml

Clcroformo 5 ml

kter de petréleo (p.eb.20 - 40° C) 20 ml
Reactivos: Ac.tricloroacético (libre de P) 10 g

B-glicerofosfato de sodio 1e

Di-etil-barbiturato de sodiol g

Indicadores: Rromocresolpurpura 100 mg
. /zul de bromotimol 100 mg
Puio oresol 50 mg
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laterial de vidrio Cantidad Capacidad en ml
Watraces afcrados: 1 25
1 100
1 200
1 250
1 500
1 2000
Frascos cor. tapér de
vidrio esmerilaco: 1 25
4 100
1 200 (color ca-
4 250 ramelo)
3 500
1 10CO
1 2000
Frascos pyrex con tapén
de vidrio esmerilado: 2 100
Frascos goteros: 3 2C0
Vasos erlenreyer: 2 50
Probetas graduacas: 1 100
Pipetas sraduadas: 1 ;
2
2 5
2 10
Vasos de pnrecinitados: 2 250
10 tubes de ensayo de 20 mm por 150 mm
2 " " n n " " n n " con tapén de vidrio
3 embudos de 6 cm o de goma

1 varilla de vidrio
1 vidrio de reloj]

Aparatos _especiales: Colorimetrc, Centrifusa, Balanza de pre-
cisién, Heladera, Bano deagua de 37° C, Bafio de agua hela-
da, Potencidémetro para determinar pH.

Qtros_udtiles: Gradilla,esypdtula,ldpiz eraso, papel de filtro.

Nota: Cuando se dispcne de un potercidmetro se puede
prescindir de los indic=dores y viceversa.

Parte prdctica

I.FOSFATASA ALCALINA

Solucién de dcido. tricloroacético al 10% Disolver 10 g
de 4cido tricloroacético, para anéijsis, en apua destilada en
un matraz ce 100 ml y llevar a 100 ml con agua destilada.

Solucién stock de fosfato Es la misma que la solucidn
stock standard de fosfato de Kuttner y Lichtenstein (98) :

Disolver 110 me de fosfato 4cido de potasio (erado buffer
La Motte) en aprorximidamente 100 ml (o mds) de agua destilada e
un matraz de 250 ml. Aegrecar 1 ml de Acido sulfdrico concentra-
do, c.p. Diluir hasta 250 m1 con arua destilada.

10 ml contieren 1 me de P.
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Solucién standard de fosfato (1t ml = 0,01 meg de P) Llevar
10 ml de solucidn stock de fosfato a 100 ml con agua destilada
en un matraz de 10C ml. Agrerar algunas gotas de cloroformo.
Solucién de molibdato de sodio al 7,5% Disolver 7,5 g de
molibdato de sodio, libre de fésforo, en agua destilada y lle-
var a 100 m1 con agua destilada.
Crando no se dispone de molibdato de sodio, también se pu2
ae proceder de la siguiente manera:
Acido molibdico (Zimer % Amend,T.P.,Especial, "libre de
fosfatos y ansnface") .....e0vevnn. . 9 g
OllNa S5 N .t iiiiiiiiiinnnnnns S 250 ml
Colocar en un matraz de 2 litros y lievar a volumen.

ftaleina. Dejar reposar y decantar para el uso.Esta solucién se
prefiere a la de Kuttner y Licktenstein, que se prepara disol-
viendo molibdato de sodio, porgue esta ltima na dado frecuente
mente pruebas en hlanco poco satisfactorias con desarrollo de
un color azul en forma apreciable.

Solucidén de dcido suvlfirico 10 U

Reactivo de dcido sulfdrico-molibdico

Solucidn A
A 50 ml de solucidén e molibtdato de sedio al 7,%
agregar 50 ml de 4cido sulfidrico 10 N y mezclar
bien.
Solucidr stock de cloruro estarnnoso, 60% Disolver 15 g
de clcruro estannoso (Eimer y Amend, T.P.) en dcido clorhidrico
concentrado en un matraz de 25 ml, y llevar a 25 ml con 4cido

clorhidrico concentrado.

Dejar reposar en la heladera. Esta solucidén debe preparar-
se mensualmente. Bodansky y colatoradores encontraron que era
posible obtener resultados mds constartes dentro de un mareen
mis amplio dc¢ valores de fcsfato inorsdnico, con este reactive
mds concentrado, en el uso del cual han seruido a Raymond y Le-
vene (119).

Solucidi diluica de clorurc estarnoso Diluir 1 ml de
la solucidn stock hasta 200 ml con arsua destilada y guardar en
un frasco marrén. Esta soiucién debe usarse dentro de los 5
afas de preparada. Se obtienen resultzdos mejores con reactivo
fresco, que con soluciones euardadas durante mds de 5 dfas.

Sustrato de szlicerofosfato sédico, pH 8,6 Colocar sucesi-
vamente en un matraz de 100 ml en el siguiente orden:

aprox. 3 ml éter de petroleo (p.eb.20 a 40° C.)

aprox. 80 ml a~ua destilada

0,5 7 B-elicerofosfato de sodio
Yy 0,424 g dietilbarbiturate de sodio, U.S.P.
diluir hasta 100 ml con arua destilada. Leer el volumen en
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la interfase entre el sustrato y el éter de petroleo. Mezclar y
ajustar la reaccién a pH 8,6, usando HC1l N/10 & OHNa N/10. Vol-
car (fuera del laboratorio) en un frasco pyrex de 100 ml provis-
to de un tapdn de vidrio y que contiene anroximadamente una pul
g=ada de éter de petrcleo. Guardar en la heladera en cantidades
que no excedan los 100 ml por frasco.

