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ISOENZIMAS

Ricardo 1nsé Careia fiméne=*

SINTESIS HISTORICA:

En 1956 Boman vy Westiand purifican y se-
paran fosfatasa del suere por cromatografia en
columna Dowex — 2. Mos - Reis - Seelich - Er-
lich - Gomuka - Anagnostopocilos, se encuentran
entre las primeros investigadores en reconocer a
la placenta humana camo una fuente rica de
Fosfatasa Alcalina, logrando ademis la purifica-
cion de 1a misma. En la purificacion vy cristaliza-
cion de dicha enzima en placenta, se encontra-
ron dos variantes: Variante A (de rapide movi-
miento clectroforético) y la variante B (electro-
foréticamente de movimiento lento). Sin embar-
go recientemente estudios sugieren que esta diti-
ma variedad estd constituida por moléculas agre-
gadas de la forma A, En 1961 Boyer observa un
patron similar de F.A. en suero de embarazadas
y en placenta. Con respecto a la placenta huma-
na sus trabajos han indicado variaciones genéti-
cas cuando [a electroforesis en Gel de almidon se
realiza a diferentes (PHa), PH: 8, 6 vy 6,0.

La combinacion de técnicas inmunoquimi-
cas y clectroforéticas en Gel de almidodn para la
investigacion de isoenzimas, fue utilizada tam-
bién por Boyer. En 1962 Moss et al purifican
fosfatasa alcalina de higado, rifidn, intestino y
hueso, por medio de electroforesis en Gel de al-
middn. Este mismo aho demuestra la existencia
de 4 variantes diferentes de la fosfatasa alcalina
hepdtica. Moss y King separaron posteriormente
difcrentes 7onas de fosfatasa alcalina humana
por clectroforesis en Gel de almiddon y determi-
naron sus Km. Mds recicntemente Moss et al re-
portan la sensibilidad a la ncuraminidasa de fa
F.A. de higado y rindn humano. Luego Robin-
son y Pierce cstablecen que las isoenzimas de
F.A. scnsibles a la L — fenilalanina de origen in-
testinal, son resistentes a la neuraminidasa. En
1968 Fishman et al abservan por primera vez la
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iscenzima Regan en un cdncer broncogénico.
En 1970 Nagayama et al determinaron la isoen-
zima de F.A. denominada Nagao en un caso dc
carcinonmatosis pleural. En 1974 Usateguir, Go-
met et al demuestran la presencia de isoenzima
Regan en individuos normales.

ISOENZIMAS DE LA F.A. EN SUERO NOR-
MAL EXAMINADO POR ELECTROFQRESIS
EN GEL DE ALMIDON Y ACRILAMIDA
USANDO [NHIBIDORES EN ORGANOS ESPE-
CIFICOS

La L - fenilalanina es un inhibidor esteroes-
pecifico de la actividad de F.A. de origen intesti-
nal y placentario. Dc manera que la actividad dc
F.A. de un suero tratado previamente con una
solucién 5 mMolar de L'- fenilaianina, serd ta co-
rrespondiente a la F.A. de origen Hepatobiliar y
65e0. A este tipo de FLA. sc le conoce como FLA.
no sensible a la fenilalanina (no L.P.S.AP.). La
F.A. de higado y hueso difieren en su inactivi-
dad af calor, de manera que a 55 grados contipra-
dos por 16 minutos, un 90 - 9590 dc la F.A.
Osca es destruida y entre el 50 - 6090 de fa FLA.
hepitica, la F.A. placentaria ticne la propicdad
de ser muy termoresistente, de manera que su
presencia puede ser fiacilmente determinada, ca-
lentando la muestra 2 65 grados centigrados por
cinco minutos y midiendo la actividad de F.A. 2
PH 10.7, en una solucién 72. mMolar dc fenil-
fosfato como sustrato. Para una determinacion
precisa y para saber Ja cantidad de cada una dc la
isoenzima de F.A. en upa muestra, como por
ejemplo suerc sanguineo, es necesario la electro-
foresis. La electroforesis en Gel de almidon es
Otil para aislar 1a banda intestinal pero fracasa
para separar las isoenzimas dc higado y hueso.
Las bandas hepiticas y 0sea pucden scr determi-
nadas par clectroforesis en Gel de poliacrilami-

