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SNTRODUCCION

Desde hace algiin tiempo, algunos autores han hecho observaciones
en relacién con algunas alteraciones bioquimicas, producidas por la expo-
sicién directa a las radiaciones ionizantes. (17). Por otro lado, se ha de-
mostrado que la actividad enzimdtica de la Fosfatasa Alcalina de los leu-
cocitos de personas que padecen leucemia granulocitica cronica, estd dis-
minuida (5, 7, 10, 11, 13); este hallazgo ha sido sefialado inclusive como
una situacién que precede a las manifestaciones clinicas de tal enferme-
dad (17).

Puesto que la sobre exposicion a la radiacién ionizante expone al ser
humano a sufrir de leucemia o de otras neoplasias (15), nos parecié in-
teresante hacer un estudio para ver las posibles variaciones de la activi-
dad de esta enzima en pacientes con neopldsias que recibian tratamiento
radioterépico a dosis elevada en un segmento mds o menos amplio de su
cuerpo. De éstos, los mds indicados fueron los pacientes con carcinoma
cérvico-uterino ya que reunian las mejores condiciones para la investiga-
cién. Al mismo tiempo creimos conveniente establecer nuestras propias
cifras normales en personas escogidas dentro del personal de nuestro la-
boratorio, ya que la técnica empleada por nosotros, tuvo pequefias varia-
ciones de las empleadas por otros autores (9, 16, 21) y para estar se-
guros de nuestros valores, empleamos otro grupo de pacientes con leucemia
granulocitica crénica, pudiendo comprobarse asi la eficacia de nuestra
técnica.

Los primeros resultados en las enfermas concarcinoma cérvico-
uterino tratadas con radiacién, fueron normales, observando que a mitad
del tratamiento presentaron una discreta disminucién de la actividad de
esta enzima, pero sin caer fuera de los limites establecidos. Esto nos hizo
estudiar un nuevo lote de enfermos con diferentes neopldsias, tratando de
encontrar alguna variacién que nos orientara como dato diagnédstico y estu-
diar al mismo tiempo sus variaciones por la radiacion y los posibles cam-
bios por la administraciéon de drogas radiomiméticas.

-7 -



ENERALIDADES

Siendo facil la separacién de los elementos figurados de la sangre y
debido al avance de las técnicas para el estudio de la bioquimica celular,
es que en los iltimos afios se conocen mas a fondo las funciones de estas
células.

Estos conocimientos han dado una mayor solidez a los criterios con
los que antiguamente se juzgaba de su funcion.

Atendiendo a sus diferentes aspectos morfolégicos y por su distinta
afinidad tintorial, los leucocitos se clasifican en: Monocitos, Linfocitos y
Granulocitos (Eosinéfilos, Baséfilos y Neutréfilos).

Evidentemente el origen de estas células, ha sido muy discutido en
todas las épocas y se puede considerar que hasta el momento actual, no
existe un acuerdo uninime sobre este particular. Sin embargo, se acepta
actualmente que el hemohistioblasto sea la célula mas primitiva y toti-
potencial, siendo capaz de dar origen a los elementos que se forman en la
médula 6sea: Tejido granulocitico, megacariocitico y eritrocitos,

El tejido granulocitico tiene como primer elemento distinguible de
esta serie al mieloblasto, que por factores de maduracién —fundamental-
mente nucleoproteinas y sus precursores— origina al promielocito, des-
pués al mieolcito, luego al metamielocito, para finalmente formar las cé-
las maduras con su niicleo en banda o segmentado. Atendiendo a su avidez
tintorial desde la etapa de promielocito, se pueden distinguir al neutré-
filo, al baséfilo y al eosinéfilo (Fig. 1).

Los linfocitos tienen su origen principalmente en el tejido linfatico y
alin cuando se acepta que de tal tejido encontramos pequeiias porciones
en la médula ésea, es obvio que no es éste el principal productor de dichas
células. Una situacién semejante ocurre con los monocitos, los que genéri-
camente se han considerado como los representantes en la sangre perifé-
rica, de tejido reticulo histiocitario,

Los estudios bioquimicos a los que hemos hecho referencia, han de-
mostrado que los leucocitos son células vivas que no solo contienen una

-
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gran variedad de enzimas, sino que éstas se encuentran en una alta con-
centracién, lo que es esencial para su integridad, metabolismo y funcién.
Poseen todas las enzimas para el ciclo glucolitico asi como otras muchas
con funcién especifica: amilasa, aminoferasa, adenosintrifosfatasa, catala-
sa, glioxilasa, nucleotidasa, transaminasa y otras.

Por la degradacién de productos quimicos de elevado potencial ener-
gético a compuestos de bajo potencial, la célula colecta energia que alma-
cena y utiliza para aquellas funciones cuya totalidad Namamos ‘“vida™.

