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ISOENZIMAS

Rirardo 1n~ Garr ío 1imi!ftf':·

SINTESIS HISTORICA:

En 1956 Boman y Westland purifican y se
paran fosfatasa del suero por cromatografía en
columna Dowex - 2. Mas - Reis - Seelich - Er
lich - Gomuka - Anagnostopocilos, se encuentran
entre los primeros investigadores en reconocer a
la placenta humana como una fuente rica de
Fosfatasa Alcalina, logrando además la purifica
ción de la misma. En la purificación y cristaliza
ción de dicha enzima en placenta, se encontra
ron dos variantes: Variante A (de rápido movi
miento electroforético) y la variante B (electro
foréticamente de movimiento lento). Sin embar
go recientemente estudios sugieren que esta últi
ma variedad está constitu ícia por moléculas agre
gadas de la forma A. En 1961 Boyer observa un
patrón 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 la electroforesis en Gel de almidón se
realiza a diferentes (PHal, PH: 8, 6 Y 6,0.

La combinación de técnicas inmunoquími
cas y electroforéticas en Gel de almidón para la
investigación de isoenzimas, fue utilizada tam
bién por Boyer. En 1962 Moss et al purifican
fosfatasa alcalina de hígado, riñón, intestino y
hueso, por medio de electroforesis en Gel de al
midón. Este mismo año demuestra la existencia
de 4 variantes diferentes de la fosfatasa alcalina
hepática. Moss y King separaron posteriormente
diferentes lonas de fosfatasa alcalina humana
por electroforesis en Gel de almidón y determi
naron sus Km. Más recientemente Moss et al re·
portan la sensibilidad a la neuraminidasa de la
F.A. de hígado y riñón humano. Luego Robin
son y Pierce establecen que las isoenzimas de
F.A. sensibles a la L - fenilalanina de origen in
testinal, son resistentes a la neuraminidasa. En
1968 Fishman et al observan por primera vez la
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isoenzima Regah en un cáncer broncogénico.
En 1970 Nagayama et al determinaron la isoen
zima de F.A. denominada Nagao en un caso de
carcinonmatosispleural. En 1974 Usateguir, Gó
met et al demuestran la presencia de isoenzima
Regan en individuos normales.

ISOENZIMAS DE LA FA EN SUERO NOR·
MAL EXAMINADO POR ELECTROFORESIS
EN GEL DE ALMIDON y ACRILAMIDA
USANDO INHIBIDORES EN ORGANOS ESPE·
CIFICOS

La L - fenilaJanina es un inhibidor esteroes·
pecífico de la actividad de F.A. de origen intesti·
nal y placentario. De manera que la actividad de
F.A. de un suero tratado previamente con una
solución 5 mMolar de L-: fenilalanina, será la co
rrespondiente a la F.A. de origen Hepatobiliar y
óseo. A este tipo de F.A. se le conoce como F.A.
no sensible a la fenilalanina (no L.P.S.A.P.). La
F.A. de hígado y hueso difieren en su inactivi
dad al calor, de manera que a 55 grados cenl ígra
dos por 16 minutos, un '90 • 950 /0 de la F.A.
ósea es destruída y entre el 50 - 600 /0 de la F.A.
hepática, la F.A. placentaria tiene la propiedad
de ser muy termoresistente, de manera que su
presencia puede ser fácilmente determinada, ca
lentando la muestra a 65 grados centígrados por
cinco minutos y midiendo la actividad de F.A. a
PH 10.7, en una solución 72. mMolar de feni/
fosfato como sustrato. Para una determinación
precisa y para Saber la cantidad de cada una de la
isoenzima de F.A. en una muestra, como por
ejemplo suero sanguíneo, es necesario la electro
foresis. La electroforesis en Gel de almidón es
útil para aislar la banda intestinal pero fracasa
para separar las isoenzimas de hígado y hueso.
Las bandas hepáticas y ósea pueden ser determi
nadas por electroforesis en Gel de poliacrilami-

. da, técnica poco satisfactoria para el aislamiento
de la ísoenzima intestinal. La detección de F.A.
de origen placentario puede ser realizada, combi-
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TABLA No. 1