" da, técnica poco satisfactoria para el aislamicnto

de la isoenzima intestinal. La deteccion de F.A.
de origen placentario puede ser realizada, combi-
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nando un procese inmunoldgico con una electro-
foresis en Gel de almiddn. Se corre la muesire
tratada previamente con un sucro anti F A, pla-
centaria, y otra corrida sin el tratamiento inmu-
nologico, de mancera que la ausencia de la benda
placentaria en el gel, en la muestra tratada con
anti-suero, es cvidencia confirmatoria de la iso-
enzima placentaria. Un método para dermu arar
la presencia de la isoenzima intestinal consiste ¢en
ung corrida clectrofurdtica en presencia de una
solucion 25 mMolar de L = homoarginina inhibi-
dor estereoespecifico de las esvenszimas de hueso
o higado, de tal forma que ta banda intestinal sc
pucde ver intensamente, este método revela ka
isoenzima placentaria. El mismo mdétado puede
emplearse para poner de manifiesto las isoensi-
mas hepdtica y osea pero empleando L — fenila-
lanina en solucion 25 mMolar.

ESQUEMA No. 1

SEPARACION ELECTROFORETICA (EN
AGARQSA GEL} DE LAS ISOENZIMAS DE
LA FOSFATASA ALCALINA:

(+) (=)

4= eazima hepdticy

b= ensima de hueso

<= enzintg placentaria

d. cnvimainiciiinal

vooensima asoviada a la placentaria
fvnzeng de bibis

TABLA No. 1

PRINCIPALES CARACTERISTICAS
RESPECTO A INHiBIDORES DE LAS
ISOENZIMAS DE LA FOSFATASA ALCALINA

Inhibicidn por la  Inhibicion por Estsbilidad

L-fenitaisning hemoargina al calor
Fosfatasa alcaling + - Tesmosta-
Placentaria ble a
560C/10
rin,
Fostatasa alcalina - +
Hepatica
Fosfatasa alcalina - +
Osea
Fosfatasa alcalina + menas ten-
Intestinal seble que la
nepatica,

FOSFATASA ALCALINA HEPATICA:

Es sintetizada por ¢l hepatocito. En L clec-
troforesis presenta una banda de movimicnto rd-
pido {L —1), la cual aparcce en forma angosta y
discreta. No es inhibida por la L= fenilalanina,
pero si por fa L - homoarginina. Es menos ter-
moldbil que la dsea. Presentd otra banda conoci-
da como L — 2, con la mismas caracterfsticas
respecto a los inhibidores que la £ — 1 pero es
mas [abil al calor y de movimiento electroforcti-
co mds lento. El incremento en la actividad de
F.A. hepdtica en un paciente con tumor malignou
pucde deberse a varias rasones: 1. Aumento de
fosfatasa alcalina en cuanto a produccion, por ¢
tumor. 2. Metastasis a Higado. 3. Produccion de
una nueva especie de F.A, por ¢l tumor. 4. Res-
pucsta parancoplastica del higado. O sea presen-
¢ia de un patrdn iscenzimitico que indica difun-
sion severa del higado pero que al extirpar ¢l to-
mor, ¢l cual no ha dado metdstasis a higado, csc
patrén isoenzimdtico alterado desaparece. Una
isocnzima que se asemneja, estrechamente a ka
F.A. L — 1 hepdtica, que sc da tambicn cn pa-
cicntes con obstruccion biliar, ha sido cncontra-
da en sangre dc un alto porcentaje de pacientes
con cancer, sobre todo hombre con cinger pul-
monar, de colon y de pecho, en diabéticos, cn
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casos de hepatitis y en pacientes con problemas
repales.

Esta isoenzima se asemeja también a la F.A.
banda A coridnica sensible a la L — fenilalanina,
L — homoarginina, ¢ inactivabie af calor.

La alta frecuencia de ocurrencia de esta iso-
enzima denominada F.H.A.P. en una amplia va-
riedad de canceres, incluyendo leucemias, y su
baja incidencia en pacientes que han sido cura-
dos del cdncer, sugieren su utilidad en {a estima-
cién de la cantidad de tumor presente durante el
curso de la terapia.

L a sensibitidad de la F.H.A.P, como marca-
dor de cdncer es menor comparado con el anti-
geno carcinoembridnico y con {a gonadotropina
coriénica. Sin embargo puede ser de utilidad, en
combinacién con otros marcadores, ¢n la detec-
€ion de cdncer en poblaciones con alta prevalen-
Cia.

