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La determinación de fosfatasa en sangre posee interés clíni­
co,porque puede proporcionar importantes informaciones para el
diagnóstico diferencial de ciertas afecciones óseas,comoosteítis
deformante,osteítis fibrosa y raquitismo.

Ademásse pueden efeduar las determinaciones de fosfatasa
para distinguir diversas formasde ictericia y aplicarlas al diag
nóstico de tumores.

En todos estos casos se determina fosfatasa en plasma o en
suero,que constituye un material de fácil obtención.

El presente trabajo ha tenido por objeto ensayar un determi­
nado método de dosaje de fosfatasa en suero y uniformar el crite­
rio en lo que se refiere a valores normales y patológicos de las
llamadas actividades fosfatásicas "ácida" y "alcalina".

Para valorar la actividad de una enzima es necesario aplicar
un métodorigurosamente tipificado y expresar los resultados en
unidades exactamentedefinidas,aunque arbitrarias.En efecto,en la
valoración de la actividad fosfatásica intervienen los cinco si­
guientes factores principales: naturaleza del sustrato,concentra­
ción de los reactivos,pH,temperatura y tiempo de incubación,ade­
más de otros factores secundarios comoson calidad y pureza de
los reactivos,variación de la composición quimica de los sueros
ensayados,presencia ocasional de sustancias extrañas,etc.

Se comprendeque siendo tantas las posibilidades de varia­
ción de las condiciones experimentales debe existir un gran núme­
ro de métodos de dosaje de fosfatasa,como efectivamente sucede.
Algunos métodos se diferencian fundamentalmente por la naturaleza
del sustrato.

En lo referente a la expresión de los resultados ocurre que
la mayoría de los inVestigadores usa sus "propias" unidades; asi
existen unidades "King y Armstrong" (91),llamadas a veces unida­
des “fenólicas";otras son las unidades "Bodansky"(30),etc.Y para
complicar más aun existen autores que utilizan uno de los métodos
ya consagrados,pero modifican alguna condición experimental.Por
ejemplo IWatsuru (76) emplea en sus estudios el método de Bodans­
ky (30) pero modifica el período de incubación y expresa los re­
sultados en unidades "IWatsuru".Pero muchomás grave aun result;
el uso de unidades ma] definidas.Aleunos autores describen un mt
todo de dosaje de fosfatasa,con todo detalle,sin mencionar en a
soluto un dato tan fundamental comolo es el pH del sustrato.Es
sucede por ejemplo en los libros de Alfredo Fisher (h) y de Ko:
mer y Boerner (j) en los cuales se.omite el detalle importantío.
mo del control y ajuste del pH del sustrato.

Hemosrealizado una experiencia muysignificativa a este re_
pecto: Se procedió a preparar el sustrato de B-glicerofosfato de
sodio (siguiendo el método de Bodansky,como se explicará más ade­
lante),mezclando los incredientes de acuerdo con la técnica pres­
cripta y luego se Ní'i; potenciométricamente el pH de la solu­
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ción resultante, siendo éste alrededor de 10. En el presente ca
so el pH necesario era de 8,6, de modoque habia 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. Quedódemostrada asi la enorme importancia del ajus­
te previo del pHde los sustratos a los valores indicados en la
definición de la actividad enzimática.

Debetenerse presente, que la diferenciación entre
fosfatasa "ácida" y "alcalina" reside precisamente en el pHdel
sustrato y que existen curvas de actividad de la fosfatasa en
función del pH (12,13,14,21).

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

El objeto primordial del presente trabaja ha sido
pues ensayar u n método moderno, aplicarlo a un gran número
de casos, y presentar un estudio critico de los resultados ob­
tenidos.

Hasta el presente, casi todos los trabajos han versa­
do sobre la fosfatasa "alcalina" (alrededor de pH 9) (47. 48,
49, 50, 59). Recién en los últimos años se comenzó con el estu­
dio de la fosfatasa "ácida" (aproximadamente pH 5) (10, 15, 51,
63, 68, 69, 105, 131).

Dada la imposibilidad de presentar un resumen detalla
do de todos los estudios efectuados hasta el presente nos limi­
taremos a dar un panoramaen el indice bibliográfico que figura
al final del presente trabajo.

¿asaagagaïaaaa FOSFATAse-zsïLAFggzasaagiga
.2aggsaasaagaaa

En el grupo de las fosfatasas se encuentran las fosig
monoesterasas capaces de desdoblar los monoésteres del ácido
fosfórico y los nucleótidos,por ejemplo glicerofosfato, fenil­
fosfato, metilfosfato, adenin-nucleótidos, etc;

“A1hablar de distintas clases de fosfatasas nos refe­
rimos en el presente trabajo especialmente a las fosfomonoeste­
rasas mencionadas y particularmente con miras a estudiar el pH
óptimo Correspondiente a su actividad máxima.

Clasificación de las fosfomonoesterasas

Activ.ÉRelación de desdobla- Origen de
PHÓptimo por Mg;miento«I-glicerofosf. la fosfatasa

' z E-glicerofosfato
alrededor de 9 + ’ B ><1 riñón
alrededor de 6 + Ï -ÁP B eritrocitos

4,5 ° 5.0 - B >¿1 bazc
3 — 4 inhib.‘ B >(x levadura alta
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La fosfatasa"alcalingï
La fosfatasa más común tiene su pH óptimü de máxima

actividad en medio francamente alcalino (alrededor de pH 9).
Debido a su existencia predominante en el riíón se la ha deng
minadofosfatasa renal. Todas las fosfatasas del grupo de las
Ícafatasas renales se destacan por su actiVación por iones mag
nesio y además siempre hidrolizan más rápidamente el B-glicerg
fosfato que el' -glicerofcsfato. Algunos órganos animales, es­
pecialmente la mucosaintestinal, los riñones y los huesos se
caracterizan por un elevado contenido en fosfatasa alcalina,
mientras que los músculos (con excepción de los del corazón)
demuestran una actividad fosfatásica notablemente baja.

La fosfatasa "ácida"

Junto a las fosfatasas alcalinas se encuentran las
fosfatasas con un máximode actividad en un medio cercano al
punto neutro, del tipo de la fosfatasa de eritrocitos y fosfa­
tasa del bazo, comotambién un tipo poco frecuente análogo a La
fosfatasa de levadura alta con un óptimo pH de actividad máxi­
ma francamente ácido. Robison y Soames (121 a) suponían la
existencia de fosfatasas diferenciahles jor su pH óptimo de ag
tividad máximaen el bazo, hígado y páncreas por una parte, y
los riñones y huesos por la otra. También en los glóbulos rojos
se halla una fosfatasa, diferente de la fosfatasa renal (106)
con un óptimo pH alrededor de 6 (108). ¿sta "fcsfatasa de eri­
trocitos" ha sido examinada atentamente por Roche (124, 125,
118); ella se diferencia notablemente de la fosfatasa de leucg
citos y fosfatasa de plasma activas óptimamente a pH 9 (ambas
muyrelacionadas con la enzima renal).

Todas las fosfatasas con máximaactividad a pH 9 hi­
drolizan másvelozmente el B-glicerofosfato que el-a-glicero­
fosfato, en cambiola fosfatasa de eritrocitos desdobla el isg
mero CKvarias veces más rápido.

__—__._____._—_._-_:"___=__—:_"—_____"___‘—__ _._._'-._—".:.__'_."':_'._' —'-_'_—-—_'.————-—_­

FOSFATASICA EN LA SANGRE

Para el dosaje de fosfatasa en general y en particu­
lar en la sangre se han propuesto varios métodos, que se pue­
den dividir en dos categorias según el sustrato utilizado.

La mayo: arte de los autores prefiere el empleo del
B-glicerofosfatc 1; audio, mientras que King y Armstrong intrg
dujeron el uso del ‘csrlfosfato disódico. En el primer caso se
dosa el fósforo puesto en li ertad y en el segundo el fenol.