Soluciones ind’cadoxas Disolver el indicador en la can
tidad de OH¥a N/20 que se senala a continnaciémn y llevar el vo-
lumen con agua destilada a 250 ml.

| Soluciones ! mg de iml OHNa
indicadoras i color y pH Iindicadorf N/20
bromocresolpﬁrpura;amarillo———eris——n—pﬁrpural f
H ‘ | .
lazul de bromotimol;amarillo-_-verde azul i 100 : 3 2
| (0,04%) | 6,0 6,6-6,8 7,6 ! B
| | i ;
rojo cresol jamarillc—anaranjadc—ro;jo 3 - |
| (9,02%) 7,2 7.8 8,8 | 50 2,65 !
: : |
Prueba er. ¥Ylanco, de los reactivos
dcido tricloroacético 2l 10% .......... 5 ml
agua destilada ..ttt eeienenn ee 5 ml

reactivo de molibdato (soluvcidén A) .... 2 ml
solucidén de clorvro estannoso dilufda . 1 ml
Mezclar. La mezcla resuvltante es incolora, 0 a lo su-
mo ligeramente azul overde. El1 blanco ro es sélo una prueba de
la calidad de los reactivos utilizados, sino también de la mis-
ma preparacidén cdel reactivo diario de molibdato.

a. Preparacidén del suero

Extraer aproximedamente 10 ml de sanere entera, dejar coa
gular a temperatura ambiente, centriivezr; separar el suero, re
centrifugar el suero, y Jdecantar. Si es imncsible usar el suero
enseguida, se lo puedae gunaraar en la heladera por varias horas.
Después de estar 24 & 48 horas ern la heladera la fosfatasa en el
suero es 10 a 15% mis elevada. $i el suero se guarda a tempera-
tura ambiente los resultadcs estdn sujetos a un error en mids o
menos 20%. Puede agrerarse una ecota de tolueno al suero como con
servador.

b. Preparacién del filtrado para fésforo inorednico en suero

Colocar mediante una pipeta 1 ml de suero en un rran tubto
de ensayo. Agregar 4 ml de 4cido tricloroacético al 10%.

kezclar y dejar reposar algunos minutos.
Filtrar a truavés de un vapel de filtro de 9 cm What
man N° 44 u otro "sin cenizas".
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¢. Preparacién del filtrado para fésforo inoregdnico total (fdés-
foro inoregdnico en suero y el fésforo inoregdnico liberado del

sustrato)

Colocar 10 ml de sustrato en un tubo de ensayo provisto de
un tapdn de vidrio ¢ goma.

Ponerlo en un bano de agpua a 37° C hasta que esté caliente.

Agregar 1 ml de suero sosteniendc la punta de la pipeta al
rededor de 1 cm encima de la superficie del 1liquido. Invertir
una vez, mezclando el contenido cuidadosamente, pero sin una ex

cesiva aereacién.

Volver a colocar en el bano de agua.

Al cabo de una hora, exactamente, quitar el tubo del bdafio
de agua y enfriar en agua helada dursnte 2 rinutos.

Agregar 9 ml de 4cido tricloroacético al 10%, mezclar bien,
Y dejar reposar alrsunos minutos. Filtrar.

Si el suero contiene un elevado valor de fosfatasa, diluir
la mezcla final con una cantidad adicional de dcido tricloro-
acético al 10%.

Técndica

Determinacidén de fdsforo ircrednico

Colocar 2 ml del filtrado (para fésforo inorgdnico,v.s.) en
un matraz erlermeyer de 50 ml murcado "M" para la muestra.

Colocar 2 ml de solncidén standard de fosfato (conteniendo
0,02 mg P) en un matraz similar, marcado "S" para el standard.

Agregar a cada frasco 5 ml de agva destilada,

¥y 2 ml de reactivo 4cido sulfdricc-molibdico, solucibn A.
lucién diluida de cloruro estannoso.

Wlezclar enseguida y dejar reposar a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

Leer en el colorimatro.

Cdlculos

Lectura Standard
Lectura HMuestra

Xx 5 = mg P irorgdnico en 100 ml de suero

Determinacidén del fésforo inorednico total (Fésforo inor-
gdnico_en suero y el fésforo inorrdnico liberado del sustrato)

Llevar a cabo el mismo procedimiento que para la determina
cién del fésforo inoregdnico, semin indicado arriba, pero usando
4 ml del filtrado obtenido con el sustrato y aeregar solamente
5> ml de agua destilaca.

Cd4dlculos

Lectura Standard % 10
Lectura iuestra

Cdlculo para la fosfatasa alcalina
P total inoreénico - P inorednico en suero = unidades de

= mg P total inorednico en 100 ml de suero




actividad fosfatdsica ale¢alina por 100 ml de suero (si la hi-
drélisis ha continuado por una hora).(mg de P inorgdnico libera
do del glicerofosfato a pH 8,6)

II. FOSFATASA_ACIDA

i o ———— — —— = —— — -t

Los reactivos para este jrocedimiento son los mismcs que
para la fosfatasa alcalina con excepcién del sustrato de glice-
rofosfato ae sodio.

Sustrato de glicerofosfatc de codio pE 6,4

Colocar sucesivamente en el sicuiente orden en nn matraz
de 100 ml:

alrededor de 3 ml de dter de petroleo (p.eb.20 a 40° C)

alrede.or de 80 ml de arsua destilada

J 0,5 g de B3-clicerofosfato de scdio, y

diluir hasta 100 ml con arua destilada.

Leer el volumen en la interfase entre el sustrato y el éter de
petroleo. iezclar y ajustar la reaccidén a pH 6,4 usando HCl
N/10 6 OHNa N/10. Volcar (fuera del laboratorio) en un frasco
pyrex de 100 ml provisto de un tapén de vidrio y que contiene

aproximadarente unz pulgada de éter de vetroleo. Almacenar en
la heladera en cantidades que no excedan los 100 ml por botella.

Tédcnica

Seruir el método dado para la fosfatasa alcelina (v.s.),
sustituyendo el sustrato ée pH 8,6 por el de pH 6,4. Usar 2 ml
del filtrado para P inorednico y 7 ml del filtrado para el P to
tal inorgdnico, sin usar agua en la determinacién del fésforo
total inorednico.

Cdlculo para la fosfatosa dzicda

Fésforo inorednico

Lectura Stardard
Lectura iuestra

x 5 = me P jrorzanico en 100 ml de suerxro

Fésforo total incrednico

Lectura Standard
Lectura livestra

X 5,7 = m7 de P total inorsdnico en
100 ml de suero

Fosfatasa dcida

P total inorgdnico - P inoregdnico en suero = unidades
de actividad fosfatdsica 4cida por 100 ml de suero (si la hidrg
lisis ha continuazdo por una hora).(mg de P inorednico liberado
del elicerofosfato a if 6,4)

Hemos seruiac exactamente el método detallado, salvo la si
guiente modificncidén: I. d. Prevaracidn del filtrado para fds-

foro inorsdnico en sucrc. HModificacidn introducida: Colocar me
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un papel de filtro de 9 cm Whatman NO 44 u otro "sin cenizas".