La reaccién a este nivel esti considerablemente limitada por la ne-
cesidad de conservar las constantes fisiolégica de los tejidos; el pH debe
ser cercano a la neutralidad, la temperatura no puede exceder de 37°-38°C.
y la célula no puede utilizar reactivos corrosivos o téxicos. In vitro la
oxidacién de un A4cido graso a biéxido de carbono y agua, requiere de
extremas variaciones de pH del medio, altas temperaturas y de sushstan-
cias quimicas corrosivas. En los tejidos ésta reaccién se lleva a cabo ra-
pidamente y dentro de las limitaciones del pH y bondad de los reactivos,
que antes sefialamos. Esto es posible gracias a la presencia de las enzimas
que son catalizadores organicos de naturaleza proteinica, obviamente pro-
ducidas por organismos vivos. Por lo tanto los podemos conceptuar como
proteinas con propiedades cataliticas y esto es debido a su poder de acti-
vacién especifica,

Para que las enzimas actiien requieren estar dentro de un sistema en-
zimatico, el cual consta de:

r ([ Fraccién protéica propiamente dicha, con
Apoenzima <{  peso molecular elevado, termolibil y no
dializable.

([ Fracecién no protéica, con peso molecu-
lar bajo, termoestable y dializable.

Se requiere para recibir parte de los pro-
ductos de la reaccién o para separarlos
del sistema.

Coenzima Cuando esti unida en forma laxa a la
apoenzima recibe el nombre de coenzi-
ma, pero cuando esta unién es firme, se
le llama a esta fraceién “grupo pros-
X | tético™.

Holoenzima 4

(Es el compuesto quimico en transformacién, el cual va
Sustrato { a ser catalizado por la enzima, a la que se adapta fisica
| y quimicamente para que se lleve al cabo la reaccién.

-10 -



DIAGRAMA

Activiad de una enzima

Enzima

Enzima
B' Com plejo Enzima-Sustrato

Sustrato (Sustrato Activado) Producios

Actividad de la coenzima en el sistema enzimdtico

Enzima Enzima
Sustrato Coenzima Pr%)ductbs

3

Para que el proceso se lleve a cabo, es preciso que el sustrato quede
activado mediante otras substancias que pueden ser particulas iénicas y/o
moléculas termoestables. Cuando se requieren iones especificos, el meca-
nismo de la activacién no se conoce, esto sucede por ejemplo con iones
como Mg+ y Cl—, etc. Los granulocitos adultos, ademas de innumera-
bles sistemas enzimaticos —algunos mencionados— contienen elevada con-

centracion de Fosfatasa.

La fosfatasa alcalina es la enzima que cataliza la reaccién en la que
como sustrato, los ésteres fosforicos liberan fésforo. Esta enzima esta den-
tro del grupo de las Hidrolasas, las cuales catalizan de una manera ge-

neral en la siguiente forma:

RR’ + HOH - ROH + R’H

-11-



La reaccién anterior ocurre siempre y cuando tengan un medio apro-
iado de pH y temperatura, siendo posible una reversibilidad en la reac-
cién, desde el punto de vista termodinimico. )

La presencia de Fosfatasa Alcalina en leucocitos, fue sugeleda por
Kay desde 1929, pero hasta 1931, Roche, mediante sus investigaciones en
animales de laboratorio, la demostr6, Umeno, mas tarde la cuantificé en
conejos, pero en sus anotaciones no daba a conocer condiciones tan im-
portantes como el pH y la temperatura; ademas no especificé las diferen-
tes células que habia en suspensién.

Iwatsuru fue uno de los primeros que encontré disminucién marcada
de esta enzima en los leucocitos de la leucemia granulocitica crénica, afir-
mando que los neutréfilos y eosinéfilos contenian mayores cantidades de
ella. Gomori y Fell-Danielli comprobaron que la actividad de la Fos-
fatasa Alcalina se observaba en los leucocitos, mientras que, en otras ex-
periencias, Greenstein y Woodard la localizaban en médula 4sea. Por téc-
nicas citoquimicas, Watchtein en 1946, la encontré en el interior de los
leucocitos, basando su# estudios en comparaciones de células normales y
patolégicas en forma cuantitativa. En el niicleo de los granulocitos adul-
tos, es donde se ha podido encontrar la mayor actividad de la enzima, dis-
minuyendo a medida que la célula es mas joven. En el citoplasma de los
linfocitos también se ha reportado su presencia. (21).

Valentine en 1956, inici6é estudios profundos sobre esta enzima, en-
contrando una gran influencia en relacion con el sistema adrenal-pituitario.
Ademas la estudié en todo elemento figurado de la sangre y en médula ésea,
encontrando que intracelularmente, en los neutréfilos, eosinéfilos, linfo-
citos, monocitos, megacariocitos y plasmocitos, existe en una cantidad mil
veces mayor que en el suero. Estas observaciones ya habian sido dadas a
conocer por Witslocki (1946) y Cram (1949),

La Fosfatasa Alcalina se considera como una globulina a la que se
le cataloga dentro del tipo de las enzimas hidroliticas. Desde 1957 se con-
sideré6 como alguna forma de transfosforilacion mas bien que una hidré-
lisis, por lo tanto la medida de accién hidrolitica a un pH dado, sobre
un sistema artificial (no fisiol6gico), es ciertamente extrafia de la forma
de operar en el cuerpo del sistema fosfatasa. Sin embargo. estudios bio-
quimicos de la actividad de esta enzima en el leucocito, revelan alteracio-
nes metabdlicas que ocasionan ciertas enfermedades, las cuales pueden ser
detectadas antes de que las manifestaciones lleguen a ser evidentes. Molo-
ney (1954).