En el cueqro sicuiente figuran los métodos más difug
didos y las condiciones experimentales respectivas.
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_. 4- .._.-._.-..._..__. __..._-_.
' - " ; ' I ba ión i
Método de 5 Sustrato ¡Dosa !tïgmg%?pHc|temp. Bibl.¡

€ i : . 1 l _í
z g I " 5

IKay B-glicerofos.Na; P ¿48 hs.:7,6)38° C (86) ¡
ÉJenner y Kay B-Flicerofos.Na; P ' 3 hs.á8,8;38° C (80) l
i L i i | i

i ï e Ï i i

ibodansky :B-gliCerofos.Na¿ P Í 1 h. :2:Íg37° C (30) |
í : i i ' I

l i . . | ' l

King y Armstrong fenilf.disódicogfenol¡30Imuh¡g’3i57°5C \9.) t! ' n ¡ a '

l i a ¿ g !

¡Roe y Whitmore ï glicerofos.Na l P i 1 h. g ? ‘370 c (130) a
s 5 3 a ' e

En un métodode análisis clínicos interesa ante todo
su rapidez, y por ello se prefieren los tres últimos métodos o;
tados, debido al corto tiempo de incubación. Para la elección
entre los métodos de Bodansky, y Kina y Armstrong hemos tenido
en cuenta el siguiente detalle: La cantidad de fosfato inorgáni
co en suero tiene generalmente importancia, aunque no siempre,
en los casos en los cuales se desea efectuar una determinación
de fosfatasa. En el método de Bodansky es necesario dosar el
fósforo inorgánico del suer0,porque su principio es el siguien­
te: La diferencia entre el fósforo total inorgánico luego de in
cubar el suero con sustrato de B-elicerofosfato de sodio, y el
fósforo inorgánico del suero, se utiliza comomedida de la act;
vidad fosfatásica. Esto no sucede con el método de King y Arm­
strong, puesto que se determina simplemente el fenol puesto en
libertad luego de incubar, sin tener en cuenta el contenido en
fósforo inorgánico del suero. Debido a los motivos expuestos he
mos preferido el uso del método de Bodansky en el presente tra­
bajo.

Unidades de actividad fosfatásica

Según King y Armstrong una unidad de actividad fosfa­
tásica es la cantidad de enzima que libera 1 mgde fenel en las
condiciones indicadas en el cuadro, mientras que en los métodos
restantes es la cantidad de enzima que libera 1 mgde fósforo in
orgánico. Estas unidades de actividad fosfatásica no son compa­
rables sino con ciertas reservas. Con dependencia del método u­
tilizado se producen diferencias notables en el orden de la mag
nitud de los datos, cuyo aprecio acarrea a menudodificultades.
Las unidades de Jenner y Kay son a las de Kay como 1:50. Determi
naciones comparativas efectuadas por Palmer y Nelson (116) se­
gún los métodos de ¿Gdansky y de Jenner y Kay establecieron la
relación entre las “ridaues Bodansky y de Jenner y Kay. Según
ellos las dos unidades se relacionan como1:2. Por otra parte ha
unidad de King y Armstrong es aproximadamente igual a la de Jeg
ner y Kay. Además según la obra de Gradwohl (d) una unidad Bo­
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dansky es igual aproximadamente a 1,8 unidades King y Armstrong.
Resumiendotenemos las siguientes relaciones aproxima

das:
1 U.Jenner y Kay - 50 U.Kay u 1 U.Kine y Armstrong
1 U.Bodansky a 2 U.Jenner y Kay e 1,8 U.King y Armstr.

Si bien es‘poaible constatar una marcha eroseramente
paralela de las actividades fosfatísicas determinadas por méto­
dos semejantes (116), creemos que no se pueden comparar métodos
que trabajan a pH muy diferentes ni muchomenos pretender redu­
cir las unidades de ur método a unidades de otro método, como si
sc tratara de simples magnitudes físicas, multiplicando por al­
gún factor.

:gsiagsiiagigi=22=zgszazaeaigg¿2a:;=gsgasiga=

zaszgggzsggizigé29=22:292g22a2=
Según descripción de la obra de

R.B.H.Gradwohl,Clinical Laboratory Methods and Diagnosis
3a.edición (1943),tomo 1,pfig.303

Reactivos y _aterial necesarios
Sustancias inoreánicas

Sales: Sn012 15 g
PO4H2K 110 me

Mc04Na2(libre de P) 7,5 g ó en su defecto
M004H2 (libre de P y NH3) 90 g

Acidos: SO4H2 concentrado 150 ml
HCl " 30 ml

Alcalis: OHNasólido 55 g
Mezcla sulfocrómica:

SO4H2 comercial 1 litro
CrQOYKQ " 30 e

gustancias orgánicas
Solventeg¿ Tolueno 5 ml

Cloroformo 5 m1
Eter de petróleo (p.eb.20 —40° C) 20 ml

Bgaptivos: Ac.tricloroacético (libre de P) 10 g
B-qlicerofosfato de sodio 1 g
Di-etil-barbiturato de sodio1 g

Indicadores: Bromocresolpúrpura 100 mg
o [sul de bromotimol 100 mg

Pojo cresol 50 mg
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Material de vidrio Cantidad Capacidad en ml
Matraces afcrados: 1 25

1 100
1 200
1 250
1 500
1 2000

Frascos con tapón de
vidrio esmerilado: 1 25

4 100
1 200 (color ca­
4 250 ramelo)
3 500
1 1000
1 2000

Frascos pyrex con tapón
de vidrio esmgrilado: 2 100

Erascos gqtgros: 3 200

Vasos erlenmever: 2 50
Probetas graduadas: 1 100
Pipetas qraduadas: 1 1

2 2
2 5
2 10

Vasos de precipitados: 2 250

10 tubos de ensayo de 20 mmpor 150 mm
2 n n n n n n n n n con tapón de Vidrio
3 embudos de 6 cm o de goma
1 varilla de vidrio
1 vidrio de reloj

Aparatos especiales: Colorímetro, Centrífuga, Balanza de pre­
cisión, Heladera, Baño deagua de 37° C, Baño de agua hela­
da, Potenciómetro para determinar pH.

Otros útiles: Gradilla,espátula,lápiz praso, papel de filtro.
Nota: Cuando se dispone de un potenciómetro se puede

prescindir de los indicadores y viceversa.

Parte práctica
I.FOSFATASA ALCALINA

Reactivos

Solución de ácido- tricloroacético al 1Qfi Disolver “3%
de ácido tricloroacético, para análisis, en agua destilada en
un matraz de 100 ml y llevar a 100 ml con agua destilada.

Solución stock de fosfato Es la mismaque la solución
stock standard de fosfato de Kuttner y Lichtenstein (98) :

Disolver 110 me de fosfato ácido de potasio (arado buffer
La Motte) en aproximidamente 100 ml (o más) de agua destilada e:
un matraz de 250 ml. Agregar 1 ml de ácido sulfúrico concentra­
do, c.p. Diluir hasta 250 nl con apua destilada}

10 ml contienen 1 ma de P.
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Solución standard de fosfato (1 ml = 0,01 me de P) Llevar
10 ml de solución stock de fosfato a 100 ml con agua destilada
en un matraz de 1OCml. Agrenar algunas gotas de cloroformo.

Solución de molibdato de sodio al 715% Disolver 7,5 g de
molibdato de sodio, libre de fósforo, en agua destilada y lle­
var a 100 ml con agua destilada.

Cuando no se dispone de molibdato de sodio, también se pue
de proceder de la siguiente manera:

Acido molibdico (Bimer &Amend,T.P.,Especial, "libre de
fosfatos y aneniace") ...... . . . . . ... 90 g
OHNa 5 N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .;..... 250 ml

Colocar en un matraz de 2 litros y llevar a volumen.
Agitar. La solución deberá ser liggzggggtg alcalina a la fenol­
ftaleina. Dejar reposar y decantar para el uso.Esta solución se
prefiere a la de Kuttner y Lichtenstein, que se prepara disol­
viendo molibdato de sodio, porque esta última ha dado frecuente
mente pruebas en blanco poco satisfactorias con desarrollo de
un color azul en forma apreciable.