La dificultad que se presentaba en el método original
era la siguiente: en el filtrado se obtenian apenas los 2 ml ne
cesarios para la determinncidn del fésforo inorednico debido a
que gran cantidad de liquido se quedaba embebiendo el volumino-
so precipitado de proteinas. Esto se evita con la centirifuga-
cién.

Hemos controlado los pF de 1los susiratos con un poten
cidmetro y con una aproximacidn de 0,0%5 unidades de pH.

Para la determinacién édel fdésforo utilizamos un colo-
rimetro marca Ernst Leitz, Wetzlar, NO 2145.

" El 4cido tricloroacético libre de fésforo era de marca

Baker's U.S.A., P04f 0,000%4 y proporcionaba ensayos en "blan-
co" satisfactorios. El B-glicerofosfato de sodio era de la ca-
sa Fisher Scientific Co.,Pittsbureh, Perna, U.S.A., Eimer and
Amend, New York, N.Y., U.S.A. E1l 4cido molibdico era una droga
Merck, Darmstadt.

La férmula comin para los cdlculos no incluye ninguna
cerreccién para la desviacién de la ley de Beer (§). Esta des-
viacién, que alcanza el 20% de la diferencia entre el contenido
en fésforo del desconocido y el standard, puede ser corregida u
tilizando la fdérmula

0,48 - o {
Tectura del dosconscics ~ C,0040 = meg P en la parte alicuota.

(§) Beer (22a) estudid la influencia de la concentracidn de sus
tancias coloreadas disueltac sobre la transmisién o absorcién
de la luz. Encontré la siguiente relacidén entre transmisidn y
concentracién, cuya formulacidn matemdtica es It = Ioac siendo
It = intensldad de la luz transmitida, I, = intensidad de la 1luz
incidente, a = fraccidn de la luz incidente que es transmitida
Yy ¢ = concentracién. Relacionando la serunda ley de Lambert con
la ley de Beer se llega fdcilmente a 1la fdérmula fundamental de

la colorimetria

Cy = % c siendo c, = concentracidén de 1l
X ¢

solucién desconocida, ¢ = concentracién de la solucidén conocidu.
1, = altura de la colnmna de la solucidén desconocida y 1 = altu
ra de la columna ¢z la solucién conocida. La demostracidén de es
ta férmula se puedsa ver en el libro de I.M.Kolthoff & E.B.San-

dell, Textbook of Gurantitative Inorrsanic Analysis, New York 1941

pdgina 617
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Sin embargo, por conveniencia, los valores correspon-
dientes a cualquier lec’ura dada han sido calculados y tabula-
dos (ver tabla XIV en Gradwohl (d) ). En andlisis de sueros el
valor de la parte alicuota puede ser convertido en mg de P in-
orgdnico por 100 ml utilizando la férmula

»

T x iz 100 = mg P en 100 ml

en la cual T corresponde al velor de la parte alicuota de la ta
®la XIV (d), de acuerdo a la lectura en el colorimetro, D signi
fica la dilucién del sucro en el filtrado (ceneralmente 10 en
determinaciones de fosfato y 20 en la determinacidén de la fosfa
tasa), y V es ipual al volumer dz la parte alicuota, en ml.

Correcciones por el dcido tricloroacético y glicerofosfato

Cuando el 4cido tricloroacético estd presente solo o
junto con glicerofosfato, como en las determinaciones de fosfa-
to inorgdnico en suero y fosfatasa en suero, respectivamente,
son necesarias otras correc~icnes. las corcentraciones de estas
sustancias se han ajustado en estos andlisis de modo de permitir
el uso de un factor de correccidn crnveniente. Este factor es
igual a + 1% por ml de filirado Jde i¢sforc en suero usado para
el andlisis, y + 2% por ml del filtrado para fosfatasa (mdxima
correccién 10%).(Para mayer precisidn, las siguientes correc-
ciones pueden ser usadas para dcido tricloroacético mds glice-
rofosfato: para 1 ml de filtrado de fosfatasa o menos, 3% por
ml; para 2 ml de filtrado una correccién del 5%; para 3 y 4 ml
de filtrado, 6 y 8%, respeciivamente; para 5, €, y 7 ml de fil-
trado, 10%).

Se han usado soluciones de fosfato dcido de potasio
de concentracién ccnnnica, conterierdc v agrezado de dcido tri
cloroacético, y dcido triclorcacético mus slicerofosfato en con
centraciones iguales a lias us=das en lac determinaciones de fos
fato inorgdnico y fosfatasa en sueros, respectivamente. Partes
alicuotas de 7, 5, 3, y 1 ml dan resunltacdos similares, los cua-
les se han omitido agui para ahorrar espacio.

La correccidn debida a la desviacidén de la ley de
Beer estd incluida en los valores "sin corregir" T (tomados de
la tabla XIV).

Estas correcciones pueden ser aplicadas al valor fi-
nal (P inorgdnico en 100 ml) o bien, como hizo Bodansky, al va-
lor T. Aleunos valores, antes y después de corresidos, estdn da
dos en las tablas Xul y XVII (4).

Estos cdlculos no presentan nincruna dificultad con
las férmulas indicadas. Si:l emba»=c resmltan ser mucho mds rd-
pidos y cémodos utilizando ur métcdo erafico, especialmente
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cuando se trata de un gran nimero de determinaciones en serie,

Para el cdlculo esriafico hemos construfido curvas con
tenido en fésforo inorednico correspondiente a una lectura dada
en la escala del colorimetro.

En el erdfico adjunto se pueden observar tres curvas
que sirven para calcular los valores corregidos de "P inorgdnico
en shero", "P inorednico en suero + P inorgdnico puesto en li-
bertad por la fosfatasa alcalina" y "P inorednico en suero + P
inorednico puesto en litertad por la fosfatasa 4cida", respec-
tivamente.

En las ordenadas estdn acotadas las lecturas de la es
cala colorimétrica. En las abscisas se han construido dos esca-
las diferentes; ambas estdn eraduadas en mg de P por 100 ml de
suero. La escala superior sirve para las curvas de "P" y "fos-
fatasa dcida" (H), y la escala inferior debe aplicarse a la cur
va de "fosfatasa alcalina" (OF).