La accién enzimdtica es inhibida por los iones de Hgt, Agt, Aut,
CN—, CH,COO—, o 4cidos como el picrico y compuestos fosfotiingsticos;
el ion F— y HPO,™, son fuertes inhibidores. Se activa su accién con
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iones como Mgt+ y Mn++, Los sustratos usados son ésteres fosforicos que
dan al medio pH alcalino.

Sabiendo que es una proteina, su accién preliminar es la formacién
de compuestos de adsorcién con sus sustratos. Su actividad es influencia-
da por factores, los cuales afectan la adsorcién, incluyendo cambios en
la concentracién de los sustratos, la temperatura y el pH, por lo que debe
considerarse este punto con detalle ya que al estar alterados, todo el sis-
tema varia,

En resumen, lo interesante en el estudio de esta enzima, desde el
punto de vista bioquimico y médico, es el aumento o la disminucién de su
actividad, de acuerdo con la madurez de la célula y su patologia.

Entre los padecimientos que muestran aumento de la actividad de la
Fosfatasa Alcalina, estan:

La enfermedad de Hodgkin, tuberculosis, policitemia vera, carcino-
matosis, mieloesclerosis y anemias hemoliticas, siempre y cuando presen-
tes reaccién leucemoide (hiperleucocitosis neutrocitica). Cuando este fe-
némeno no se presenta, las cifras se encuentran dentro de los limites
normales.

La actividad disminuida se ha encontrado principalmente en la leu-
cemia granulocitica erénica, como caracteristica de esta enfermedad, aun-
que también se ha encontrado en niveles bajos en la leucemia aguda.

-13.



€ECNICAS PARA

EL ESTUDIO DE
FOSFATASA ALCALINA

Existen fundamentalmente dos clases de técnicas:

1.—Cua1itativas * 2 & ® 4 & & 8 ®F B & LI I T R R I T A O R T 9 % % » = s ¢ * @ tinCién
2.—Cuantitativas . ........ T colorimétricas

La primera se basa en los diferentes grados de tincién de la célula,
siendo mayor la avidez por el colorante cuando la actividad de la Fosfa-
tasa Alcalina se encuentra aumentada. En general, los pasos a seguir son
los siguientes:

1.—Preparacién del extendido sanguineo.
2,—Fijacién,

3.—Extraccién de la enzima.

4.—Adicién del colorante.

5.—Montaje de la preparacién.
6.—Observacién al microscopio.

La coloracién obtenida puede variar desde granulos que no la poseer
(en ausencia de la enzima) hasta el positivo intenso donde el punteado
es profuso y de color negro; pasando por coloraciones intermedias tales
como el café claro (positivo moderado) y el café (positivo).

A continuacién se enumeran algunas de las técnicas cualitativas mas
empleadas:

Técnica de Gomori

El fundamento de esta técnica es la coloracién de coniraste, haciendo
actuar diferentes soluciones por determinado tiempo, sobre el extendido de
sangre hasta lograr la tincion deseada.

.14 -



Desarrollo:

.—Hacer un extendido sanguineo.
.—Fijacion de éste en alcohol metilico.
—Incubar con solucién de betaglicerofosfato de sodio durante una hora.

—Lavar con solucién de cloruro de calcio al 2%.

.—Secar.
.—Sumergir las preparaciones en nitrato de cobalto al 1% durante 5.

Lavar y secar,
.—Sumergir en solucién de sulfato de amonio durante 5’. Lavar y secar.

—Teiir con colorante de Wright,

*

R~ SN E W

Los resultados se expresan segin la coloracién que hayan adquirido
los neutréfilos, ya que la actividad se muestra en las formas en banda y
en neutréfilos adultos, tefiidos en diferentes tonos; desde el café claro

hasta el negro.
Técnica de Kaplow

En esta técnica también se usa la coloracion de contraste. Es un mé-
todo simple y rapido.

Desarrollo:

1.—Hacer frotis sanguineo y fijar con metanol.

2.—Agregar durante cinco mlnutos una soluecién reguladora preparada
con propanodiol, con pH de 9.5 a 9.8

3.—LContrastar con hematoxilina de Mayer.

4.—Montar en glicerina.

5.—Observar al microscopio.
La coloracién obtenida es desde nula hasta café obscuro, casi negro.

Técnica Histoquimica

Se basa en tinciones con las cuales podemos estudiar caracteristicas
morfolégicas y alteraciones bioquimicas de los leucocitos.

Desarrollo:

1.—Hacer extendido sanguineo.
2.—Fijar con formalina.

215 -



3.—Poner propanodiol al 0.50 M con pH de 9.7 o
4 .—Teiiir con azul RR (solucién diazo de 4 benzoil-2: 5 metoxi anilina).

Demuestran actividad tinicamente en formas en banda y neutréfilos
adultos, ya que son estos los que adquieren la coloracién caracteristica

(diferentes tonos de café).

Técnica del Colorante Azoico

Como el anterior, se lleva a cabo mediante coloraciones que revelan
también datos morfolégicos y alteraciones dentro de los leucocitos. -

Desarrollo

.—Fijar con formaldehido-alcohol metilico.

—Lavar con agua de la llave,

—Mezclar con el sustrato una solucién reguladora con pH de 9.7

.—Dejar reposar de 5’ a 10’ a temperatura ambiente.

