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RESUMEN

Objetivo: estudiar la utilidad clinicade la determinacion séricade las
isoenzimas de fosfatasa alcalinaen pacientes coninsuficienciarenal.

Material y métodos: se midieron lasisoenzimas de fosfatasaalcalina
en un grupo de 58 pacientes: 22 con insuficienciarenal aguda (IRA) y
36 con fallo renal crénico (IRC) y sometidos a hemodidlisis, comparan-
dose los resultados con |os de una pobl acion de 30 adultos sanos. Lasiso-
enzimas intestinal, 6sea, hepética, macromolecular e intestinal variante
se separaron por electroforesis sobre gel de agarosa, cuantificandose por
densitometria.

Resultados: la actividad total de fosfatasa alcalina se mostro signifi-
cativamente aumentada en ambos grupos patol égicos (p<0,05 en IRA y
p<0,01 en IRC). Los perfiles isoenzimaticos mostraron: un incremento
de la fraccion ésea (p<0,05 en IRA y p<0,001 en IRC), descenso de la
fraccion hepética (p<0,001) en ambos grupos, fraccion macromolecular
aumentada en pacientes con IRA (p<0,05) y un aumento significativo de
la fraccion intestinal e intestinal variante en pacientes con IRC
(p<0,001).

Conclusion: lainsuficienciarenal modifica la distribucion sérica de
isoenzimas de fosfatasa alcaling, su cuantificacion podria servir de mar-
cador, no invasivo, para valorar las complicaciones dseas e intestinales
asociadas d fallo renal.

PALABRAS CLAVE: Insuficienciarenal aguda. Insuficienciarenal
crénica. Isoenzimas fosfatasa alcalina. Osteodistrofiarenal.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to test the utility of serum alka -
line phosphatase isoenzymes determination from patients with renal
insufficiency.

Material and methods: serum levels of alkaline phosphatase isoenzy -
mes were determined in a group of 58 patients: 22 of them suffering acu -
te renal insufficiency (ARI) and 36 with chronic renal failure (CRF)
undergoing regular hemodialysis, results obtained were compared from
a population of 30 healthy adults. Intestinal, bone, liver, macromolecu -
lar and intestinal variant isoenzymes, were separated by electrophore -
sison agarose gel and quantified using a densitometer.

Results: were found a significant increase the total alkaline phosp -
hatase activity in both pathologic groups (p<0.05 in ARI and p<0.01 in
CRF). Isoenzymatic profiles showed: increase of the bone fraction
(p<0.05 in ARI and p<0.001 in CRF), decrease of the liver isoenzyme
(p<0.001) in both groups, macromolecular fraction elevated in acute
patients (p<0.05) and a significant increase of the intestinal and intesti -
nal variant isopenzyme in the chronic patients (p<0.001).

Conclusion: the renal insufficiency modified the normal distribution
of alkaline phosphatase isoenzymes and the study of their serum levels
could be an effective non-invasive marker, for the evaluation of bone
disease and intestinal disorders associated with renal failure.
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INTRODUCCION

En ladenominacién general de osteodistrofiarena seinclu-
yen las compl e as anomalias Gseas asociadas con la enfermedad
renal. Aungue los sintomas clinicos de enfermedad dsea son tar-
dios e inespecificos, estudios recientesindican que las ateracio-
nes esqueléticas comienzan en etapas tempranas de la insu-
ficienciarenal cronica (IRC) (1-3). Si bien, el diagndstico del
tipo de osteodistrofia requiere una biopsia 6sea, se hatratado de
hallar distintos marcadores bioguimicos capaces de vaorar pre-
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cozmente, de unamanerano invasiva, € acance delaslesiones.
De los marcadores disponibles, laPTH séricajunto con lafosfa
tasa alcalina 6sea son los que mayor informacién aportan en €l
estudio de lafuncién osteobl astica (4-8).

Otra causa de morbilidad en el enfermo renal son las alte-
raciones gastrointestinales. Los sintomas digestivos son fre-
cuentes y precoces en la uremiay se sabe que la enfermedad
ulcerosa péptica se presenta hasta en € 25% de los sujetos
urémicos, aunque se desconoce s esta ata incidencia esta
relacionada con el hiperparatiroidismo secundario (9-11).
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Lafosfatasa alcalina (FA) es unaenzima asociada con
todaslas cdlulas del organismo y ligada alamembranacelular.
Laactividad plasméatica de FA esd resultado delasumadelas
actividades plasméticas de sus diferentes isoenzimas proceden-
tes del higado, intestino, hueso, rifién... ampliamente estudiadas
y fécilmente identificables por electroforesis (12-16).

El proposito de nuestro estudio es, conocer si la enferme-
dad renal modifica el perfil normal de isoenzimas séricas de
fosfatasa alcalina'y analizar la utilidad clinica del estudio de
estas modificaciones en la valoracion de las manifestaciones
0Oseas e intestinal es asociadas con la disfuncion renal.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes: las isoenzimas de la fosfatasa alcalina se estu-
diaron en un total de 88 individuos clasificados en dos grupos:
un grupo formado por 30 adultos (16 mujeres y 14 varones,
media de edad 45 afios; rango 24-65), aparentemente sanos,
gue se utilizaron como control y un grupo patol égico formado
por 58 pacientes, que fueron seleccionados utilizando pardme-
tros clinicos, bioquimicos y valoracion objetiva de la enfer-
medad mediante pruebas complementarias adecuadas, compa
tibles con unainsuficiencia renal; 22 pacientes (10 mujeres y
12 hombres; media de edad 46 afios; rango 17-72) con signos
y sintomas de insuficiencia renal aguda (IRA) y 36 pacientes
(16 mujeres y 20 hombres; media de edad 48 afios; rango 26-
74) con insuficienciarenal cronica (IRC) y sometidos a hemo-
didisis (tiempo de didisis 1-4 afios).