_EXPRESION DE_LOS_RESULTADOS

, Los resultados estZn expresados en Unidades de activi-
dad fosfatdsica ae Bodansky, entendiéndose por ello lo siguien-
te:

P total inorrdnico - P inorednico en suero = unidades
de actividdd fosfatdsica alcalina por 100 ml de suero, cuando
la hidrélisis se ha proloneado por una hora a 37° C. (mg de P
inorgdnico liberado del elicerofosfato a pH 8,6).

Tarbién se puede expresar asi: Una unidad ge activi-
dad fosfatdsica alcalina se define como el equivalente a la 1i
beracién de 1 mg de P (como PO4E ) durante la primera hora de
incubacién, bajo las conuiciones descritas. Cuando se trata de
la fosfatasa dcida se sustituye el pH 8,6 por pE 6,4.

El P inorednico se expvesa en mg de P por 100 ml de

suero.
Como se acaba de explicar en la rarte de "cdlculos"
los resultados se pueden expresar directamente o bien aplican-
do correcciones empiricas debido al incumrlimiento de la ley de
Beer y la presencia de B-elicerofosfato y dcido tricloroacético.

—_———memnmEEEEs

Estos se Lallan detallados en las tablas de las pégi-
nas 21 a 26.

En la serunda columna de las tablas 1, 2 y 4 y la ter
cera coluumna de las tablas 5 y 6 fisura "tiempo en horas". Este
dato se refiere al tiempo transcurrido entre el momento de la
extraccidn de la mvestra y la determinacidén de la actividad fos
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fatdsica en el suero. El tiempo que se dejé pasar entre el mo-
mento de la extraccién de la sanere y la separacidén del suero
vor centrifugacién estaba sujeto a la velocidad de contraccién
del codgulo, que variaba entre 2 y 8 horas. Cuando el suero se
usé recién al dia sicuiente, se 1o guardaba en la heladera con
una eota de toluol como conservador.

Hemos efectvado 62 determinaciones, cuyos resultados
estdn consignados en las tablas 1, 2 y 4.

Estos resultados pueden estudiarse bajo diversos pun-
tos de vista:

1) Discrepancias entre los valores individuales y el

promedio hallado.

2) Relacidén entre el contenido en fosfatasa 4cida y
alcalina.

3) Diferencia entre los valores corregidos y no
corregidos.

4) Variacién de la actividad fosfatdsica cuando el
suero es euardado en la heladefa, por varias horas,
> dias.

5) Reproducibilidad de los resultados (experimentos
por duplicado).

1) Como puede observarse en las tablas 1 y 2 los valo
res obtenidos difieren muy poco del promedio calculado y se ha-
llan entre limites bastante estrechos. Cabe destacar que en los
casos patoldégicos en los cuales la actividad fosfatdsica sufre
alguna variacién, éste suele ser ernorme respecto del contenido
normal; por ejemplo los casos N° 5 y 9 de la tabla 6.

Conclusién: Los valores promedios normales corregidos
para el adulto son

Fosfatasa alcalina: 2,0 Unicdacdes Bodansky
Fosfatasa 4cida : 1,0 Unidad Bodansky

Los valores normales oscilan entre:
Fosfatasa alcalina: 1,0 - 4,3 Unidades Bodansky
Fosfatasa 4dcida : 0,1 - 2,5 Unidades Bodansky

2) En la obra de Gradwohl (d) se puede observar en la
rarte de "interpretacidn", que transcribimos mds adelante, que
algunos autvres dan cierta importancia a la relacidén entre la
fosfatasa dcida y la fosfatasa alcalinra. Esta relacién se ha
calculado en forma de porcentaje como se puede ver en las colunm
nas 6 y 10 de las taclas 1 y 2, de la siguiente manera: unidades
de fosfatasa dcida que corresponderian a una cantidad de suero
que tuviese 100 unidades de fcsfatasa alcalina. En la purte de
interpretacién mencionada (d) estdn citados dos trabajos de
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Huggins (73 y 74) seein los cuales el porcentaje de la fosfata-
sa dcida seria normalmente 3%. Deseraciadamente no hemos podido
encontrar esta afirmacién en los trabajos orieginales, ni tampoco
confirmarla experimentalmente. Ccmo se puede ver en la columna
10 de las tablas 1 y 2 el dato promedio corregido de
porcentaje de fosfatasa d4cida = 50%
y el dato no correrido (columna 6) es = 30%

La difercencia entre los valores corregidos y no corre
gidos es bastante erande en este caso, debido a que los datos
de fosfatasa alcalina correcidos son menores que 108 no corre-
gidos, mientras que con la fosfatasa dcida ocurre la inversa.

3) Evidentemente para lograr mayor exactitud en los
resultados es conveniente calcular los datos corregidos. En sue
ros normales, sin embareo, la diferencia entre los valores co-
rregidos y no corregidos es pequena, salvo en 10 que atahe la
fosfatasa dcida. Cuando los valores son elevados la diferencia
absoluta también crece; pero en estos casos tampoco no tiene ma
yor importancia, poraoue 1o mismo importa que un individuo posea
por ejemplo 23,7 6 29,8 unidades de fosfatasa alcalina para a-
firmar la existencia de un caso patoldeico.

4) Como se puede observar en la tabla 4 hemos efec-
tuado determinaciones de fosfatasa en varios sueros y luego re-
petido estas determinaciones con los mismos sueros al dfa si-
guiente. De acuerdo a lo expresado ya en la parte de "técnica"
se observé en general un avmento de la actividad fosfatdsica.
Como en muchas oportunidades ha sido imposible repetir la deter
minacion al dfia sieuiente por falta de suero, se han clasifica-
do las demds experiencias simples en dos erupos seguin las tablas
1y 2. En la tabla 1 se han colocado los datos obtenidos a las
pocas horas de extraida la sangre, y en la tabla 2 figuran 1los
resultados sureidos de olvas muestras, analizadas recién al dia
siguiente.

Salta a.la vista que los promecios calculados en ambos
casos coinciden prdcticamente. f£leunos sueros se han suardado
por 48 horas y los resultados que se observan al final de la ta
bla 2 son notoriamente bajos.

En definitiva podemos afirmar que para obtener un da
to que posea uu cierto valor diaendstico es necesario efectuar
la determinacién de la actividad fosfatdsica dentro de las 24
horas de extraida la sangre.