FOSFATASA ALCALINA OSEA

Es sintetizada en el ostcoblasto. Electrofo-
reticamente presenta una banda difusa muy 1ibil
at calor. Es inhibida por 1a L~homoarginina, pe-
ro no por L—fenilalanima,

Elcvaciones en ja actividad de esta isoenzi-
ma, es frecuente en pacientes con metdstasis a
huesw, sobre todo en pacientes con cdncer de
prastata, aungue fracasa para detectar of 2390
de los casos con metdstasis ésea.

FOSTAFASA ALCALINA INTESTINAL

Es producida en las células de fa mucosa in-
testinal. En clectroforésis {membranas de acetato
de celuiosa) encontramos las bandas |, e 2. Am-
bas son inhibidos por la L—fenilalanina, pero son
poco sensibles a la L—homoarginina, y tienen las
mismas propiedades termoldbiles que a2 L—1 he-
pdtica. ,

Debido a gue variantes de 12 isuenzima in-
lestingl, se pueden encontrar en {2 pusicion de
lus isoenszimas hepdticas y oseas en la electrofo-
résis en gl de almidon, es que algunos autores

sugieren que el intestino es fa fuente principal de
F_A. sanguinca, y que esta s transformada du-
raile ¢l transporte y metabolismo, hasta las for-
mus hepidlicas. Se sugiere que tal transformacion
cs contrulada por factores gendticos, tales como
¢l grupo sanguineo y ¢l estado secretor. De gsta
forma se podrian explicar, las contribuciones
anurmales de isuensima intestinal, en ciertos ca-
s0s de persunas con cirrFosis.

FOSFATASA ALCALINA PANCRATICA (P.a)

Se ha reportado 12 presencia de una isoenzi-
ma de F.A. en pacientes con cancer de pancreas
y en hemocromatosis. Las caracteristicas bio-
guimicas mds importantes de esta isocnzima son
las siguientes: Es mas |dbil al calor que 1a isoenzi-
ma hepdtica. Su comportamiento respecto a los
inhibidores L — fenilalanina) y (L — Homoargi-
nina) es muy similar a fa L—1. El suero que con-
tiene la banda P.a muestra una banda difusa en |
la region donde migra la isoenzima intestinal, sin
embargo, la 1, y la {,, en el suero que contiene
P.a, aparecen diferentes que cuando no estdn
acompanados por fa P.a; cuando fa P.a estd pre-
sente, la isoenzima intestinal no solo fracasa en
separarse claramente hasta 1, e |, sino que va-
rian también sus propiedades, de manera que la
banda intestinal es también mds labil al calor,
menos sensible a la L — fenilalanina y mads sensi-
ble a la L — homoarginina. Esta isoenzima tam-
bién se puede presentar en pacientes con enfer-
medades malighas y benignas del sistema hepato-
biliar y de otros drganos. El significado y el ori-
gen celular de la banda P.a, no se ha establecido
de manera que estd por determinarse si es un
producio directo de las células pancrdticas nor-
males o malignas o si es de otro tcjido, teniendo
sus propiedades electroforéticas alteradas, debi-
do a cambios patologicos del pancreas o del sis-
tema hepatobiliar.

TABLA No. 2

PROPIEDADES DE LA FOSFATASA
ALCALINA DE HIGADO, HUESD,
INTESTINO Y PLACENTA

Fosfatasa Aicalina de:
Higade Hueso  Intestine Placenta

inhibigion por L-fenifa-

laning {%/0) g-10 010 7% 15
trhibicion por homo-

argining {®/a} 78 78 5 8
Insctividad con calor 20-7¢ 30100 50-60 0
Efecto dsl pratrata. + + 0 +
mients con teuraminidass

Resccibn con antisugro

diluido para isoenzima ] 0 0 +
placentaria

Reaccion con antisuero

diluido para isoenzima + + H 0
hepitica

Reaccion con antisuerg

dituido pars isoenzima 8 ] + 0

intestinal
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ISOENSIMA DE FOSFATASA ALCALINA EN
ENFERMEDAD LINFOPROLIFERATIVA

Se ha reportado una nueva isoenzima de
F A, presente en sueros de hombres con enfer-
medad linfoproliferativa. Esta se caracteriza por
su incapacidad para su incapacidad para hidroli-
car el fosfato — s de cisteamina. A esta isoenzi-
ma se le ha denominado N - fosfatasa. Sin em-
bargo Dulis B. y Neilson, luego de un estudio
realizado en Colorado, U.S.A_, liegan a {a conciu-
sion de que la N - fosfatasa no se presenta como
una forma dominante de F.A en el suero de pa-
cientes con enfermedad linfoproliferativa, y
crean ademds, aparentemente dudosa la existen-
cia de esta isoenzima.