.—Lavar con agua de la llave,

—Tefiir con verde de metilo a la concentracién deseada durante
10" 6 15,

—Lavar con agua de la 1lave.

.—Secar y montar en glicerina.

.—Observar al microscopio.

W1 OAnbWwh=-

La fosfatasa alcalina presente, se muestra en forma de grinulos de
color pardo-negruzco dentro del citoplasma de los neutréfilos.

Comentario

Ultimamente se han empleado bastante estas técnicas, para detectar
esta enzima en la sangre extendida sobre un portaobjetos. Su actividad
se manifiesta como ya se ha especificado anteriormente, en la forma de
banda y de segmentado; estd ausente en formas inmaduras, linfocitos y
monocitos.

Los inconvenientes que se han sefialado a estos métodos, son las irre-
gularidades de la tincién, ya que se puede obtener un tefiido falso del ni-
cleo y otras estructuras, particularmente cuando se les dan tiempos de
incubacién mayores que los indicados; ademas puede influir la aprecia-
cion del observador ya que ésta conduce muchas veces al error, por lo
que es conveniente al adiestramiento de personal especializado.

-16-
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Al obtenerse diferentes grados de tincién, dio lugar a que algunos
investigadores hicieran escalas de valores. La escala de Brodell y Swisher,
ha dado a conocer una graduacién microscépica de 0 a 4 en 100 leuco-
citos. Estos se obtienen de un concentrado por centrifugacién y la lectura
se hace en microscopio de fase. La escala fue la siguiente:

O suscnpan=: Los que no se tifien.

1l cesu cwsEe Los que dan ligera coloracion café.

2 nuicimEEe s Los que dan coloracién café negruzca.

- Los que tienen granulaciéon café negruzca distri-
buida a través de todo el citoplasma.

4 ismeusnvss Los que tienen granulacién negra.

Los equivalentes de coloracién a actividad de Fosfatasa Alcalina,
son los siguientes:

Color 0 equivale de 0 a 10 unidades
- 1 5 53 10 ,, 20 &
” 2 - 55 20 ,, 30 5
. 3 ”s ’ 30 ,, 50 "
’ 4 i~ v 50 unidades en
adelante.

El control hecho por diferentes autores en humanos aparentemente
normales, dio un promedio de 30 unidades.

Técnicas Cuantitativas

Dentro de estos métodos, tenemos el de Valentine y Beck, que es el
més usado.

Este método se basa en una hidrélisis producida por la accién de la
enzima sobre los fosfatos organicos. Después, por métodos colorimétricos
se puede determinar la cantidad de ellas que estaban presentes en el medio.

Desarrollo:

1.—A 0.3 ml de E.D.T.A, (anticoagulante) se le afiaden 0.5 ml. de
una solucién de dextrosa al 2% introduciéndose en una jeringa de 10 ml.
Se completa con sangre hasta el volumen total.
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2.—Se invierte la jeringa cinco veces y a continuacién se lleva a
un tubo de ensaye.

3.—Dejar reposar 30’ y separar el plasma con leucocitos y plaquetas.

4.—Se lavan los leucocitos con solucién salina y se centrifugan dos
veces, contaminindose con las plaquetas, pero evitindose la aglutinacién.

De los resultados obtenidos, se observé baja actividad en las leuce-
mias y en caso de metaplasias mieloides e infecciones piégenas, el nivel

era alto.

Comentario

La manipulacién es sumamente complicada y por lo tanto, dificil de
llevarse al cabo. Por lo demis, es muy semejante a lo empleado en nuestra
técnica, ya que la cuantificacién de fésforo también se hace por el método

de Fiske-Subba-Row.

-18 -



] ] 2 ATERIAL Y METODO

1

Se estudiaron 126 pacientes con diferentes tipos de enfermedad neo-
plasica y 10 normales. (TABLA I)

Sus edades quedaron comprendidas entre los 10 y los 69 afos. Los
treinta casos de carcinoma cérvico-uterino, recibieron terapia con radia-
cién ionizante, oscilando la dosis de 3,000 r. a 10,000 r. dosis aire, prac-
ticindose las determinaciones antes y a la mitad del tratamiento. Unica-
mente en cinco casos se lograron hacer tres determinaciones, antes del tra-
tamiento, a la mitad de él y cuando terminé. Mas adelante se especificara
en particular, todo lo referente a los resultados en detalle.

A los demas casos (50) se les practic6 una sola determinacién y en
su tratamiento se emplearon drogas radiomiméticas y radioterapia. En
éstos, la determinacion se realizé en unos, antes del tratamiento y en otros,
durante el tratamiento.

Los pacientes asi seleccionados, fueron estudiados segin el método

descrito méas adelante,

Material biolégico:

Sangre

Con material esterilizado y en condiciones asépticas, se obtienen me-
diante puncién venosa de 15 a 20 ml. de sangre que se adicionan al 13 ml.
de una solucién de fibrinégeno bovino que actiia como anticoagulante.

Esta mezcla bien homogeneizada, se deja reposar de 30 a 60’ hasta
que los glébulos rojos se sedimentan y forman un paquete. En el plasma
sobrenadante quedan los leucocitos en suspensién,

Fuente de enzima:

Se separa el plasma y se lleva a un tubo de centrifuga de 50 ml. de
capacidad; se centrifuga durante 5’ a 2,0000 rpm. y después de este lapso,

-19.