Solución de ácido sulfúrico 10 N
Reactivo de ácido sulfúrico-molibdico

59229292_&
A SOml de solución de molibdato de sodio al 7,5%
agregar 50 ml de ácido sulfúrico 10 N y mezclar
bien.

Solución stock de cloruro estannoso,4figfi Disolver 15 g
de cloruro estannoso (Eimer y Amend,T.P.) en ácido clorhídrico
concentrado en un matraz de 25 ml, y llevar a 25 ml con ácido
clorhídrico concentrado.

Dejar reposar en la heladera. Esta solución debe preparar­
se mensualmente. Bodansky y colaboradores encontraron que era
posible obtener resultados más constantes dentro de un margen
más amplio de valores de fosfato inorgánico, con este reactivo
más concentrado, en el uso del cual han seguido a Raymondy Le­
vene (119).

Solución diluída de cloruro estannoso Diluir 1 ml de
la solución stock hasta 200 ml con agua destilada y guardar en
un frasco marrón. Esta solución debe usarse dentro de los 5
dias de preparada. Se obtienen resultados mejores con reactivo
fresco, que con soluciones guardadas durante más de 5 dias.

Sustrato de glicerofosfato sódico, DH8,5 Colocar sucesi­
vamente en un matraz de 100 ml en el siguiente orden:

aprox. 3 ml éter de petroleo (p.eb.20 a 40° G.)
aprox. 80 ml afuu destilada

0,5 g B-qlicerofosfato de sodio
y 0,424 g dietilhirbiturato de sodio, U.S.P.
diluir hasta 100 ml con avua destilada. Leer el volumen en
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la interfase.entre el sustrato y el éter de petroleo. Mezclary
ajustar la reacción a pH 8,6, usando HCl N/1O ó OHNaN/10. Vol­
car (fuera del laboratorio) en un frasco pyrex de 100 ml provis­
to de un tapón de vidrio y que contiene aproximadamente una pu;
,ada de éter de petroleo. Guardar en la heladera en cantidades
que no excedan los 100 ml por frasco.

soluciones indicadores Disolver el indicador en la can
tidad de OHNaN/2O que se señala a continuación y llevar el vo­
lumen con agua destilada a 250 ml.

Soluciones 2 mg de ¿ml OHNa
indicadoras g COIOÏ y pH lindicador‘ N/2O j

Éromocresolpúrpura;amarillo-——eris——n—púrpural 1 7 E
ly 4% 5! ,0‘6a2 1 oo 3, g

. e | I

azul de bromotimol¡amarillo—-—verde azul i 100 É3 2
(0,04%) ¡ 6,0 6,6-6,8 7,6 , = '

¡ Í | Írojo cresol gamarillo——anaranjado—rojo . - l
(0,02%) g 7,2 7,8 8,8 i 5° 2'65 :

l I
t : J

Prueba en tlanco, de los reactivos
ácido tricloroacético al 10%... . . . . . .. 5 ml
agua destilada z. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .... 5 ml
reactivo de molibdato (solución A) .... 2 ml
solución de cloruro estannoso diluida . 1 ml

Mezclar. La mezcla resultante es incolora, o a lo su­
mo ligeramente azulcaverde. El blanco no es sólo una prueba de
la calidad de los reactivos utilizados, sino también de la mis­
ma preparación del reactivo diario de molibdato.

a. Preparación del suero
Extraer aproximadamente 10 ml de sangre entera, dejar coa

gular a temperatura ambiente, centrii‘uears separar el suero, rg
centrifugar el suero, y decantar. Si es imposible usar el suero
enseguida, se lo puede guardar en la heladera por varias horas.
Después de estar 24 ó 48 horas en la heladera la fosfatasa en el
suero es 10 a 15%más elevada. Si el suero se guarda a tempera­
tura ambiente los resultados están sujetos a un error en más o
menos 20%. Puede agregarse una vota de tolueno al suero como con
servador.
b. Preparación del filtrado para fósforo inorgánico en suero

Colocar mediante una pipeta 1 ml de suero en un eran tubo
de ensayo. Agregar 4 ml de ácido tricloroacético al 10%.

Mezclar y dejar reposar algunos minutos.
Filtrar a través de un papel de filtro de 9 cmWhat

man No 44 u otro "sin cenizas".
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c. Preparación del filtrado para fósforo inorgánico total (fós­
foro inorgánico en suero yiel fósforo inorgánico liberado del
sustrato)

Colocar 10 ml de sustrato en un tubo de ensayo provisto de
un tapón de vidrio c goma.

Ponerlo en un baño de agua a 37° C hasta que esté caliente.
Agregar 1 ml de suero sosteniendo la punta de la pipeta al

rededor de 1 cmencima de la superficie del liquido. Invertir
una vez, mezclando el contenido cuidadosamente, pero sin una e;
cesiva aereación.

Volver a colocar en el baño de agua.
Al cabo de una hora, exactamente, quitar el tubo del baño

de agua y enfriar en agua helada durante 2 minutos.
Agregar 9 ml de ácido tricloroacético al 10%,mezclar bien,

y dejar reposar algunos minutos. Filtrar.
Si el suero contiene un elevado valor de fosfatasa, diluir

la mezcla final con una cantidad adicional de ácido tricloro­
acético al 10%.

T é c n i c a

Determinación de fósforo inoreánico
Colocar 2 ml del filtrado (para fósforo inorgánico,v.s.) en

un matraz erlenmeyer de 50 ml marcado "M" para la muestra.
Colocar 2 ml de solución standard de fosfato (conteniendo

0,02 mgP) en un matraz similar, marcado "S" para el standard.
Agregar a cada frasco 5 ml de agua destilada,
y 2 ml de reactivo ácido sulfúrico-molibdico, solución A.
Mezclar. inmediatamente, soplar, con una pipeta 1 ml de sg

lución diluída de cloruro estannoso.
Mezclar enseguida y dejar reposar a temperatura ambiente

durante 15 minutos.
Leer en el colorímetro.

C á l c u l o s

%g%%%%%—gfifigg%%gx 5 = mg P inorgánico en 100 ml de suero

Determinación del fósforo inorgánico total (Fósforo inor­
gánico en suero y el fósforo inorvánico liberado del sustrato)

Llevar a cabo el mismoprocedimiento que para la determina
ción del fósforo inorgánico, según indicado arriba, pero usando
4 ml del filtrado obtenido con el sustrato y agregar solamente
3 ml de agua destilada.
C á l c u 1 o s

Lectura Standard _ ,_ . .
ígzïüïz-—Magïïra x 10 —mg P total inorgánico en 100 ml de suero
Cálculo para la fosfatasa alcalina

P total inorgánico —P inorgánico en suero = unidades de



actividad fosfatásica alcalina por 100ml de suero (si la hi­
drólisis ha continuado por una hora).(mg de P inorgánico libera
do del glicerofosfato a pH 8,6)

II. FOSFATASA ACIDA

52223;!82
Los reactivos para este procedimiento son los mismasque

para la fosfatasa alcalina con excepción del sustrato de glice­
rofosfato de sodio.

Sustrato de glicerofosfatc de sodioApHQLA
Colocar sucesivamente en el siguiente orden en un matraz

de 100 ml:
alrededor de 3 ml de éter de petroleo (p.eb.20 a 40o C)
alrededor de 80 ml de agua destilada
y 0,5 g de B-vlicerofosfato de sodio, y
diluir hasta 100 ml con apua destilada.