PRINCIPALES CARACTERISTICAS
RESPECTO A INHIBIDORES DE LAS

ISOENZIMAS DE LA FOSFATASA ALCALINA

Inhibición porl. Inhibición por Estabilidad
L·'enil.I..¡u homOlrgina .1 calor

nando un proceso inmunológico con una electro
foresis en Gel de almidón. Se corre la muestrd
tratada previamente con un suero dnti F.A. pla·
centaria, y otra corrida sin el tratdmiento inmu
nológico, de manera que la ausencia de la bandd
placentaria en el gel, en la muestra trdtdda con
anti·suero, es evidencia confirmatorid de la iso
enzima placentaria. Un método para dem< ,.rar
la presencia de la isoenzima intestinal consiste en
una corrida electroforética en presencia de una
solución 25 mMoldr de L = homoarginina inhibi·
dar estereoespedfico de las esoen/imds de hueso
o h Igado, de tal forma que la banda intestinal se
puede ver intensamente, este m,'todo revela Id
isoenzima placentaria. El mismo método puede
emplearse para poner de manifiesto las isoen/i·
mdS hepática y ósea pero empleando L - fenila
lanina en solución 25 mMolar.

Fosfalasa alcalina
Placentaria

Fosfatasa alcalina
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Fosfatasa alcalina
O...

fosfalasa alcalina
Intestinal

+

+

+

+

menos sen·
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Tesmasta·
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mino

ESQUEMA No. 1
FOSFATASA ALCALINA HEPATICA:

SEPARACION ELECTROFORETlCA (EN
AGAROSA GEL) DE LAS ISOENZIMAS DE

LA FOSFATASA ALCALINA:

(+ )

.1 = \'n/im.1 hcpalil:J
h~ <'n/im.1 de hueso
1.: -= l'lltim.i pl..l(cntaria
d I'Il/il11J illt~::inJI

l'_ t'n/im.1 .lsoti.HJ.1 J Id pldCCnlJria
f "llIilllJ de hili,

( -)

Es sinteli/ada por el hepatilcilo. En Id elec·
troforesis presenta una handa de movimiento r.í
pido (L -1), la cual aparece en forma Jngostd y
discreta. No es inhibida por la L= fenilaldnina,
pero si por la L - homoarginina. Es menos ter
molábil que la ósea. Presentd otrJ b.ll1dd <onoci
dd como L - 2, con Id mismas cdrdcterlslicas
respecto a los inhibidores que Id L - 1 pero es
más lábil al calor y de movimiento elec!roforéti
co más lento. El incremento en Id Jetividdd de
F.A. hep.ítica en un paciente con tumor mdligno
puede deberse a varias ra/ones: 1. Aumento de
fosfatasa alcalina en cuanto a producción, por el
tumor. 2. Metastasis a HIgado. 3. Producción de
una nueva especie de F.A. por el tumor. 4. Res
puesta paraneoplástica del hlgado. O sea presen
cia de un patrón isoenzimático que indica difun·
sión severa del hlgado pero que al extirpar el tu
mor, el cual no ha dado metástasis a hlgado, e'e
patrón isoenzimático alterado desaparece. Und
isoenlima que se asemeja, estrechamente a Id
F.A. L - 1 hepática, que se da también en pa
cientes con obstrucción biliar, ha sido encontra·
da en sangre de un alto porcentaje de pacientes
con cáncer, sobre todo hombre con cáncer pul
monar, de colon y de pecho, en diabéticos, en
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casos de hepatitis y en pacientes con problemas
renales.

Esta isoenzima se asemeja también a la F.A.
banda A coriónica sensible a la L - fenilalanina,
L - homoarginina. e inactivable al calor.

La alta frecuencia de ocurrencia de esta ;so
enzima denominada F.H.A.P. en una amplia va
riedad de cánceres. incluyendo leucemias, y su
baja incidencia en pacientes que han sido cura
dos del cáncer. sugieren su utilidad en la estima
ción de la cantidad de tumor presente durante el
curso de la terapia.