TABLA 1
Diagnéstico Sexo N°¢ de Casos
Fem, 4
Normales 10
Masc. 6
Fem. 7
Leucemia granulocitica 20
cronica. Mase. 13
Fem. 8
Leucemia aguda 11
Masc. 3
Leucemia Gr. Cr. Fem. 2
(Remision) 4
Masc, 2
Leucemia aguda. Fem. 1
(Remisi6n) ® 2
Masc. 1
Fem. 2
Mieloma maultiple. 4
Masc. 2
Fem. 30
Diversos tipos de cancer 50
Masc. 20
Cancer CU (2 determinaciones) Femenino ...... 30
Cancer CU (3 determinaciones) Femenino ......
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se obtiene un paquete de glébulos blancos con algunos eritrocitos. Para
reducir el nimero de estos altimos, se lava el concentrado 2 6 3 veces
con solucién salina al 0.9%, desechando en cada ocasién el sobrenadante.

Al final queda el paquete deseado tedricamente puro, que se resus-
pende en 1 a 2 ml. de solucién salina, con lo cual se tiene nuevamente
una suspension pero esta vez concentrada. Se hace una cuenta leucocitaria
para saber su concentracién por milimetro cibico. Esta deberi de ser de
40,000 a 80,00 células /mm®. En la prictica se ha observado que se
puede también llevar la determinacién al cabo con cifras menores.

Este procedimiento se realiza a temperatura ambiente.

Finalmente se agrega la suspensién a una solucién reguladora (sustrato)
de glicerofosfato de sodio 0.026 M con pH de 9.6, donde se libera el fésforo,
lo que permite cuantificar la actividad de la enzima,

Aparatos y Material de Laboratorio:

Probetas de 25 y 50 ml,

1 caja de tubos de ensaye de 12 x 1.50 cm.
Pipetas de 10 ml. graduadas en ml.
Pipetas de 5 ml. graduadas en ml.
Pipetas de 2 ml. graduadas en décimas
Pipetas de 1 ml. graduadas en décimas

Pipetas volumétricas de 5 ml.
Pipetas volumétricas de 4 ml.
Pipetas volumétricas de 3 ml.
Pipetas volumétricas de 2 ml,
Pipetas volumétricas de 1 ml.

Tubos de centrifuga de 9 x 4 cm.

Tubos de centrifuga de 9 x 3 cm.

Tubos de centrifuga de 15 ml. graduados en cm.
Celdillas de fotocolorimetro “C” de 10 x 2 cm.
Cdmara cuenta glébulos, con sus respectivas pipetas.
Centrifigua clinica

Microscopio Carl Zeiss

Fotocolorimetro Colleman Junior

Reactivos:

1.—Solucién de fibrinégeno bovino (anticoagulante). 200-250 mg. en
13-13.5 ml. de solucién salina al 0.9%

2.—Sustrato: Solucién de Beta glicerofosfato de sodio 0.026 M. Contiene
dietil barbiturato de sodio y NaOH, obteniéndose un pH de 9.6
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.—Solucién de Saponina al 2%

.—Cloruro de magnesio al 0.050 M

.—Acido tricloro acético al 30%

.—Acido tricloro acético al 10%

.—Solucién de molibdato de amonio. 12.5 g. de molibdato de amo-
nio + 150 ml. de 4cido sulfiirico 10 N + agua destilada c.b.p. 500 ml.

.—Acido alfa amino naftol sulfénico (reductor) al 15%. (71.25 g. de
sulfito acido de sodio;
sulfito acido de sodio; 2.5 g. de sulfito de sodio; 1.25 g. de acido alfa
amino naftol sufénico. De esta mezcla se toman 15 g. y se llevan a
100 ml.)

9.—Solucién salina al 0.9%

X ~Nohhbsw

Técnica

Esta prueba se basa en la accién de la enzima sobre los fosfatos or-
ganicos en condiciones adecuadas de pH y temperatura, liberando fésforo
cuando estos son hidrolizados. El fésforo se cuantifica por el método de
Fiske-Subba-Row, en el cual se ha hecho una modificacién a los volimenes
requeridos en su técnica, como senalamos mas adelante.

El resultado se encontrarid al hacer simultineamente la cuantifica-
ci6n de fésforo libre, para deducirlo mas tarde del valor obtenido de las
fosfatasas,

Para determinar fésforo, las proteinas sanguineas se precipitan con
acido tricloro acético; el filtrado se trata con molibdato de amonio obte-
niéndose #acido fosfomolibdico, el cual se reduce con la adicién de acido
alfa amino naftol sulfénico que da una coloracién azul, cuya intensidad
serd proporcional a la cantidad de fésforo presente.

R-R®” + HOH > ROH + R-H

Leucocitos (fosfatasas) —+ Sustrato (ésteres fosféricos) —

> PO,-

Mg —+-+

[ 1l

PO, +  (NH,).MoO, —> (NH,),PO,.12Mo00,

=22



NH,

OH
(NH,).,PO..12MoO, + > Azul

HS0,

Descripcion de la técnica empleada
Suspension de leucocitos:

.—13 ml. de fibrinégeno bovino + 20 ml. de sangre.
.—Reposar de 60" a 90’.