FOSTASAFA ALCALINA LEUCOCITARIA

En el citoplasma de los granutocitos madu-
ros normales, se demuestra actividad de ¥.A. fa
cudl aumenta durante infeccion y otros estimu-
los. En cambio en el granuiocito leucémico ma-
durc de la leucemia granulocitica crdnica, hay
escasa o nula actividad de F.A, aunque alguna cé-
luia aislada se colora intensamente, lo gue hace
suponer la existencia de dos poblaciones celula-
res. En el caso de los trastarnos mieloproliferati-
v0s, 1a actividad de fosfatasa alcalina de los leu-
cocitos se halla incrementada, excepto en algu-
nos pacientes con mielofibrasis y metaplasia
mieloide. En mieloma multiple, Brook F. y
Drusback P.B reporian en una investigacion que
de 62 pacientes estudiados, con la enfermedad,
60 presentaron niveles altos de F.A, mientras que
en el grupo control, de 26 adultos sanos, estos
nivetes fueron bajos. Ellos sugieren que el au-
mento de F.A leucocitaria {L.A.H.A.} en mielo-
ma muiltiple, se puede deber a la aparicién de un
clon de células mieloides, las cuales persisten sin
vambios durante Ja enfermedad, ni con traia-
miento, infeccidn, regresion o progresién de la
enfermedad. Valores bajos de L. A.P.L. se dan en
leucemia granulocitica crénica, anemia de célu-
las falciformes, H P.N. Valores elevados se dan
en policitemia vera rubra, metapiasia mieloide,
prefez y Hodking.

FOSFATASA ALCALINA PLACENTARIA

Es sintetizada en el trofoblasio. Es genéti-
camente polimoria con 6 fenotipos electroforéti-
cus, determinados por tres alelos comunes en el
i.ocus de F.A. Es un dimero con peso molecular

de 120.000. La enzima entra en la circulacion
materna como resuitado de un intercambio me-
tabdlico, pudiendo ser detectada en el suero de
la madre, pero no en suero fetal. Es inhibida por
ta fenilalanina, pero no por la L ~homoarginina y
es completamente termostable a 56 grados centr-
grados por 10 minutos. Las isoenzimas aberran-
tes que mas se han encontrado en tumaores, son
muy similares a3 la F.A. placentaria. Se encuentran
en el 8/259%o del suero de individuos con cdn-
cer. Cabe destacar entre eilas las isoenzimas Re-
gan, Nagao, N—fosfatasa, etc. Se ha encontrado
en un alto porcentaje de tumores malignos, de
otigen diverso y en algunos tumores benignos.
una isoenzima aberrante de la F.A, a la cual se e
llama frecuentemente isoenzima Regan. Sc le de-
nomina asi, porque fue encontrada por primera
vez en un individuo que padecia de carcinoma
broncogénico, el cual se apedililaba Regan Se ha
sugerido que la sintesis de F.A placentaria, por
cétulas malignas de origen no trofobldstico, pue-
de representar una disrrupsion del lucus es-
tructural para F.A placentaria en estas céluias. L4
isoenzima Regan es indistinguible de la isaenvi-
ma placentaria en muchos aspectos. Dentro de
estos podemos mencionar: estabilidad al cator.
inhibicién por la L-- fenilalanina, Ph optimo.
reaccion inmunclogica {rcacciones especificas
con antisuero de conejo contra F. A placentaria},
accion de la neuraminidasa v otras propiedades.
Se ha identificado la isoenzima Regan en und al-
ta incidencia de pacientes con seminoma, carci-
noma de ovario y carcinoma pancredtico, segui-
dos de tos que presentan cdncer gdstrico, de pe-
cho, pulmén y sarcomas. En contraste su inci-
dencia es muy baja en melanoma, cdncer de ¢s6-
fago y hepatoma. También se han descubierto
niveles elevados en poliposis familiar del colon y
en colitis uicerativa, enfermedadcs que se sabe
presentan una gran predisposicion af cdncer. Sc
pueden detectar en varias enfermedades relacio-
nadas al sistema vascular, la incidencia de R.1. ¢n
pacientes con enfermedad benigna, es pequena,
y el nivel cuantitativo de la enzima es bajo, com-
parado cor el de pacientes con neopldsias. Se ha
observado que la isoenzima R.i. disminuye des-
pués del tratamiento con agentes quimiocterapéu-
ticos efectivos, tales como el 5-fluoracil, velban
y mitomicina. En estudios recientes se ha encon-
trado otras formas de fosfatasa alcalina aberran-
te, similares a la F.A, placentaria, una es la fia-
mada isoenzima Nagao, la cual se diferencia de fa
isoenzima placentaria por su sensibilidad a la in-
hibicion por la L—leucina y por su mds fenta mo-
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bilidad clectroforética en gel de almiddn. La otra
variente ha sido hasta ahora ¢nicamente encon-
trada en hepatomas primarios, tiene un compor-
tamicnto similar a 1a F.A. placentaria en cuanto
a inhibicién por la L—fenilalanina y en reaccion
cruzada con suero antifosfatasa alcafina placen-
taria. Difiere sin embargo, de {a F.A. placentaria
v de otras F.A. conocidas, en su mayor movili-
dad clectroforética y estabilidad al calor, Esta
isocnzima no ha sido detectada en tejido fetal o
placentario. Esta variante puede presentarse adn
en ausencia de {a alfa-fetoprotario. Esta variante
puede presentarse adn en ausencia de la alfa-fe-
toprotefna, en suerc y en tejido de hepatoma, de
manera que la dcteccion de estas isoenzimas pue-
de ser de algln valor diagnodstico en hepatoma.
Es interesante indicar que la isocnzima de R.{. o
de Nagao, no se ha reportado en carcinoma he-
patocelular. La F.A. wmoral puede estar deter-
minada por una rara variante de alelos en el {o-
cus de la fosfatasa alcalina, o alternativamente,
las moléculas de la enzima pueden estar sujetas a
una modificacian estructural.