Leer el volumenen la interfase entre el sustrato y el éter de
petroleo. Mezclar y ajustar la reacción a pH 6,4 usando HCl
N/1O ó OHNaN/10. Volcar (fuera del laboratorio) en un frasco
pyrex de 100 ml provisto de un tapón de vidrio y que contiene
aproximadarente una pulgada de éter de petroleo. Almacenar en
la heladera en cantidades que no excedan los 100 ml por botella.

T é c n i g_g

Seguir el métododado para la fosfatasa alcalina (v.s.),
sustituyendo el sustrato de pH 8,6 por el de pH 6,4. Usar 2 ml
del filtrado para P inorgánico y 7 ml del filtrado para el P tg
tal inorgánico, sin usar agua en la determinación del fósforo
total inorgánico.

Cálculo para la fosfatasa ácida
Fósforo inoreánico

Lectura Standard
Lectura Muestra x 5 = me P inorgánico en 100 ml de suero

Fósforo total inoraánico
Lectura Standard“ “ = ” P t -l inorvánico enLectura Muestra x 5’7 m» de 0ta a

100 ml de suero

Fosfatasa ácida
P total inorgánico - P inorgánico en suero = unidades

de actividad fosfatásica ácida por 100 ml de suero (si la hidró
lisis ha continuado por una hora).(mg de P inorgánico liberado
del alicerofosfato a pH6,4)

Hemosseeuido exactamente el método detallado, salvo la si
guiente m0dific2ción: I. b. Preparación del filtrado para fós­
foro inorgénico en suero. Modificación introducida: Colocar mg
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diante una pipeta 1 ml de suero en un tubo de centrífuga. Agre­
gar 4 ml de ácido tricloroacético al 10%.Mezclar y dejar repo­
sar algunos minutos. Centrifiugar. Decantar y filtrar a través de
un papel de filtro de 9 cmWhatmanNo 44 u otro "sin cenizas".

La dificultad que se presentaba en el métodooriginal
era la siguiente: en el filtrado se obtenían apenas los 2 ml ng
cesarios para la determinación del fósforo inorgánico debido a
que gran cantidad dc liquido se quedaba embebiendo el volumino­
so precipitado de proteínas. Esto se evita con la centrífuga­
ción.

Hemoscontrolado los pH de los sustratos con un poten
ciómetro y con una aproximación de 0,05 unidades de pH.

Para la determinación del fósforo utilizamos un colo­
rímetro marca Ernst Leitz, Wetzlar, No 2145.

I El ácido tricloroacético libre de fósforo era de marca
Baker's U.S.A., P04Ï 0,000% y proporcionaba ensayos en "blan­
co" satisfactorios. El B-Plicerofosfato de sodio era de la ca­
sa Fisher Scientific Co.,Pittsburqh, Penna, U.S.A., Eimer and
Amend, NewYork, N.Y., U.S.A. El ácido molibdico era una droga
Merck, Darmstadt.

:252927925Eg29i

La fórmula comúnpara los cálculos no incluye ninguna
corrección para la desviación de la ley de Beer (9). Esta des­
viación, que alcanza el 20%de la diferencia entre el contenido
en fósforo del desconocido y el standard, puede ser corregida E
tilizando la fórmula

- 0,0040 = mzP en la parte alícuota.0,48
Lectura del desconocido

(5) Beer (22a) estudió la influencia de la concentración de sus
tancias coloreadas disuelta: sobre la transmisión o absorción
de la luz. Encontró la siguiente relación entre transmisión y
concentración, cuya formulación matemática es It = Ioac siendo
It = intensidad de la luz transmitida, Io = intensidad de la luz
incidente, a = fracción de la luz incidente que es transmitida
y g = concentración. Relacionando la serunda ley de Lambert con
la ley de Beer se llega fácilmente a la fórmula fundamental de
l olorim ' .
a C etrla cx = % c Siendo cy = concentración de lax .

solución desconocida, g = concentración de la solución conocida.
lx = altura de la columnade la solución desconocida y l = altu
ra de la columna de la solución conocida. La demostración de es
ta fórmula se puede ver en el libro de I.M.Kolthoff & E.B.San—
dell, Textbook of Quantitative InorFanic Analysis, NewYork 1941
página 617
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Sin embargo, por conveniencia, los valores correspon­
dientes a cualquier lectura dada han sido calculados y tabula­
dos (ver tabla XIV en Gradwohl (d) ). En análisis de sueros el
Valor de la parte alícuota puede ser convertido en mgde P in­
orgánico por 100 ml utilizando la fórmula

2 r 100 = mg P en 100 mlT x V n

en la cual T corresponde al valor de la parte alícuota de la ta
bla XIV(d), de acuerdo a la lectura en el colorimetro, D sign;
fica la dilución del suero en el filtrado (veneralmente 10 en
determinaciones de fosfato y 20 en la determinación de la fosfia
tasa), y V es ipual al volumende la parte alícuota, en ml.

Correccionespor el ácido tricloroacético y glicerofosfato
Cuandoel ácido tricloroacético está presente solo o

junto con glicerofosfato, comoen las determinaciones de fosfa­
to inorgánico en suero y fosfatasa en suero, respectivamente,
son necesarias otras correcciones. Las concentraciones de estas
sustancias se han ajustado en estos análisis de modode permitir
el uso de un factor de corrección conveniente. Este factor es
igual a + 1%por ml de filtrado de ïósforo en suero usado para
el análisis, y + 2%por ml del filtrado para fosfatasa (máxima
corrección 10%).(Para mayorprecisión, las siguientes correc­
ciones pueden ser usadas para ácido tricloroacético más glice­
rofosfato: para 1 m1 de filtrado de fosfatasa o menos, 3%por
ml; para 2 ml de filtrado una corrección del 5%; Para 3 y 4 ml
de filtrado, 6 y 8%, respectivamente; para 5, 6, y 7 ml de fil­
trado, 10%).

Se han usado soluciones de fosfato ácido de potasio
de concentración conocida, contenieïdc un agregado de ácido tr;
cloroacético, y ácido trieloroacético mas clicerofosfato en con
centraciones iguales a las usadas en las determinaciones de fos
fato inorgánico y fosfatasa en sueros, respectivamente. Partes
alícuotas de 7, 5, 3, y 1 ml dan resultados similares, los cua­
les se han omitido aquí para ahorrar espacio.

La corrección debida a la desviación de la ley de
Beer está incluida en los valores "sin corregir" T (tomados de
la tabla XIV).

Estas correcciones pueden ser aplicadas al valor fi­
nal (P inorgánico en 1OOml) o bien, como hizo Bodansky, al va­
lor T. Algunos valores, antes y después de corregidos, están da
dos en las tablas XVI y XVII (d).

Estos cálculos no presentan ninguna dificultad con
las fórmulas indicadas. Sin embargo resultan ser muchomás rá­
pidos y cómodosutili7ando un método erafico, especialmente
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cuando se trata de un gran número de determinaciones en serie,
Para el cálculo gráfico hemosconstruido curvas con

las cuales se obtiene directamente el val9r_ggrrggigg del con­
tenido en fósforo inoreánico correspondiente a una lectura dada
en la escala del colorímetro.

En el gráfico adjunto se pueden observar tres curvas
que sirven para calcular los valores corregidos de "P inorgánico
en suero", "P inorqánico en suero + P inorgánico puesto en li­
bertad por la fosfatasa alcalina" y "P inorgánico en suero + P
inorgánico puesto en libertad por la fosfatasa ácida", respec­
tivamente.

En las ordenadas están acotadas las lecturas de la es
cala colorimétrica. En las abscisas se han construido dos esca­
las diferentes; ambas están graduadas en mg de P por 100 m1 de
suero. La escala superior sirve para las curvas de "P" y "fos­
fatasa ácida" (H), y la escala inferior debe aplicarse a la cu;
va de "fosfatasa alcalina" (OH).