.—Separa el sobrenadante evitando el paso de glébulos rojos.
.—Centrifugar 5’ a 2,000 r.p.m.

.—Separar células del sobrenadante.

.—Lavar con 45 ml. de solucién salina. Volver a centrifugar,
.—Resuspender en 1 6 2 ml. de solucién salina.
.—Recuento de glébulos blancos.

(o I W W W~ JUN

Determinaciéon de Fosfatasa Alcalina:

1.—Se preparan cuatro tubos para incubacién que contienen una
mezcla de

9.0 ml. de solucién amortiguadora.
0.5 ml. de solucién de saponina.

0.2 ml. de solucién de cloruro de magnesio.

Vol. total 9.7 ml.

Se numeran y se llevan al bafio Maria durante 10" a 37° C.

2.—A los tubos 1 y 2, se les afiade 0.3 ml. de suspensién de leuco-
citos y se incuban 60" a 37°C. Al terminar el periodo de incuba-
cién, se adicionan 2 ml. de Acido tricloro acético al 30% a cada
tubo.

3.—Mientras los tubos 1 y 2 estin en incubaci6én, al tubo 3 se le
anaden 2 ml. de 4cido tricloro acético al 30% e inmediatamente:
0.3 ml. de la suspensién leucocitaria.
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4.—Al tubo 4 se le adiciona 2 ml. de &cido tricloro acético al
30% -+ 0.3 ml. de solucién salina.

5.—Filtrar las mezclas en cuatro tubos a través de papel filtro
Whatman N° 42. De preferencia estos tubos serin de centrifuga
y graduados.

6.—Determinar la concentracién de fésforo inorganico que se en-
cuentra en los filtratos por el método de Fiske-Subba Row.

Determinacién de Fésforo:

1.—Se toman 11 ml. de cada filtrado y se les afiade 4 ml. de 4cido
tricloro acético al 10%. En caso de que se presente una nueva
precipitacién o una opalescencia se volverd a filtrar. Usar el

papel anteriormente citado.

2.—De estos 15 ml. se toman 13.6 ml. y se pasan a las celdillas del
fotocolorimetro, donde se hari la lectura.

3.—Se adiciona por tltimo 1 ml. de molibdato de amonio y 0.4 ml.
de acido alfa amino naftol sulfénico.

4.—Reposar 5’.

5.—Leer en fotocolorimetro con filtro 540 milimicras.

Calculos:
La diferencia del contenido de fésforo del tubo 3 y el valor medio
de los tubos 1 y 2, representa el fosfato liberado por la fosfatasa alcalina.

. La actividad de esta fosfatasa se expresa en unidades, donde cada
unidad representa 1 mg. de fésforo liberado por 10" leucocitos en 6.

Los valores normales se encuentran entre 15 a 45 U., aceptandose
50 unidades, segiin algunos autores (21, 23).

Para obtener el resultado final, se empleé la siguiente férmula:

lectura del aparato X Factor (40/1.1)

N° de leucocitos

Las lecturas se haran en % de transmitancia, siendo la lectura trans-
formada a mg. de PO,E liberado, mediante la curva de calibracion tra-
zada previamente y que corresponderid a la unidades, Tabla II al aplicar
la férmula.

5 24, =



Interpretacion:

En pacientes con leucemia, tanto agudas como granulociticas crénicas,
la lectura obtenida es casi siempre menor a 10 unidades, debido a la
poca actividad enziméitica de los leucocitos. Cuando se encuentra neutro-
pénia, los niveles de la Fosfatasa Alcalina serdn bajos. En enfermedades
mieloproliferativas del tipo de metaplasia mieloide y policitemia, sucede
lo contrario, ya que los resultados obtenidos son mayores de 50 unidades.
Situacién semejante ocurre en reacciones leucemoides y en casos de in-
fecciones piégenas, donde también se vera el resultado aumentado.
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DESARROLLO DE LA
FORMULA EMPLEADA

La fé6rmula se tiene a partir de una serie de pasos, donde se han
relacionado diferentes datos:

10
c x 10 x 12
u —_—
1,000 x N° de leucocitos x 300 x 11
Donde. . .
< = pg de fosforo (lecturas Tabla IT)
10
10 = N°? de leucocitos que en una hora desprenden cierta cantidad
la enzima que va a ser cuanteada.
1,000 = Conversién de rg a mg.
300 = Dilucién equivalente de leucocitos en 0.3 ml.
12

Correccién del error por el cambio de voliimenes. (12 ml. an-
11 tes de filtrar las proteinas precipitadas, de los cuales, se toman
11 ml. unicamente.).

Por lo tanto:

¢ x 100 x 1.2

N°¢ de leucocitos x 3 x 1.1

¢c x 40

N? de leucocitos x 1.1
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CONSTRUCCION DE LA
GRAFICA

Se toman 218.2 mg. de Na, HPO, (fosfato de sodio dibasico), los
cuales se diluyen en 100 ml. de H,O destilada. De esta solucién se hacen
diluciones subsecuentes, cada una de ellas equivalente a los rg de fésforo
requeridos.