RESUMEN:

El presente trabajo intenta dar una pequena
visidn sobre un tema de tanta actualidad como
lo es la utilidad diagndstica de las izoenzimas de
la fosfatasa alcalina en el cdncer, ademds de su
utilidad en el seguimiento evaluative del trata-
miento en los procesos cancerosos. Hemos de in-
dicar que falta mucho por aclarar y por investi-
gar en este campo, pero que de hecho el andlisis
izoenzimatico de la fosfatasa alcalina, junto con
la determinacién de otros marcadores que son fi-
brados en ta sangre en un proceso ncopldstico,
tzles como el antigeno carcingembriogénico, fas
alfafetoproteinas, el lactégeno placentario y la
gonadopropina coridnica, brindan una valiosa a-
yuda en la deteccion precos del cdncer, 'Las izo-
enzimas son proteinas cataliticamente activas,
con fa misma especificidad por un determinado
sustrato, las cuales son diferentes bioquimica-
mente y pueden ocupar diferentes zonas en una
corrida clectroforética. En otras palabras las
izoenzimas son formas moleculares mdltiples de
una misma enzima. En fa investigacién de izoen-
zimas, debe de indicarse el sustrato sobre el cual
actua determinada enzima, asi como el Organo o

tejido dei cudl sc obtuvo ella, dejando de esta
forma 12 posibilidad de gue enzimas gue actian
igual, pueden tener diferencias propias {formas
izoenzimaticas), dependiendo del tcjido cn quc
fueron aisladas. 5i una izoenzima produce mas
de una banda sobre la cleciroforesis, & cstas ban-
das se les denomina variantes clectroforédticas, y
si 1a separacidn se establece por métodos croma-
tagraficos, sc Hamardn variantes cromatografi-
cas. Existen diferentes formas moleculares de fa
fosfatasa afcalina {F.A) y estasson en algin grado
argano o tejido especilicos. Con esto nos referi-
mos ldgicamente a las iroenzimas, las cuales san
distinguibles ¢n consideracion a su movilidad
clectroforética, estabilidad al calor, actividad ca-
tafitica, especificidad inmunoquimica, ctc. La
fosfatasa alcalina principalmente e¢s sintctizada
en higado, hueso, intestine y placenta, aungue
también pucde ser producida en rinon, puiman,
bazo, eic.
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