_ELÉBESLQH_DE_LQS_BEEHLÏADQE_

I Los resultados están expresados en Unidades de activi­
dad fosfatásica ae Bodansky, entendiéndose por ello lo siguien­
te:

P total inornánico - P inorgánico en suero = unidades
de actividad fosfatásica alcalina por 100 ml de suero, cuando
la hidrólisis se ha proloneado por una hora a 37° C. (mg de P
inorgánico liberado del alicerofosfato a pH8,6).

También se puede expresar así: Una unidad de activi­
dad fosfatásica alcalina se define comoel equivalente a la li
beración de 1 mg de P (00m0 P04E ) durante la primera hora de
incubación, bajo las condiciones descritas. Cuandose trata de
la fosfatasa ácida se sustituye el pH 8,6 por pH 6,4.

El P inorgánico se expresa en mP de P por 100 ml de
suero.

C0m0se acaba de explicar en la parte de "cálculos"
los resultados se pueden expresar directamente o bien aplican­
do correcciones empíricas debido al incumplimiento de la ley de
Beer y la presencia de B-nlicerofosfato y ácido tricloroacético.

-3E5ULÏADQE-EXEEBLMEHÏALEE­

Estos se hallan detallados en las tablas de las pági­
nas 21 a 26.

En la sevunda columna de las tablas 1, 2 y 4 y la te;
cera columna de las tablas 5 y 6 figura "tiempo en horas". Este
dato se refiere al tiempo transcurrido entre el momentode la
extracción de la muestra y la determinación de la actividad_fog
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fatásica en el suero. El tiempo que se dejó pasar entre el m0­
mento de la extracción de la sangre y la separación del suero
por centrifugación estaba sujeto a la velocidad de contracción
del coágulo, que variaba entre 2 y 8 horas. Cuando el suero se
usó recién al dia siguiente, se lo guardaba en la heladera con
una acta de toluol comoconservador.

__________._.___- ._..__.———______._____.._._____________________

Hemosefectuado 62 determinaciones, cuyos resultados
están 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) Relación entre el contenido en fosfatasa ácida y
alcalina.

3) Diferencia entre los valores corregidos y no
corregidos.

4) Variación de la actividad fosfatásica cuandoel
suero es Guardadoen la heladera, por varias horas,
3 dias.

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

1) Comopuede observarse en las tablas 1 y 2 los valg
res obtenidos difieren muypoco del promedio calculado y se ha­
llan entre limites bastante estrechos. Cabe destacar que en los
casos patológicos en los cuales la actividad fosfatásica sufre
alguna variación, éste suele ser enormerespecto del contenido
normal; por ejemplo los casos No 5 y 9 de la tabla 6.

Conclusión: Los valores promedios normales corregidos
para el adulto son

Fosfatasa alcalina: 2,0 Unidades Bodansky
Fosfatasa ácida : 1,0 Unidad Bodansky

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

2) En la obra de Gradwohl (d) se puede observar en la
parte de "interpretación", que transcribimos más adelante, que
algunos autores dan cierta importancia a la relación entre la
fosfatasa ácida y la fosfatasa alcalina. Esta relación se ha
calculado en forma de porcentaje comose puede ver en las colug
nas 6 y 10 de las tablas 1 y 2, de la siguiente manera: unidades
de fosfatasa ácida que corresponderían a una cantidad de suero
que tuviese 100 unidades de fosfatasa alcalina. En la parte de
interpretación mencionada(d) están citados dos trabajos de
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Huggins (73 y 74) según los cuales el porcentaje de la fosfata­
sa ácida sería normalmente 3%. Deseraciadamente no hemos podido
encontrar esta afirmación en los trabajos originales, ni tampoco
confirmarla experimentalmente. Comose puede ver en la columna
10 de las tablas 1 y 2 el dato promedio corregido de

porcentaje de fosfatasa ácida = 50%
y el dato no corregido (columna 6) es = 30%

La diferencia entre los valores corregidos y no corre
gidos es bastante vrande en este caso, debido a que los datos
de fosfatasa alcalina correvidos son menores que los no corre­
gidos, mientras que con la fosfatasa ácida ocurre la inversa.

3) Evidentemente para lograr mayor exactitud en los
resultados es conveniente calcular los datos corregidos. En sue
ros normales, sin embargo, la diferencia entre los valores co­
rregidos y no corregidos es pequeña, salvo en lo que atañe la
fosfatasa ácida. Cuandolos valores son elevados la diferencia
absoluta también crece; pero en estos casos tampoco no tiene ma
yor importancia, porque lo mismo importa que un individuo posea
por ejemplo 23,7 ó 29,8 unidades de fosfatasa alcalina para a­
firmar la existencia de un caso patológico.

4) Comose puede observar en la tabla 4 hemos efec­
tuado determinaciones de fosfatasa en varios sueros y luego re­
petido estas determinaciones con los mismossueros al dia si­
guiente. De acuerdo a lo expresado ya en la parte de "técnica"
se observó en general un aumento de la actividad fosfatásica.
Comoen muchas oportunidades ha sido imposible repetir la deter
minacion al dia siquiente por falta de suero, se han clasifica­
do las demás experiencias simples en dos grupos según las tablas
1 y 2. En la tabla 1 se han colocado los datos obtenidos a las
pocas horas de extraída la sangre, y en la tabla 2 figuran los
resultados surgidos de otras muestras, analizadas recién al dia
siguiente.

SaltaELla vista que los promedios calculados en ambos
casos coinciden prácticamente. Alvunos sueros se han guardado
por 48 horas y los resultados que se observan al final de la tg
bla 2 son notoriamente bajos.

En definitiva podemosafirmar que para obtener un da
to que posea un cierto valor diagnóstico es necesario efectuar
la determinación de la actividad fosfatásica dentro de las 24
horas de extraída la sangre.

S) En algunos casos, en los cuales la cantidad de sug
ro asi lo permitía, hemosrealizado experiencias por duplicado
según lo indicado al final de la tabla 4 y primera parte de la
tabla 5. En ninaún caso los datos de fosfatasa alcalina diferi­
an en más del 16%, mientras que en un caso, la fosfatasa ácida
arrojaba un dato que discrerabn en un 30%de otro duplicado.



- 18 _

Esta aparente menor fidelidad de las determinaciones de la fos­
fatasa ácida se puede explicar de la siguiente manera: El sustrg
to para la determinación de la fosfatasa alcalina posee un po­
der buffer muchomayordebido a la presencia del dietilbarbitu­
rato sódico, que el sustrato de la fosfatasa ácida, en el cual
falta esta sustancia. Cabedestacar aqui que los sustratos se
han sometido a un riguroso control de pH, especialmente los sus
tratos de pH 6,4, no solamente en el momentode su preparación,
sino también posteriormente y antes de utilizarlos. En ningún
caso fué posible observar alguna modificación del pH inicial.

______.__._—_________________.__. _.___...—__.____—__—_—__—_..__—.____._

La sangre se obtuvo de la fontanela en todos los ca­
sos. Debe apuntarse aqui un hecho curiosos todas las muestras
sin excepción estaban algo hemolizadas o sea que los sueros,una
vez obtenidos por centrifuaación, mostraban un color más o menos
rosado y a menudohasta rojizo. (Debemosadvertir que la sangre
se recogía en material de vidrio bien seco)

Las determinaciones se han efectuado siempre a las 4
horas de extraída la muestra.

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

Los datos correspondientes a la fosfatasa alcalina
muestran mayor irregularidad queen el adulto normal. Pero con
la fosfatasa ácida sucede algo realmente sorprendente, pues se
obtienen valores prácticamente igual a cero. En cambio el promg
dio calculado de fosfatasa alcalina es isual a 2,5 Unidades Bo­
dansky, o sea sólo ligeramente superior al dato correspondiente
al adulto normal.