La cantidad de f6sforo de cada dilucién se cuantifica por el método
colorimétrico empleado en la técnica, y se traza la curva que se senala
a continuacién.

.927.
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TABLA 11
90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 13 28.5 | 45.5 |65 89 | 117 | 163 | 223
2 15 30 47 68 92 | 121 169 | 231
3 16 31.5 49 70 94 | 125 173 | 239
4 18 33 51 73 98 | 129 | 177 | 249
S5 19 35 52.5 |75 |100 | 133 183 | 258
6.5 [(20.5 | 36.5 [54.5 |77 (102 | 137 | 190 | 268
8 22 38 56.5 |80 |105 | 141 195 —
9 23.5 40 58 82 |109 | 145 | 200 —
10 25 42 60.5 ‘ 84 |[111 151 | 209 —
12 26.5 44 62 87 |113 156 | 217 —_
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QES ULTADOS

Variacién de la actividad de la Fosfatosa Alcalina con respecto
a la Temperatura, Incubacién y Activador

Cuando se establecié la técnica, al hacer varias determinaciones en
una misma persona, se encontré una variacién notable en los resultados, aun-
que estos no salieran de los limites dados como normales. De esto, surgié
la idea de hacer determinaciones a diferentes temperaturas, ya que esa al-
teracién era un signo muy sugerente de que algo cambiaba y vimos que
a mayor temperatura, la actividad se incrementaba. Por lo tanto se nos
hizo interesante ver lo que pasaria con diferentes periodos de incubacién

con variantes en la cantidad del activador agregado, teniendo en cuenta
que el pH debe permanecer constante.

Como conclusién de este estudio tenemos:
Referente a la temperatura:

1—A medida que se aumenta la temperatura, la actividad se incre-
menta, por lo menos hasta 50°C que es la maxima temperatura empleada
en este trabajo. (Fig. 2).

2.—Que la temperatura normal para el funcionamiento de la enzima,
se encuentra a 37°C. (Fig. 2).

3.—A bajas temperaturas se inhibe la actividad de la enzima, mos-
trindose mas baja de lo que relamente es.

Referente a la incubacién:
A medida que se aumenta el tiempo de incubacién, la lectura en el
fotocolorimetro aumenta, lo que indica un incremento en la actividad, o

sea una prolongacién. (Fig. 3)

-30-



ACTIVIDAD EN
UNIDADES

EFECTO DE LA TEMPERATURA,

Ve 0§ Te fat Y e A A mwowe © e B '
Do LE

29 7 VLI LT

Yo 0S

D0 06 S
Do LE

9o LE
De @

60+

(Fig. 2)

3 hrs.

1 hrs.

0 hrs.



(¢ 8u1)

‘SIy 9
i

4 49 VIW3ON3T
NOJ 3UONVS

TYWHON
UONYS $3avaiNn

NOIJVENINI V1 30 013343 N3 aQVaIAILOY




Referente al activador:

Ocurre lo mismo que en el paso anterior, sin embargo aqui el incre-
mento no es tan sorprendente como en los casos previamente citados.
(Fig. 4).

Se puede demostrar con las graficas, que hay un evidente incremento
de la actividad de la enzima, pero no se puede enfatizar de una manera
categorica que solo sea la enzima lo que actie, ya que pueden concurrir
cambios que no han sido apreciados y tampoco estudiados, como son por
ejemplo: las supresiones o aumentos debidos al inhibidor, los cambios que
pueda producir el sustrato, etc.

Resultados obtenidos en los pacientes estudiados

De los 136 casos estudiados, los diez catalogados como normales, se
encontraron dentro del limite establecido como normal de actividad (de
15 a 45 unidades) dados por otros autores (11, 15, 16, 19, 23), con lo
cual comprobamos la eficacia de nuestra técnica.

En los treinta y cinco casos de carcinoma cérvico-uterino, las cifras
obtenidas se encontraron dentro y por encima de los limites fijados como
normales (17-137 unidades) ; la elevaciéon de estas cifras, creemos fue de-
bida probablemente a infecciones agregadas al padecimiento en el mo-
mento de la determinacién, Tabla IIT) pues la leucocitosis y neutrofilia asi
lo indicaban.

Las cinco enfermas a las cuales se les practicaron tres determinacio-
nes (antes, a la mitad y al final del tratamiento con Radium y Rayos X)
también presentaron este mismo fenémeno. (Tabla IV).

Analizando los resultados de esta tabla resulta interesante hacer no-
tar que en general no hay una proporcionalidad o relacién aparente entre
el nimero de leucocitos y las unidades de Fosfatasa Alcalina leucocitaria,
sin embargo de los cincuenta casos incluidos en este grupo se aprecia que
en cada paciente al bajar el niimero total de neutréfilos desciende también
la actividad de la enzima, conservando una relacién entre ambos valo-
res bastante estrecha.

Los diversos tipos de neoplasias, mostraron actividad normal o aumen-
tada, debido probablemente a las mismas causas que anteriormente aca-
bamos de sefialar en la carcinoma cérvico-uterino.