5) En aleunos casos, en los cvales la cantidud de sue
ro asi lo permit{ia, remos realizado experiencias por duplicado
segin 1o indicado al final de la tabla 4 y primera parte de la
tabla §. En ninedn caco los datos de fosfatasa alcalina diferi-
an en mds del 16%, mientras que en un caso, la fosfatasa 4cida
arrojaba un dato que discrerabn er un 30% de otro duplicido.
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f£sta aparente menor fidelidad de las determinaciones de la fos-
fatasa 4cida se puede explicar de la siguiente manera: El sustnra
to para la determinacién de la fosfatasa alcalina posee un po-
der buffer mucho mayor debido a la presencia del dietilbarbitu-
rato sédico, que el sustrato de la fosfatasa dcida, en el cual
falta esta sustancia. Cabe destacar aqui que los sustratos se
han sometido a un riesuroso control de pH, especialmente los sus
tratos de pH 6,4, no solamente en el momento de su preparacién,
sino también posteriormente y antes de utilizarlos. En ninegin
caso fué posible observar alruna modificacién del pE inicial.

_ACTIVIDAD FOSFATASICA_EN_SUEROS DE_NINOS RECIEN NACIDOS_

La sanegre se obtuvo de 1la fontanela en todos los ca-
sos. Debe apuntarse aquf un hecho curioso!{ todas las muestras
sin excepcidén estabarn alego hemolizadas o sea que 1l0S sueros,una
vez obtenidos por centrifugacidén, mostraban un color rds o0 menos
rosado y a menudo hasta rojizo. (Debemos advertir que la sangre
se recogfa en material de vidrio bien seco)

Las determinaciones se han efectuvado siempre a las 4
horas de extraida la muestra.

En .a primera parte de la tabla 3 pueden verse los re
sultados. En las columnas 2, 3 y 4 se han consienado las anota-
ciones relacionadas con los lactantes, como ser sexo, peso, ¥y
edad en horas,dias o meses. La edad del nino mayor llega a 6
dias.

Los datos correspondientes a la fosfatasa alcalina
muestran mayor irregularidad queen el adulto normal. Pero con
la fosfatasa dcida sucede aleo realmente sorprendente, pues se
obtienen valores practizamente ienal a cero. En cambio el prome
dio calculado de fosfatassa e2lcaline &5 irfual a 2,5 Unidades Bo-
dansky, o0 sea sélo liseramente superior al dato correspondiente
al adulto normal.

Para disipar cnalquier duda que pudiese asaltar al
lector respecto de 10 ocurrido con la fosfatasa dcida puede ma-
nifestarse lo siguiente: para demostrar que los resultados ob-
tenidos eran achacables unicamente a la naturaleza peculiar de
los sueros de 1los recién nacidos se ha acompanado siempre a la
serie de sueros de lactantes de un suero de adulto normal, y ecs
te dltimo arrojaba datos normales.

De los datos anotados al final de la tabla 3 surge,
que en los ninos de edad mds avanzada (varios meses) se produce
un aumento notable de 1la fosfatasa alcalina, mientras que la fos
fatasa dcida permanece estacioraria.
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ACTIVIDAD FOSFATASICA_EN_SUERQOS DE_ENFERMOS CANCERQSOS

Fueron examinados los sueros de 28 enfermos cuyos
diagnésticos no dejaban luear a duda. lLos resultados figuran en
la tabla ‘6. Salvo los casos N° 12 y 23,se han obtenido resulta-
dos sumamente parejos y muy poco diferentes del promedio calcu-
lado. Llama la atencién la similitud del contenido en fésforo
inorgdnico de los sueros ensayadns , siempre levemente superior
al contenido en sueros normales. Los valores de la fosfatasa al
calina también oscilan entre limites muy estrechos, mientras
que la fosfatasa 4cida presenta niveles mds irregulares, llegan
do en varios casos al valor cero.

El promedio calculado de fosfatasa alcalina es algo
superior al considerado normal, pero los resultados individua-
les no sobresalen de los limites normales en adultos. El valor
promedio de fosfatasa dcida se halla debajo de 1o normal y 1los
datos individuales tampoco aquf no exceden los limites normales.

Los casos que arrojaron resultados anormales son: un
enfermo con un cdncer de préstata (I1°© 12) que tenia una canti-
dad muy elevada de fésforo en el suero, pero las fosfatasas eran
normales; y otro paciente con una neoplasia de laringe 1llegd a
poseer 11,6 unidades de fosfatasa alcalina.

Segun expondremos en la parte de "Interpretacién
Y valor diagnéstico" varios investisadores han llegado a con-
clusiones contradictorias sobre el contenido de fosfatasa en
suero de cancerosos en general y en particular con metastasis.

Aqui se constata lo siguiente:

1) De los 28 casos examinados, uno solo presentd$ un
aumento de la fosfatasa alcalina, y este precisamente no sufria
de metastasis ni adenopatia.

2) Ninguno ée los 28 enfermos 2r>0jé un dato anormal
de fosfatasa dcida.

3) Nirneuno de los 8 enfermos con metastasis o adenopa
tias resultd con actividad fosfatdsica anormal.

De los resultados obtenidos se deduce que la determi
nacién de fosfatasa aplicada al diasndstico de metastasis inci-

pientes y avanzadas es de poco valor. Si entre los 20 casos sin
metastasis aparente hubiera habido aleunos con metastasis, la
actividad fosfatdsica no los habria puesto en evidencia.

Las dos primeras determinaciones anotadas en la tabla
6 se han efectuado con sueros provenientes de sangres parcial-
mente hemolizacdas de acdultos normales. Ambos arrojaron datos ba
Jos de fosfatasa alcalina. Los casos 3 y 4 padecfan de un tumor,
pero no se havia podido formuvlar vn diagnéstico concreto. El



- 20 -

caso N° 5 corresponde a una ictericia por retencién y la mues-
tra N° 9 proveniz de una nifla hidrocefdlica de un 27fio de edad.
En ambos casos se constatéd un contenido sumenmente elevadc de
fosfatasa alcalina, mientras que la fosfatasa dcida permanecia
normal. Las determinaciones N° 6, 7 y 8 sirvieron para estable-
cer la importancia de separar en cuanto antes el suero, una vez
extrafda la sangre. Se puede observar, que dejando el suero en
contacto con los gldétulos durante 30 horas a 7° ¢ se obtiene un
resultado aun aceptable, pero transcurridas 100 horas resultan
datos muy bajos.