Para disipar cualquier duda que pudiese asaltar al
lector respecto de lo ocurrido con la fosfatasa ácida puede ma­
nifestarse lo siguiente: para demostrar que los resultados ob­
tenidos eran achacables únicamente a la naturaleza peculiar de
los sueros de los recién nacidos se ha acompañadosiempre a 1a
serie de sueros de lactantes de un suero de adulto normal, y es
te último arrojaba datos normales.

De los datos anotados al final de la tabla 3 surge,
que en los niños de edad más avanzada (varios meses) se produce
un aumentonotable de la fosfatasa alcalina, mientras que la fqg
fatasa ácida permaneceestacionaria.
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:éQEL‘ÁLEQQÁQÉEQEQÉLQQÉ53225922E:EEÉÉMQiQQEQEÉQÉQÉ:

Fueron examinados los sueros de 28 enfermos cuyos
diagnósticos no dejaban lugar a duda. Los resultados figuran en
la tabla 5. Salvo los casos No 12 y 23,se han obtenido resulta­
dos sumamenteparejos y muy poco diferentes del promedio calcu­
lado. Llamala atención la similitud del contenido en fósforo
inorgánico de los sueros ensayados , siempre levemente superior
al contenido en sueros normales. Los valores de la fosfatasa al
calina también oscilan entre límites muyestrechos, mientras
que la fosfatasa ácida presenta niveles más 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 límites normales en adultos. El valor
prOmediode fosfatasa ácida se halla debajo de lo normal y los
datos individuales tampoco aquí no exceden los límites normales.

Los casos que arrojaron resultados anormales son: un
enfermo con un cáncer de próstata (H0 12) que tenía una canti­
dad muyelevada de fósforo en el suero, pero las fosfatasas eran
normales; y otro paciente con una neoplasia de laringe llegó a
poseer 11,6 unidades de fosfatasa alcalina.

Según expondremosen la parte de "Interpretación
y valor diagnóstico" varios investigadores han llegado a con­
clusiones contradictorias sobre el contenido de fosfatasa en
suero de cancerosos en general y en particular con metastasis.

Aquí se constata lo siguiente:
1) De los 28 casos examinados, uno solo presentó un

aumentode la fosfatasa alcalina, y este precisamente no sufría
de metastasis ni adenopatia.

2) Ninguno de los 28 enfermos arrojó un dato anormal
de fosfatasa ácida.

3) Ninguno de los 8 enfermos con metastasis o adenopa
tias resultó con actividad fosfatásica anormal,

De los resultados obtenidos se deduce que la determi
nación de fosfatasa aplicada al diagnóstico de metastasis inci­
pientes y avanzadas es de poco valor. Si entre los 20 casos sin
metastasis aparente hubiera habido alvunos con metastasis, la
actividad fosfatásica no los habria puesto en evidencia.

-QASQS_ESBEQLALES_

Las dos primeras determinaciones anotadas en la tabla
6 se han efectuado con sueros provenientes de sangres parcial­
mente hemolizadas de adultos normales. Ambosarrojaron datos ba
Jos de fosfatasa alcalina. Los casos 3 y 4 padecian de un tumor,
pero no se había podido formular un diagnóstico concreto. El
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caso No 5 corresponde a una ictericia por retención y la mues­
tra No 9 provenía de una niña hidrocefálica de un año de edad.
En ambos casos se constató un contenido sumamente elevado de
fosfatasa alcalina, mientras que la fosfatasa ácida permanecía
normal. Las determinaciones No 6, 7 y 8 sirvieron para estable­
cer la importancia de separar en cuanto antes el suero, una vez
extraída la sangre. Se puede observar, que dejando el suero en
contacto con los glóbulos durante 30 horas a 7° C se obtiene un
resultado aun aceptable, pero transcurridas 100horas resultan
datos muybajos.

TABLAS DE VALOPIS—.————_______—_..__. _.__

En ellas se hallan detallados todos los resultados
experimentales que hemosobtenido a lo largo de nuestra inves­
tigación.

Volvemosa insistir aqui que las actividades fosfatá­
sicas ácida (pH 6,4) y alcalina (pH 8,6) están expresadas en
unidades Bodansky por 100 ml de suero.; y el fósforo inorgánico
en mg por 100 ml de suero.
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Tabla 3

(La determinación aaefectuó en todos los casos
a las 4 horas de extraída la sangre)
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El no 28 había padecido de sífilis, pero en el momentoNota:
de extraer la muestra se consideró curado.
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Tabla 4
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-5QEBQE_DE_EHEEBMQE_QAHQEBQSQS_

Tieg NOÏCORREGIDO CORREGIDO
o

LESION En P Fosfatasa % P Fosfatasaflhs. in. alc. c. in. alc. o.

1 Neo de cara; metas- 6 3,5 2,8 0,6 21 3,3 2,7 0,8tasis en maxilar 3,6 2,8 - - 3,5 2,6 ­
, . 3,3 3,0 0,5 3,0 2,9 0,8

2 Neo Qe nariz 6 3,3 3,2 0,7 22 3,0 3,2 1,0
3 4,3 2,5 0,3 4,3 2,4 0,5
3 Ne° “e re°t° 6 4,1 2,5 0,5 2o 4,0 2,4 0,7

Neo de oara;'metas- 6' 4,0 - 0,4 15 3,9 - 0,3tasis en maxilar 4,1 2,6 0,4 15 4,0 2,5 0,6
Neo de labio; adeng 6 4,8 2,1 0,6 29 4,8 2,0 1,1patia de cuello 4,4 2,3 0,6 26 4,3 2,3 1,1
Neo de la base de
la lengua 6 4,5} 2,9 0,3 10 ¿4,5 3,0 0,5
Neo de seno gloso ‘
epiglótico 6 4,5 2,2 0,2 9 4,5 2,1 4
Neo de fosa nasal;g
denopatia de cuello 6 , 2,4 0 0 0 4,1 2,3 ,
Tumor de garganta 9
perado; tratado con
radioterapia 6 4,4 2,3 0,0 0 4,3 2,3 0,3
Neo de laringe 6 4,5 2,6 0,2 8 4,4 2,7 0,5
Neo de laringe; ade
nopatia cervical m 6 4,0 2,3 0,3 13 3,9 2,1 0,6
Cancer de próstata 6 9,3 2,1 0,0 010,4 2,2 o
Neo de labio infe»
rior 6 3,8 — O - 3,6 - 0,13
Neo de piel cara 6 4,3 2,1 O 0 4,4 2,0Neo de labio infe­
rior; adenopatia sd:
maxilar izquierdo _' 6 4,2 1,8 O 0 4,1 1,5 0
Neo de pene;adeno­
patia inguinal 6 5,0 1,9 O O 5,1 1,7 0
Neo de pene; adeno­
patia inguinal 6 5,0 2,7 O 0 5,1 2,7 o
Neo de pene 6 3,7 3,2 0,4 13 3,5 3,3 0,6
Neo de laringe 6 3,7 2,9 0,8 28 3,6 2,8 1,1
Neo de ano 2 4,6 3,6 0,5 14 4,6 3,9 0,9
Neo de párpado in­
ferior derecho pro­
pagado a maxilar su
perior — 2 4,2 3,0 0,6 20 4,1 3,1 0,9
Neo de laringe 2 3,8 1,9 0,5 26 3,6 1,7 0,8
Neo de laringe 2 4,71 9,6 0,3 3 4,7 11,6 026
Linfo S.de hombro 6 3,7 1,7 0 0 3,5 1.4 0,1
Neo piel cuello 6 5,1 1,7 0 0 4,2 1,4 0
Neo de velo paladar 6 4,8 1,9 0 0 4,9 1,6 0
Tumor maxilar supe"
rior lado derecho 6 5,5 1,9 Q 0 3,7 1,5 0,1
Cáncer de prÓStata 6 3,6 - C - 3,4 ‘ 0

PROMEDIO: 4,?1 2,r ¡0,3J1o 4,1 2,7 0.5I



Tabla 6

_QA&QS_E&BEQLALEE____—__.___.__._____—_

Tieg N0 CORREGIDO CORREGIDO
o oen

OBSERVACION phs. P Fosfatasa % ' Fosfatasa fiin. alc. ác. in. alc. ac.