La sensibilidad de la F.H.A.P. como marca
dor de cáncer es menor comparado con el ant í
geno carcinoembriónico y con la gonadotropina
coriónica. Sin embargo puede ser de utilidad, en
combinación con otros marcadores, en la detec
ción de cáncer en poblaciones con alta prevalen
cia.

FOSFATASA ALCALINA OSEA

Es sintetizada en el osteoblasto. Electrofo
réticamente rresenta una banda difusa muy lábil
al calor. Es inhibida por la L~homoarginina, re·
ro no ror L-fenilalanima.

Elevaciones en la actividad de esta isoeOli
ma, es frecuente en pacientes con metástasis a
hueso, sobre todo en pacientes con cáncer de
próstata. aunque fracasa para detectar el 230 (0

de los casos con metástasis ósea.

FOSTAFASA ALCALINA INTESTINAL

Es producida en las células de la mucosa in·
testinal. En electroforésis (membranas de acetato
de celulosa) encontramos las bandas 1, e 12. Am
bas son inhibidos por la L-fenilalanina, pero son
poco sensibles a la L-homodrginina, y tienen las
mismas propiedades termolábiles que la L-l he·
pálica.

Debido a lIue variantes de la isoenzima in
testinal, se pueden encontrar en la posición de
las isocnl ¡mas hepáticas y óseas en la electrofo
résis en gel de almidón, es lIue algunos autores
su~ieren que el intestino es la fuente principal de
F.A. sanguínCd, y lIue esla es transformada du
I ,1111 e el transporte y metabolismo, hasta las for
nus hepáticas. Se sugiere que tal transformación
l'S controlada por factores genéticos. tales como
l'I grupo sangu ineo y el estado >ccretor. De esta
forma se podrian explicar, las contribuciones
,mormal", de isoen/ima intestinal. en ciertos ca
sos de personas con cirrosis.

FOSFATASA ALCALINA PANCRATlCA (P.al

Se ha reportado la presencia de una isoenzi·
ma de F.A. en pacientes con cáncer de páncreas
y en hemocromatosis. Las caracten'sticas bio
químicas más importantes de esta isoenzima son
las siguientes: Es más lábil al calor que la isoenzi
ma hepática. Su comportamiento respecto a los
inhibidores L - fenilalanina) y (L - Homoargj·
nina) es muy similar a la L-l. El suero que con
tiene la banda P.a muestra una banda difusa en ,
la región donde migra la isoenzima intestinal. sin
embargo, la ' 1 y la ' •• en el suero que contiene
P.a. aparecen diferentes que cuando no están
acompañados por la P.a; cuando la P.a está pre
sente, la isoenzima intestinal no solo fracasa en
separarse claramente hasta 11 e l., sino que va
rían también sus propiedades, de manera que la
banda intestinal es también más lábil al calor,
menos sensible a la L - fenilalanina y más sensi·
ble a la L - homoarginina. Esta isoenzima tamo
bién se puede presentar en pacientes con enfer
medades malignas y benignas del sistema hepato.
biliar y de otros órganos. El significado y el ori
gen celular de la banda P.a. no se ha establecido
de manera que está por determinarse si es un
producto directo de las células pancráticas nor·
males o malignas o si es de otro tejido, teniendo
sus propiedades electroforéticas alteradas, debi
do a cambios patológicos del páncreas o del sis
tema hepatobiliar.

TABLA No. 2
PROPIEDADES DE LA FOSFATASA

ALCALINA DE HIGADO, HUESO,
INTESTINO Y PLACENTA

FosfatoSl Alellinl di:
H¡godo Hueso Inttstino Ploc.nU

Inhibición por l·j.nill-
Ilni.. (0/01 0-10 0-10 7S 7S

Inhíbícíón por horno·
.rginino (O/DI 78 78 S S
Inactividad con calor 00-70 90-100 SO-60 O
Efecto del pretrata- + -t O -t
miento con neuraminíriasa