TABLAS_DE_VALORKES

En ellas se hallan detallados todos los resultados
experimentales que hemos obtenido a lo largo de nuestra inves-
tigacién,

Volvemos a insistir aquf que las actividades fosfatd-
sicas 4cida (pH 6,4) y alcalina (pH 8,6) estdn expresadas en
unidades Bodansky por 100 ml de suero.; y el fésforo inorgdnico
en mg por 100 ml de suero.
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Tabla 4
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Tabla 5 ..

SUEROS_DE_ENFERMOS_CANCEROSOS

Tiem NO."CORREGIDO CORREGIDO
o
N© LESION en P [Fosfatasa|,| P |Fosfatasal,
ks.|in. {alec. | dc. in. alc.' dc.
1{Neo de cara; metas-| . (3,5 2,8 |0,6/213,3| 2,7{ 0,831
tasis en maxilar 3,61 2,8 - -13,5 2,6 - -
. . 3,3| 3,0 |0,5}17| 3,0} 2,9] 0,8}26
2|Mev de nariz 6 3’3 3’2 0’7 22 3,0 3’2 1’0 31
3 4 3 2’5 0’3 12 413 274 0’5 19
> |Neo de reeto ® 14,1 2,5 {0,5|20| 4,0| 2,4] 0,7|31
4 |Neo de cara: metas- 6 [4:0] - 10,4/15]3,9f - | 0,830
tasis en maxilar 4,11 2,6 0’4T15 4,01 2,5{ 0,6{26
5|Neo de labio; adeno 6 |4:8] 2,1 0,6(29| 4,8] 2,01 1,1}55
patia de cuello 4,41 2,3 10,6126] 4,3 2,3} 1,1|48
6|Neo de la base de e
la lengua 6 4,5} 2,9 10,3 10'4,5 3,01 0,515
T|Neo de seno gloso ‘ f '
epiglético 6 [4,5] 2,2 10,2 ¢l 4,5] 2,1 4117
8|Neo de fosa nasal;a
denopatia de cuello 6 |4, 2,4 10.0f O{4,1] 2,3] O, T
9|Tumor de sarganta o
perado; tratado con
radioterapia 6 14,41 2,3 10,0 0]4,3] 2,3} 0,3| 11
10 |Neo de laringe 6 |4,5] 2,6 {0,2| 8/ 4,4 2,7| 0,5{17
11{Neo de laringe; ade
nopatia cervical 6 14,01 2,310,313 3,9] 2,1; 0,6]29
12|Cancer de préstata &€ (9,31 2,1 0,5} Of10,4] 2,2| O 0
13|Neo de labio inZe--
rior 6 13,8 - 10 -{3,6 - 10,13} -
14|Neo de piel cara 6 4,51 2,110 ol4,4] 2,00 0
15|Neo de labio infe- |
rior; adenopatia su
maxilar izquierdo 6 (4,2 1,80 ol4,1] 1,5] 0 0
16 {Neo de pene;adeno-
patia inguinal 6 |5,01 1,90 0]5,1} 1,70 0
17{Neo de pene; adeno-
patia inguinal 6 15,01 2,710 ols5,1t 2,710 0
18|Neo de pene 6 {3,7{ 3,2 10,4{13}3,5| 3,3| 0,6]18
19{Neo de laringe 6 {3,7] 2,9 |0,8]2813,6} 2,8] 1,1{39
20 |Neo de ano 2 |4,6} 3,6 |G,5(14]|4,6] 3,9] 0,9(22
211Neo de pdrpado in-
ferior derecho pro-
pagado a maxilar su
perior - 2 |4,21 3,0 10,6(20|4,1{ 3,1]| 0,929
22|Neo de laringe 2 {3,8( 1,9 ]0,5(26|3,6( 1,7| 0,847
23 |Neo de larinee 2 |14,7¢ 9,6 |0,3] 3|4,7|11,61 0,6| 5
24|Linfo S.de homtun 6 {3,7t 1,71}0 013,5) 1,4} 0,1| 7
25|Neo piel cuellon 6 5.1 1,710 O(4,2] 1,410 6]
26 |Neo de velo paladar 6 {4,811 1,9 ]0 0]4,9] 1,6 0 Q)
27 |Tumor maxilar suye-- l
rior lado derecho € (3,671,910 013,7f 1,51 0,1 7
28|Cdncer de préstato 6 l3,6' - 1T -13,4} - |0 -
PROMEDIO: IA 24 2,7 :6,311014,1} 2,710,519
. ]




Tabla 6

Tiem| NO CORREGIDO : CORREGIDO
o oen
N OBSERVACION phs. P | Fosfatasa % " P {Fosfatasa
in.lalec. | dc. in.|alc. | 4c.
1| Hemélisis parcial 48 (2,9 1,71 - | =12,6] 1,2} -
2| Eem6lisis parcial 8 }3,6f 1,9 -~ 1| ~|3,4 1,5} -
3| Tumor ? 6 |2,9] 0,91 79,%(3112,6{ 0,7]| 0,4
4|N.N. 7T 14,7 2,210 0{4,7f 2,010,2
5|Ictericia obstructiva 2 [4,1|23,7{ 1,0 4|4,0(29,8] 1,4
6{Se guard$ la sangre |
coagulada a 7° C pon
100 horas - 13,81 1,310 013,71 0,710
T ia. - 13,41 1,5 0,3120}3,1} 1,1]0,5
8| id.pero por 30 hs. - 3,6 2,4| 0,5!12|3,4} 2,2 0,8
9|{Nina hidrocefdlica
de 1 ano de edad 4 13,5(14,7(0,7| 513,3|18,2 1} 1,0
Nota: iT.N (N© 4) padecia de un tumor en el brazo derecho

de naturaleza no bien establecida.
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El cuadro que sigue indica en qué enfermedades se ha
constatado un aumento de la actividad fosfatdsica en suero o

plasma.
Aumento del contenido en fosfatasa
EFosfatasa en; Enfermedad iBibliOgraf{a!Observacién
| | ;
i plasma iictericia maligna ! 9 - 121 !50 casos provo-;
i (no hemolitica? jcados en perros,
! A '
plasma |metastasis a huesos 134 %84’ ﬁgggg 506 !
i ! = :
! plasma imetastasis ; 102 % i
|  plasma iraquitismo 111 E |
suero |enfermedad de Basedew 86 - 117! i
hipertiroidismo ; :
| suero tumor 95 i 5
suero jenfermedades del 34 | ;
higado | i
suero hiperparatiroidismo 70 ; '