1 Hemólisis parcial 48 2,9 1,7 - - 2,6 1,2 —
2 Hemólisis parcial 8 3,6 1,9 - - 3,4 1,5 - ­
3 Tumor ? 6 2,9 0,9 3,3 31 2,6 0,7 0,4 54
4 N.N. 7 4,7 2,2 O O 4,7 2,0 0,2 8

5 Ictericia obstructiya 2 4,1 23,7 1,0 4 4,0 29,8 1,4 í6 Se guardó 1a sangre
coagulada a 7 C pofi100 horas - 3,8 1,3 O O 3,7 0,7 O O

7 Id. — 3,4 1,5 0,3 2o 3,1 1,1 0,5 46
8 íd¿pero por 30 hs. - 3,6 2,4 0,5 12 3,4 2,2 0,8 369 Nina hidrocefálica

de 1 año de edad 4 3,5 14,7 0,7 5 3,3 18,2 1,0 6

Nota:
de naturaleza no bien establecida.
N.N (No 4) padecía de un tumor en el brazo derecho
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El cuadro que sigue indica en qué enfermedades se ha
constatado un aumentode la actividad fosfatásica en suero o
plasma.

Aumentodel contenido en fosfatasa

!Fosfatasa eni Enfermedad iBibliOgrafia!Observación
l y a

plasma ¡ictericia mali na ! 9 _ 121 !50 casos provo­
¡(no hemolitica ¿CBdOSen Perr°%
! a; ¡

plasma imetastasis a huesos 134 384/ 222:: 506 g
i = É

plasma ¡metastasis 102 5 i
plasma iraquitismo 111 E i
suero 'enfermedad de Basedow 86 _ 117! É

hipertiroidismo i ¿
suero ¡tumor 95 ¡ g
suero ¡enfermedades del 34 i ;

¡ higado u í

suero Ihiperparatiroidismo 70 í '

Gutmany colaboradores (70) han efectuado extensos es
tudios sobre la fosfatasa alcalina (pH8,6) utilizando el méto­
do de Bodansky. Los resultados experimentales fueron los si- _
guientes: se encontró un aumentode la actividad fosfatásica en
sangre en todos los casos de hiperparatiroidismo clásico con
cambios determinados en los huesos. En pacientes con enfermedad
de Paget la actividad fosfatásica del suero se hallaba invaria­
blemente aumentada en los casos de enfermedad avanzada, alcan­
zando hasta valores 40 veces del normal. El nivel de la fosfatg
sa en suero es sroseramente proporcional a la extensión del en­
volvimiento de los huesos y es probablemente afectado también
por la actividad de la lesión ósea. En este sentido la determi­
nación puede poseer valor pronóstico. Un aumento de la actividad
fosfatásica en sangre no es específico para la enfermedad de Ra
get. Tampocosirve generalmente comoayuda para distinguir ca­
sos de metastasis osteoplásticas de los huesos, en los cuales la
actividad fosfatásica también está aumentada. En el mielomamá;
tiple la actividad fosfatásica en suero es generalmente normal
o levemente aumentada. En casos de carcinema con metastasis ex­
tensivas, particularmenteosteolíticas, la actividad fosfatási­
ca en suero se encuentra por lo comúnmoderadamente aumentada
0 escenCialmente normal. En casos de carcinoma con metastasis e;
tensivas, predominantementeosteoplásticas, la actividad fosfa­
tásica en suero puede llegar a ser tan elevada comoen la enfeg
medad de Paget avanzada.
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Fosfataga en el suero en el carcinoma y su utiliggg_pg;g
el diagnóstico

En primer lugar deben mencionarse los trabajos de Kay
(86, 62). Este investigador observó un poder de desfasforiliza­
ción aumentado en la sangre humana en presencia oe tumores ma­
lignos. Kühler confirmó el hecho hallado por Kay de un notable
aumentode fosfatasa en la sangre carcinomatosa. Existen varios
resultados experimentales sobre un poder de desfosforilización
aumentado en suero de enfermos con tumores, especialmente en re
lación con metastasis a glándulas y a huesos (11, 64, 70, 135)­
Algunos autores encuentran un aumento de fosfatasa en metastasis
a huesos y glándulas, mientras que otros solamente en el primer
caso.

En oposición a lo mencionado tenemos los trabajos
de Bowmany Pitts, etc. (45, 139), los cuales sólo por excep­
ción han podido demostrar un aumento de fosfatasa en suero y
más bien una disminución del poder fosfatásico, particularmente
en animales con carcinoma de Walter.

Recientemente Gutman (69) demostró en una serie de de
terminaciones en carcinomas de próstata con metastatis la exis­
tencia de un aumento pronunciado de una fósfatasa "ácida" con un
óptimo de‘actividad alrededor de pH 5. Pacientes con otras do­
lencias, salvo una excepción, no mostraban dicho aumento.

En publicaciones recientes (7, 22, 102) figuran deter
minaciones en serie de fosfatasa en plasma sansuineo (por el mg
todo de Jenner y Kay) en enfermos con y sin carcinomas, con es­
pecial atención a la existencia de metastasis (18). Resultó que
sobre 22 casos con metastasis segura, 19 presentaban un aumento
de fosfatasa en plasma, y tanto mayor, Cuanto más extensión p0­
seia la metastasis. En tumores malignos. pero sin metastasis,
no se halló ninpún aumento de la fosfatasa. Sueros de cadáveres
daban iguales resultados. La fosfatasa en plasma puede propor­
cionar un medio pronóstico muyútil para saber si todavia es pg
sible una operación radical, o si es mejor evitar una operación
ya inútil para el paciente, debido a una metastasis ya producidL

Sin embargo no debe dejarse de lado en la aplicación
al diagnóstico diferencial otras enfermedades, porque las del
higado (por ejemplo ictericia por retenc1ón) y enfermedades ó­
seas (comoraquitismo, osteítis deformante, osteitis fibrosa,
etc.) relacionadas con formación de tejidos nuevos y otros cum
bios acarrean también un aumentode la actividad fosfatásica.
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A continuación presentamos una tradgggigg_dgl_gapítu;
lo referente a "interpretación" que aparece en la gbra_dg_graq;
WQÉl_LÉl;

"En el adulto, la actividad fosfatásica normal está com
prendida entre 1,5 y 4,0 unidades por 100 ml, con un promedio de
2,7; en los niños, de S a 12 unidades, con un promedio de 8. En
la enfermedad de Paget con envolvimiento múltiple de los huesos
la actividad fosfatásica en el suero sanguíneo puede llegar a
ser veinte veces ei valor normal. Smith (137) informó que la
fosfatasa en sangre está aumentadaen el raquitismo activo,
correspondiendo el arado de aumento a 1a gravedad de la enfermg
dad. En la ictericia obstructiva Roberts (121) halló la fosfatg
sa sanguínea muyelevada, pero en todas las otras variedades de
ictericia el valor era normal o sólo ligeramente aumentado, aun
cuandoel paciente sufría de severa ictericia. Roberts creyó
que la reacción de la fosfatasa podria ser utilizada para dife­
renciar la ictericia obstructiva de la ictericia tóxica. En
otras condiciones de patolovia múltiple de los huesos la prueba
de la fosfatasa puede tener valor.