Enfermedades hematolégicas malignas:

Estas las podemos dividir por medio de esta prueba en tres grupos:
Los que dan baja actividad, los de actividad normal y por altimo, los que
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dan actividad aumentada. Dentro del primer grupo, encontramos preferente-
mente a la leucemia granulocitica crénica en fase activa y algunos casos
de leucemias agudas, Es interesante la observacién, aunque ya haya sido
hecha por otros autores, sobre la tendencia a la normalizacién de la acti-
vidad de esta enzima después del tratamiento (26, 27, 28, 33). (Tabla III).

No podemos asegurar cuales otros padecimientos o trastornos hemato-
16gicos puedan quedar incluidos en el grupo de fosfatasa leucocitaria nor-
mal 6 en el que la dé aumentada, debido al escaso niimero de pacientes
estudiados, sin embargo es interesante ya que en los cuatro casos de mie-
loma miiltiple, los resultados fueron desde cifras en el limite inferior de
la normalidad, hasta valores muy por encima de las 45 unidades senaladas
como miximo normal,

La misma observaciéon ya se mencioné respecto a los treinta y cinco
casos de cdncer cérvico-uterino y a los 50 casos de diversos tipos de
neoplasias.

.35 .



TABLA 1I1II

RESULTADOS

\

N’ de casos Resultados

Normales 10 116.0 a 45 unidades
Leucemia granulocitica crénica 20 2.9 a 10 unidades
Leucemia aguda 11 5.0 a 16 unidades
Leucemia gr. cr. (remisién) 4 14.0 a 25 unidades
Leucemia aguda (remisién) 2 20.0 a 65 unidades
Mieloma miiltiple 4 17.0 a 90 unidades
Diversos tipos de neoplasia 50 14.0 a 99 unidades
Cancer cérvico-uterino

(2 determinaciones) 30 17.0 a 137 unidades
Cancer cérvico-uterino

(3 determinaciones) 5 22.0 a 80 unidades
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TABLA

1V

DETERMINACIONES REPETIDAS DE LA ACTIVIDAD DE
FOSFATASA ALCALINA EN LEUCOCITOS EN CINCO CASOS
DE ENFERMOS RADIADOS CON CA. CERVICO UTERINO

No. de Enfermas

No, de

Determinaciones
(3 en cada caso)

7, de Neutréfilos
Totales

Actividad de
Fosfatasa
Alcalina en
leucocitos

2- 11-63 73 340 U

Caso 1 18-111-63 54 26.6 U
19-VI1-63 60 30,0 U

28- 11-63 64 730 U

Vaso 2 4-IV-63 47 220 U
23- V63 55 44.0 U

27- 11-63 58 72.0 U

Caso 3 6-1V63 36 42,0 U
10-VI63 47 800 U

5-I11-63 69 220 U

Caso 4 3-1V-63 58 310 U
10- V.63 78 36.0 U

- 11-63 86 399 U

Caso 5 6-111-63 76 355 U
-IV63 80 364 U
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QESUMEN Y

COMENTARIOS

Los leucocitos contienen fosfatasa (4cida y alcalina) en cantidad ma-
yor a la existente en el plasma. Se ha estimado que esta concentracién es
mil veces mayor (21) y ha sido demostrado por otros autores que varia en
proporcion inversa al glucégeno del neutrofilo.

La determinacién de la Fosfatasa Alcalina en leucocitos humanos, es
una prueba de realizacién relativamente facil una vez que el procedimiento
ha quedado bien establecido, y que evidentemente ayuda en el diagnéstico
diferencial de los sindromes mieloproliferativos, pues consistentemente la
actividad de la enzima, esti disminuida en la leucemia granulocitica croé-
nica, mientra que se encuentra normal o aumentada en las reacciones pre-
sentadas por hiperleucocitosis neutrociticas (leucemoides) ocasionadas por
alguna infeccién, segiin lo han confirmado varios autores.

Esto se ha tratado de explicar porque en estas circunstancias ocurre
aumento de la actividad adrenocortical y esto explica el gque se encuentren
variaciones de la actividad de este sistema enzimatico en otras enferme-
dades diferentes de las hematolégicas (infarto del miocardio, trauma, aci-
dosis diabética, etc.) (27).

La observacion de que la infeccién incrementa la actividad de la Fos-
fatasa Alcalina, sugiere que debe haber diferentes mecanismos de estimulo
y de respuesta celular.

A{n cuando la determinacién de la actividad enzimética de la Fosfa-
tas Alcalina en leucocitos, se ha encontrado disminuida en algunos casos
de mielofibrosis con metaplasia mieloide, es coman el eriterio de que ha-
bitualmente si es de utilidad en el diagnéstico diferencial con la leucemia
granulocitica crénica. La gran variacién de los resultados en la metaplasia
mieloide (25) sugiere que mis que una cantidad definida, se trata de un
grupo de enfermedades heterogéneas con una respuesta hematolégica
semejante.
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Puede ser de utilidad para juzgar de la remisi6on de un proceso leu-
cémico, ya que durante ésta, la actividad enzimitica se normaliza; sin
embargo, se debe tener presente que puede permanecer baja alin después
de lograda la remisién completa del cuadro clinico y hematolégico (25).

Por lo que aqui expusimos, consideramos que en las neoplasias en ge-
neral no sufre modificacién y atn cuando el nimero de pacientes que
habian recibido radioterapia es reducido, los resultados nos permiten su-
poner que no ocurre variacién significativa por efecto de la radiacién

ionizante.
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