Gutman y coclaboradasres (70) han efectuado extensos es
tudios sobre la fosfatasa alcalina (pH 8,6) utilizando el méto-
do de Bodansky. Los resultados experimentales fueron los si-
guientes: se encontrS un aumento de la actividad fosfatdsica en
sangre en todos los casos de hiperparatiroidismo cldsico con
cambios determinados en 1los huesos. En pacientes con enfermedad
de Paget la actividad fosfatdsica del suero se hallaba invaria-
blemente aumentgda en los casos de enfermedad avanzada, alcan-
zando hasta valores 40 veces del normal. El nivel de la fosfata
sa en suero es eroseramente nroporcional a la extensién del en-
volvimiento de los huesos y es probablerente afectado también
por la actividad de la lesién 6sea. En este sentido la determi-
nacién puede poseer valor pronéstico. Un aumento de la actividad
fosfatdsica en sangre no es especifico para la enfermedad de Pa
get. Tampoco sirve generalmente como ayuda para distinguir ca-
sos de metastasis osteopldsticas de los huesos, en los cuales la
actividad fosfatdsica también estd numentada. En el mieloma mil
“iple la actividad fosfatdsica en suero es generalmente normal
o levemente aumentada. En casos de carcinema con metastasis ex-
tensivas, particularmente osteolfticas, la actividad fosfatdsi-
ca en suereo se encuentra por lo comin moderadamente aumentada
0 escencialmente normal., En casos de carcinoma con metastasis ex
tensivas, predominantemerte osteopldsticas, la actividad fosfa-
tdsica en suero puede llerar a ser tan elevada como en la enfer
medad de Paget avanzada.
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Fosfatasa en el suero en el carcincma y su utilidad para
el diagnédstico

En primer luesar deben mencionarse los trabajos de Kay
(86, 62). Este investigador observé un poder de dJesfosforiliza-
cién aumentado en la sangre humana en presencia ae tumores ma-
lignos. Kdhler coafirmd el hecho hallado por Kay de un notable
aumento de fosfatasa en la sangre carcinomatosa. Existen varios
resultados experimentales sobre un poder de desfosforilizacién
aumentado en suero de enfermos con tumores, especialmente en re
lacidén con metastasis a eldndulas y a huesos (11, 64, 70, 135).
Alsgunos autores encuentran un aumento de fosfatasa en metastasis
a huesos y gldndulas, mientras que otros sol.mente en el primer
caso.

En oposicién a lo meuncionado tenemos 1los trabajos
de Bowman y Pitts, etc. (45, 139), los cuales s6lo por excep-
cién han podido demostrar un aumento de fosfatasa en suero y
mds bien una disminucidén del poder fosfatasico, particularmente
en animales con carcinoma de Walter.

Recientemente Gutman (69) demostré en una serie de de
terminaciones en carcinomas de préstata con metastatis la exis-
tencia de un sumento pronunciadc de una fosfatasa "dcida" con un
Sptimo de actividad alrededor de pH 5. Pacientes con otras do-
lencias, salvo una excepcidén, no mostratan dicho aumento.

En publicaciones recientes (7, 22, 102) figuran deter
minacienes en serie de fosfatasa en plasma sancuineo (por el mé
todo de Jenner y Kay) en enfermos con y sin carcinomas, con es-
pecial atencidn a la existencia de metastasis (18). Resulté que
sobre 22 casos con metastasiz seesura, 19 preszntaban un aumento
de fosfatasa en plasma, y tanto mayor, cnanto mds extensién po-
sefa la metastasis. En tvmnores maliercos pero sir metastasis,
no se hallé ninein aumento de la fosfatasa. Sueros de caddveres
daban iguales resultados. La fosfatasa er rlasma puede propor-
cienar un medio prondstico muy “til para saber si todavia es po
sible una operacién radical, o si es mejor evitar una oper:iucidn
ya initil para el paciente, debido a una metastasis ya producida.

Sin embargo no debe dejarse de lado en la aplicacién
al diagnéstico diferencial otras enfermedades, porque las del
Ligado (por ejemplo ictericia por retencién) y enfermedades &-
seas (como raquitismo, ostefitis deformante, osteftis fibrosa,
etc.) relacionadas con formacién de tejidos nuevos y otros cam
bios acarrean también un aumento de la actividad fosfatdsica.
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"En el adulto, la actividad fosfatdsica normal estd com
prendida entre 1,5 y 4,0 unidades por 100 ml, con un promedio de
2,7; en 1os ninos, de 5 a 12 unidades, con un promedio de 8. En
la enfermedad de Paset con envolvimiento miltiple de los huesos
la actividad fosfatdsica en el suero sanguineo puede llegar a
ser veinte veces e. valor normal. Smith (137) informé que 1la
fosfatasa en sangre estd aumentada en el raquitismo activo,
correspondiendo el erado de aumento a la eravedad de la enferme
dad. En la ictericia obstructiva Roverts (121) hallé la fosfata
sa sanguinea muy elevada, pero en todas las otras variedades de
ictericia el valor era normal o sélo ligeramente aumentado, aun
cuando el paciente sufrfa de severa ictericia. Roberts creyé
que la reaccién de la fosfatasa podria ser utilizada para dife-
renciar la ictericia obstructiva de la ictericia téxica. En
otras condiciones de patolocfa miltiple de los huesos la prueba
de la fosfatasa puede tener valor.

Yagudé (145) encontrd§ en tres casos de osteogénesis
imperfecta que la actividad de la fosfatasa sansufnea era nor-
mal. En un caso de anemia eritrobvldstica con cambios marcados
en todo el sistema y en dos casos de mieloma, la actividad fos-
fatdsica estaba dentro de los limites normales. En una serie de
fracturas, 1los valores en unidades Bodansky estaban comprendidos
entre 5,5y 6,5, lo cual estd sobre el 1limite rormal para adul-
tos. Yaguda halld, que valores elevados en casos de fracturas
con lesiones miltiples indicaban alruna relacidén con la grave-
dad de las lesiones. Jo encontré nineun aumento de fosfatasa
sanguinea en artritis. Yapuda creyd que la actividad fosfatdsi-
ca en sangre tiene s.igrifizado clinico en cambics patoldgicos
de los tejidos, especiualmente los hLuvesc:, y que su determina-
cién posee verdadero valcr diaerdstico en la enfermedad de Paget,
raquitismo activo e ictericia, y que es de ayuda material en el
consiguiente tratamiento de estas dolercias.