Yaguda (145) encontró en tres casos de osteogénesis
imperfecta que la actividad de la fosfatasa sanguínea era nor­
mal. En un caso de anemia eritroblástica con cambios marcados
en todo el sistema y en dos casos de mieloma, la actividad fos­
fatásica estaba dentro de los limites normales. En una serie de
fracturas, los valores en unidades Bodanskyestaban comprendidos
entre 5,5 y 6,5, lo cual está sobre el limite normal para adul­
tos. Yagudahalló, que valores elevados en casos de fracturas
con lesiones múltiples indicaban alwuna relación con la grave­
dad de las lesiones. No encontró ningún aumento de fosfatasa
sanguínea en artritis. Yapudacreyó que la actividad fosfatási­
ca en sangre tiene significado clínico en cambios patológicos
de los tejidos, especialmente los huesos, y que su determina­
ción posee verdadero valor diagnóstico en la enfermedad de Paget,
raquitismo activo e ictericia, y que es de ayuda material en el
consiguiente tratamiento de estas dolencias.

El informe de Roe y Whitmore mostró que la fosfatasa
está relacionada con la actividad osteoblástica. Por eso su de­
terminación es de particular valor en las lesiones óseas. Ha si
do descrita una serie de casos, indicando en cuales de ellos
las determinaciones de fosfatasa poseen un valor diagnóstico d;
ferencial. Ellos han mostrado que la fosfatasa está aumentada

ren metastasis osteoblística en el carcinoma de huesos, comoas¿
mismo en la mayoría oe los casos de cáncer de próstata. No estg
ba incrementada en metastasis osteolitica en el carcinoma de
huesos, ni tampoco en cáncer de pecho. Ellos demostraron que la
fosfatasa se encontraba elevada en alvunus metastasis de cáncer
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mamario a huesos, comose ilustró en un caso. Ellos también
señalaron que no hay aumento de fosfatasa en carcinoma con me­
tastasis que no sean de huesos. Ademásellos demostraron que
los estudios de fosfatasa son de eran valor en la investiga­
ción de enfermedades de los sistemas linfoide y mieloide. Te­
niendo en cuenta que la fosfatasa se halla normal o ligeramente
elevada en el mielomamúltiple, la determinación de fosfatasa
tiene importancia en la diferenciación del mielomamúltiple del
hiperparatiroidismo. La fosfatasa está normal en el sarcoma de
Ewing; normal o liaeramente elevada en un tumor celular gigante
benigno. Además, Roe y Whitmore han mencionado un caso de leucg
mia alencémica, de tgpo linfoide, con envolvimiento extensivo
de los huesos, enáel cual la fosfatasa en suero estaba debajo de
lo normal para la edad del paciente. En definitiva ellos consta
taron: "La determinación de fosfatasa en suero ayudó aqui eran­
dementeen la diferenciación del caso de hiperpuratiroidismo".

Ha sido notado por Hugeins y otros (73) que en el ca;
cinoma de próstata hay un aumento marcado de fosfatasa ácida.
Puede alcanzar hasta el 50%ó más de la fosfatasa alcalina. Ho;
malmente, la fosfatasa ácida es aproximadamente igual al 3%de
la fosfatasa alcalina. Hay un incremento determinado en la can­
tidad de fosfatasa ácida en el carcinoma de próstata, si no se
ha aplicado un tratamiento adecuado. Nótese también que la deter
minación de fosfatasa ácida es importante para indicar la convg
niencia de terapia hormonalo bien una intervención quirúrjica
para efectuar la castración, en el tratamiento de enfermedades
malignas de la próstata.

Continuando las referencias del trabajo de Hugeins
(74), éste ha demostrado que en el 50%aproximadamente de los
hombres con carcinoma de próstata, la actividad de la fosfatasa
ácida en el suero está avmentada, y que eate aumento se encuen­
tra únicamente en presencia de metastasis. Puede haber metasta­
sis sin aumentode fosfatasa, pero cuando la fosfatasa está in­
crementada, se está en presencia de metastasis de carcinoma. En
otras palabras, en esta prueba puede haber falsas neqativas,pe­
ro no falsas positivas."



OBSERVACIONES GENERALES:

1) Se ensayó el método modificado de Bodansky

CAS S NORMALES:

2

3

4

5

6

7

V

V

V

)

V

V

en 129 casos normales y patológicos, date;
mjnandola actividad fosfatásica "ácida"y
"alcalina" a pH 6,4 y 8,6 respectivamente.
Hemosencontrado que las determinaciones
deben efectuarse dentro de las 24 horas de
extraídas las muestras.
Para la interpretación clinica de los re­
sultados, no es indispensable recurrir a
los valores "corregidos" por el incumpli­
miento de la ley de Beer y la presencia de
B-glicerofosfato de sodio y ácido triclo­
roacético.
Se ha ideado y construido un gráfico por
medio del cual se obtienen directamente
los datos "corregidos", resultando con su
ayuda un cálculo inmediato de los resulta­
dos.
Se estudió el contenido de fosfatasa de 58
sueros de adultos normales, resultando los
siguientes datos:

Fosfatasa alcalina: 2,0 U.Bodansky
Fosfatasa ácida : 1,0 U.Bodansky

Se examinaron los sueros de 26 niños re­
cien nacidos (edad máxima6 dias) resultan
do los siguientes datos:

Fosfatasa alcalina: 2,5 U.Bodansky
Fosfatasa ácida : 0,0 U.Bodansky

Se desprende de estos resultados, que la
actividad fosfatásica alcalina en recién ng
cidos no es mucho mayor que en adultos, en
contraposición de lo afirmado por otros
autores (29).
En cuatro niños de edad comprendida entre
2 y 5 1/2 meses la actividad fosfatásica r
sultó ser de

Fosfatasa alcalina: 4,3 U.Bodansky
Fosfatasa ácida : 0,0 U.Bodansky

salvo en un caso en que la fosfatasa ácida
llegó a 0,13 U.
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QASOSPATOLOGICOS:8) Iotericia por retención:
Fosfatasa alcalina: 29,8 U.Bodansky
Fosfatasa ácida : 1,0 U.Bodansky

9) Niña hidrocefáliog de 1 año de edad:
Fosfatasa alcalina: 18,2 U.Bodansky
Fosfatasa ácida : 1,0 U.Bodansky

10) En 28 casos de cancerosos se obtuvo:
Fosfatasa alcalina: 2,7 U.Bodansky
Fosfatasa ácida : 0,5 U.Bodansky

Los resultados están comprendidos dentro
de los valores normales de adultos sanos,
aunque el promedio resulta ser levemente
superior (con excepción del caso No 23).
Cabe señalar además, que ninguno de los en
fermos con metastasis o adenopatias resul
tó poseer una actividad fosfatásica anor­
mal.

Las cifras consignadas corresponden a va­
lores promedios corregidos.



-33­

GENERALIDADES, DISTINTAS CLASES DE FOSFATASAS, INFLUENCIA DE

DIVERSOS FACTQBES SOBRE ELLAS.
Estudios sobre la fosfatasa 23-24-25-54-61-62-83-93-94-144­
Constitución de la fosfatasa 2-6 E155
Curvas de variación de la estabilidad en función del pH 21
Dos fosfatasas diferentes seaún el pP 12-13
Fosfatasa ácida 10-51-131
Fosfatasa alcalina 59
Identidad de dos fosfatasas alcalinas 47
Activación e inhibición de la fosfatasa alcalina 49
Preparación y propiedades de la fosfatasa alcalina 48
Constitución de la fosfatasa alcalina 50
Identidad entre la fosfatasa de huesos, riñón, intestino y
La fosfatasa renal 85 suero 433-44
Afinidad entre la fosfatasa y el sustrato 99-109
Activación aparente de la fosfatasa 1-3-4-5-96
Activación por iones metálicos 17-55
Activación por iones magnesio 16-81-88
Influencia del buffer 14
Influencia de los colorantes oraánicos sobre la fosfatasa 78

QETODOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD FOSFATASICA
Determinación del fósforo (colorimetria) 27-30-58-97-98-101—130­

[141-142
Reducción del ácido fosfomolibdico a azul de molibdeno 128-143
Método de Bodansky 30-31-35-36
Método de Kay 86
Método de Jenner y Kay 80
Método de Kina y Armstrong 91
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