Reacción con antisu,ro
diluido para isoenzima O O O +
placentaria

Reacción con antisoero
diluido para isoenzima + + O O
hepática

Reacción con .ntisuero
diluido para isoenzima O O + O
intestinal



60 REVISTA MfDICA DE COSTA RICA

ISOENSIMA DE FOSFATASA ALCALINA EN
ENFERMEDAD LINFOPROLIFERATIVA

Se ha reportado una nueva isoenzima de
F A, presente en sueros de hombres con enfer
medad Iinfoproliferatíva. Esta se caracteriza por
su incapacidad para su incapacidad para hidroli
lar 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., llegan a la conclu
sión 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 además, aparentemente dudosa la existen·
cia de esta isoenzima.

FOSTASAFA ALCALINA LEUCOCITARIA

En el citoplasma de los granulocitos madu·
ros normales, se demuestra actividad de F.A. la
cuál aumenta durante infección y otros estímu·
los. En cambio en el granulocito leucémico ma·
duro de la leucemia granulocítica crónica, hay
escasa o nula actividad de F.A, aunque algunacé·
lula aislada se colora intensamente, lo que hace
suponer la existencia de do, poblaciones celula
res. En el caso de los trastornos mieloproliferati
vos, la actividad de fosfatasa alcalina de los leu
cocitos se halla incrementada, excepto en algu
nos pacientes con mielofibrosis y metapiasia
mieloide. En mieloma múltiple, Brook F. y
Drusback P.B reportan en una investigación 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
niveles fueron bajos. Ellos slJgieren que el au
mento de F.A leucocitaria (L.A.H.A.) en mielo
ma múltiple, se puede deber a la aparición de un
c10n de células mieloides, las cuales persisten sin
cambios durante la enfermedad, ni con trata
miento, infección, regresión o progresión de la
enfermedad. Valores bajos de L.A.P.L. se dan en
leucemia granulocítica crónica, anemia de célu
las falciformes, H p.N. Valores elevados se dan
en policitemia vera rubra, metaplasia mieloide,
preñez y Hodking.

FOSFATASA ALCALINA PLACENTARIA

Es sintetizada en el trofoblasLO. Es genéti·
camente polimoria con 6 fenotipos electroforéti
cu" determinados por tres alelos comunes en el
Locus de F.A. Es un dímero con peso molecular

de 120.000. La enzima entra en la circulación
materna como resultado de un intercambio me·
tabólico, pudiendo ser detectada en el suero de
la madre, pero no en suero fetal. E's inhibida por
la fenilalanina, pero no por la L-homoarginina y
es completamente termostable a 56 grados cenu'·
grados por 10 minutos. Las isoenzimas aberran
tes que más se han encontrado en tumores, son
muy similares a la F.A. placentaria. Se encuentran
en el 8(25 0 /0 del suero de individuos con cán
cer. Cabe destacar entre ellas las isoenzimas Re
gan, Nagao, N-fosfatasa, etc. Se ha encontrado
en un alto porcentaje de tumores malignos. de
origen diverso y en algunos tumores benignos,
una isoenzima aberrante de la F.A, a la cual se le
llama frecuentemente isoenzima Regari. Se le de·
nomina así, porque fue encontrada por primera
vez en un individuo que padeda de carcinoma
broncogénico, el cual se apedillaba Regan Se ha
sugerido que la síntesis de F.A placentaria, por
células malignas de origen no trofoblásticu. [lue'
de representar una disrrupsión del lucus es
tructural para F.A placentaria en estas cél ulas La
isoenzima Regari es indistinguible de la isoen/i·
ma placentaria en muchos aspectos. Dentro de
estos podemos mencionar: estabilidad al calor,
inhi!Hción por la L- feni~alanina. Ph óptimo.
reacción inmunológica (reacciones espec íficas
con antisuero de conejo contra F,A placentaria).
acción de la neuraminidasa y otr.l' propiedades.
Se ha identificado la isoenzima Re!;an en una al
ta incidencia de pacientes con semlnoma, carci
noma de ovario y carcinoma pancreático, segui.
dos de los que presentan cáncer gástrico. de pe
cho, pulmón y sarcomas. En contraste su inci·
dencia es muy baja en melanoma, cáncer de esó
fago y hepatoma. También se han descubierto
niveles elevados en poliposis familiar del colon y
en colitis ulcerativa, enfermedades que se sabe
presentan una gran predisposición al cáncer, Se
pueden detectar en varias enfermedades relacio
nadas al sistema vascular, la incidencia de R.1. en
pacientes con enfermedad benigna, es pequeña.
y el nivel cuantitativo de la enzima es bajo, como
parado con el de pacientes con neoplásias. Se ha
observado que la isoenzima R.1. disminuye des
pués del tratamiento con agentes quimioterapéu
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 Ila·
mada isoenzima Nagao, la cual se diferencia de la
isoenzima placentaria por su sensibilidad a la in·
hibición por la L-Ieucina y por su más lenta mo·
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SIBL/OGRAFIA:

tejido del cuál se obtuvo ella, dejando de esta
forma la posibilidad de que enzimas que actúan
igual, pueden tener diferencias propias (formas
izoenzimáticas), dependiendo del tejido en que
fueron aisladas. Si una i70enzima produce más
de una banda sobre la electroforesis, a estas ban
das se les denomina variantes electroforéticas, y
si la separación se establece por métodos 'croma
tográficos, se llamarán variantes cromatográfi
caso Existen diferentes formas moleculares de la
fosfatasa alcalina (F.A) y estas son en algún grado
órgano o tejido específicos. Con esto nos referi
mos lógicamente a las i7oenzimas, las cuales son
distinguibles en consideración a su movilidad
electroforética, estabilidad al calor, actividad ca
talítica, especificidad inmunoquímica, etc. La
fosfatasa alcalina principalmente es sintetilada
en hígado, hueso, intestino y placenta, aunque
también puede ser producida en riñón, pulmón,
bazo, etc.

bilidad electroforética en gel de almidón. La otra
variente ha sido hasta ahora únicamente encon
trada en hepatomas primarios, tiene un compor
tamiento similar a la F.A. placentaria en cuanto
a inhibición por la L-fenilalanina y en reacción
cruzada con suero antifosfatasa alcalina placen
taria. Difiere sin embargo, de la F.A. placentaria
y de otras F.A. conocidas, en su mayor movili
dad electroforética y estabilidad al calor. Esta
isoenzima no ha sido detectada en tejido fetal o
placentario. Esta variante puede presentarse aún
en ausencia de la alfa-fetoprotario. Esta variante
puede presentarse aún en ausencia de la alfa-fe
toproteína, en suero y en tejido de hepatoma, de
manera que la detección de estas isoenzimas pue
de ser de algún valor diagnóstico en hepatoma.
Es interesante indicar que la isoenzima de R.1. o
de Nagao, no se ha reportado en carcinoma he
patocelular. La F.A. tumoral puede estar deter
minada por una rara variante de alelas en el 10
cus de la fosfatasa alcalina, o alternativamente,
las moléculas de la enzima pueden estar sujetas a
una modificación estructural.

RESUMEN:

El presente trabajo intenta dar una pequeña
visión sobre un tema de tanta actualidad como
lo es la utilidad diagnóstica de las izoenzimas de
la fosfatasa alcalina en el cáncer, además de su
utilidad en el seguimiento evaluativo 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 análisis
izoenzimático de la fosfatasa alcalina, junto con
la determinación de otros marcadores que son li
brados en la sangre en un proceso neoplástico,
tales como el antígeno carcinoembriogénico, las
alfafetoproteínas, el lactógeno placentario y la
gonadopropina coriónica, brindan una valiosa a
yuda en la detección precos del cáncer. "Las izo
enzimas son proteínas catalíticamente activas,
con la misma especificidad por un determinado
sustrato, las cuales son diferentes bioqu ímica
mente y pueden ocupar diferentes zonas en una
corrida electroforética. En otras palabras las
izoenzimas son formas moleculares múltiples de
una misma enzima. En la investigación de izoen·
zimas, debe de indicarse el sustrato sobre el cual
actúa determinada enzima, así como el órgano o
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