El informe de Roe y Whitmore mostrd que la fosfatasa
estd relacionada con la actividad osteobldstica. Por eso su de-
terminacién es de particular valor en las lesiones 6seas. Ha si
do descrita una serie de casos, indicando en cuales de ellos
las determinaciones de fosfatasa poseen un valor diagndstico d:
ferencial. Ellos harn mostrado que la fosfatasa estd aumentada
en metastasis osteotlistica en el carcinoma de huesos, como as:
mismo en la mayoria we los casos de cincer de préstata. o esta
ba incrementada en metastasis osteolftica en el carcinoma de
huesos, ni tampoco er ~<ncer de pecho. Kllos demostraron que la
fosfatasa se encontraba elevadc en alsunis metastasis de cdncer
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mamari® a huesos, como se ilustrd$ en un caso. Ellos también
sefialaron que no hay aumento de fosfatasa en carcinoma con me-
tastasis que no sean de Luesos. Ademds ellos demostraron que
los estudios de fosfatasa son de eran valor en la investira-
cién de enfermedades de los sistemas linfoide y mieloide. Te-
niendo en cuenta gue la fosfatasa se halla normal o ligeramente
elevada en el mieloma mfltiple, la determinacidén de fosfatasa
tiene importancia en la diferenciacién del mieloma miltiple del
hiperparatiroidismo. La fosfatasa estd normal en el sarcoma de
Ewing; normal o lieseramente elevada en un tumor celular gigante

benigno. Ademds, Roe y. Whitmore han mencionado un caso de leuce
mia alencémica, de t;po linfoide, con envolvimiento extensivo
de los huesos, en{éi cual la fosfatasa en suero estaba debajo de
lo normal para la edad del paciente. En definitiva ellos consta
taron: "la determinacién de fosfatasa en suero ayud$ aqui eran-
demente en la diferenciacidn del caso de hiperparatiroidismo”.

Ha sido notado por Hugeins y otros (73) que en el car
cinoma de préstata hay un aumento marcaco de fosfatasa dcida.
Puede alcanzar hasta el 50% 6 mds de la fosfatasa alcalina. iJor
malmente, la fosfatasa dcida es aproximadamente igual al 3% de
la fosfatasa alcalina. Hay un incremerto determinado en la can-
tidad de fosfatasa dcida en el carcinoma de préstata, si no se
ha aplicado un tratamiento adecuado. Hétese también que la detex
mingcidén de fosfatasa 4cida es import-nte para indicar la conve
nienciu de terapia hormonal o bien una intervencién quirdrjica
para efectuar la castracién, en el tratamiento de enfermedades
malignas de la prdstata.

Continuando las referenclas del trabajo de Eugrins
(74), éste ha demostrado que en el 50% aproximadamente de los
hombres con carcinoma le prdstata, la actividad de la fosfatasa
dcida en el suero estd armentads, y que este aumento se encuen-
tra Unicamente en presencia de metastuasis. Puede haber metasta-
sis sin aumento de fosfatasa, pero cuando la fosfatasa estd in-
crementada, se estd en presencia de metastasis de carcinoma. En
otras palabras, en esta prueba puede haber falsas neeativas,pe-
ro no falsas pésitivas."



OBSERVACIONES GENERAIES:

CASQS NORMALES:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Se ensayé el método modificado de Bodansky
en 129 casos normales y patolégicos, detex
ninando la actividad fosfatdsica "4cida"y
"alcalina" a pH 6,4 y 8,6 respectivamente.
Hemos encontrado que las determinaciones
deben efectuarse dentro de las 24 horas de
extrafdas las muestras.
Para la interpretacién clinica de los re-
sultados, no es indispensable recurrir a
los valores "corregidos" por el incumpli-
miento de la ley de Beer y la presencla de
B-glicerofosfato de sodio y dcido triclo-
roacético.
Se ha ideado y construfdo un grdfico por
medio del cual se obtienen directamente
los datos "corregidos", resultando con su
ayuda un cdlculo inmediato de los resulta-
dos.
Se estudid el contenido de fosfatasa de 58
sueros de adultes normales; resultando los
sifulentes datos:
Fosfatasa alcalina: 2,0 U.Bodansky
Fosfatasa 4dcida : 1,0 U.Bodansky
Se examinaron los sueros de 26 ninos re-
cién nacidos (edad mdxima 6 dfas) resultan

do lcs siruientes datos:
Fosfatasa glcalina: 2,5 U.Bodansky
Fosfatasa 4dcida : 0,0 U.Bouansky
Se desprende de estus resultados, que la
actividad fosfatdsica alcalina en recién na
cidos no es mucho mayor que en adultos, en
contraposicién de lo afirmado por otros
autores (29).
En cuatro ninos de edad comprendida entxe
2y 5 1/2 meses la actividad fosfatdsica -
sulté ser de
Fosfatasa alcalina: 4,3 U.Bodansky
Fosfatasa 4dcida : 0,0 U.Bodansky
salvo en un caso en que la fosfatasa 4dcide
lleed a 0,13 U.
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CASOS_PATOLOGICOS: 8) Ictericia por retencién:
Fosfatasa alcalina: 29,8 U.Bodansky
Fosfatasa 4cida : 1,0 U.Bodansky
9) Nifia hidrocefdlica de 1 afio de edad:
Fosfatasa alcalina: 18,2 U.Bodansky
Fosfatasa 4cida : 1,0 U.Bodansky
iC) En 28 casos de cancerosos se obtuvo:
Fosfatase alcalina: 2,7 U.Bodansky
Fosfatasa 4cida : 0,5 U.Bodansky
Los resultados ectdn comprendidos dentro
de los valcres norinales de adultos sanos,
aunque el promediio resulta ser levemente
superior (con excepcidén del caso N° 23).
Cabe senalar ademds, que ninguno de los en
fermos con metastasls o adenopatias resul
t6 poseer un= actividad fosfatdsica anor-
mal.

Las cifras corsignadas corresponden a va-
loxes promedics cnrregidos.
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