Muestras: las muestras de suero se obtuvieron siguiendo el
proceso habitual del laboratorio. Cuando fue posible se proce-
saron inmediatamente, cuando no, se mantuvieron a -20°C
evitandose rigurosamente las descongel aciones repetidas. En
los pacientes crénicos la extraccion de la muestra tuvo lugar
antesdeladidisis.

Parémetros bioquimicos: urea, creatining, calcio, fésforoy
actividad total de fosfatasa acalina se midieron a 37°C, en
Autoanalizador Hitachi 917 con reactivos Boehringer Mann-
heim (Automated Analysis for BM/Hitachi 917; Mannheim,
F.R.G.). La separacion de isoenzimas de FA: intestinal (FAI),
Osea (FAO), hepatica (FAH), macromolecular (FAMM) e
intestinal variante (FAIV) se realiz6 con e método Para-
gon/Beckman, utilizando kits Isopal Plus (Analis, Namur,
Belgium). Se utilizé gel de agarosa tamponado en buffer
Trig/Borato, pH 9,45. La electroforesis tuvo lugar a 150 vol-
tios durante 25 minutos; una vez terminada, se incubaron los
geles con un substrato especifico para la enzima. La cantidad
relativa de las bandas se cuantificd a 600 nanometros en un
densitémetro Appraise de Beckman (Beckman Instruments,
Inc) y la cantidad de cada isoenzima se calculé como porcen-
taje de la actividad enzimatica total .

Métodos complementarios: para la diferenciacién y con-
firmacién de las diferentes fracciones se utilizé6 metodologia
complementaria previa ala electroforesis. Todas las muestras
se incubaron con neuraminidasa Isopal (Beckman P/N
446145), (100 mL de suero + 20 mL de neuraminidasa: 30
minutos a 37°C). La incubacién con ficina Isopal (Beckman
P/N 446150) se utiliz6 para confirmar/descartar fracciones
enlazadas a proteinas, la termodesnaturalizacion a 56° durante
10 minutos y la precipitacion con lecitina del germen de trigo
(Lecitin WGA, Boehringer Mannheim, 1065769) para confir-
mar y/o diferenciar lafraccién 6seay macromolecular (1,2) y

la incubacién con antisuero antiplacentario policlonal Isopal
(Beckman P/N 446140) parala confirmacion de las fracciones
intestinal e intestinal variante.

Andlisis estadistico: las variables cuantitativas se expre-
san en funcion de su mediay desviacion esténdar ( + DE). Se
utiliza el test paramétrico de la“t” de Student para la compa
racion de muestras independientes, estableciéndose €l nivel de
significacion en un valor de p<0,05. Los datos se procesaron
con €l paquete estadistico Rsigma para PC (17). Labibliogra-
fia se obtuvo gracias a Servidor de la hemeroteca de la Facul-
tad de Medicina de Granada, utilizando €l método on-line y
recuperando las publicaciones sobre € tema incluidas en el
sistema internacional MEDLINE desde los afios 1975 a 2001.

RESULTADOS

Encontramos una actividad total de FA elevadaen el suero
de los enfermos con insuficiencia renal aguda y crénica en
comparacién con e grupo control, mientras que, la electrofo-
resis de isoenzimas muestra un perfil caracteristico e indepen-
diente de los valores de actividad total para cada grupo estu-
diado.

En e grupo control los niveles de urea y creatinina son
inferiores a50 mg/dl y 1 mg/dl respectivamente; calcio (9,8 =
0,63 mg/dl), fésforo (3,7 £ 0,5 mg/dl) y la actividad total de
FA plasmética (190 + 45 UI/L). Latabla| muestralos valores
séricos de | os pardmetros bioguimicos estudiados en los 2 gru-
pos patol bgicos.

En el perfil isoenzimatico del grupo control se identifican
cuatro fracciones: unaisoenzima hepética como forma predomi-
nante, con un valor medio del 65% dela actividad total; unaiso-
enzima 0sea; unaisoenzimaintestinal y unafraccion macromo-
lecular. Latablall muestralos valores porcentuales mediosy la
desviacioén estandar (DE) de la actividad de las isoenzimas de
FA encontrados en e suero de todos |os grupos estudiados.

En nuestro estudio, los pacientes con insuficiencia renal
aguda presentan una actividad sérica de fosfatasa alcalina
(238 + 91 U/L), significativamente elevada con respecto a
grupo control (p<0,05). Laelectroforesis de isoenzimas de FA
muestra un perfil isoenzimatico caracterizado por: valores de
isoenzima intestina normales (< 3% de la actividad total),
isoenzima ésea aumentada (p<0,05), isoenzima hepética dis-
minuida (p<0,05) y una fraccion macromolecular aumentada
(p<0,05) con relacion al grupo control.

Los pacientes con insuficiencia renal crénica muestran
una actividad total de FA (261 + 121 U/L), significativamente
aumentada con respecto a grupo control (p<0,01) y un perfil
isoenzimatico caracterizado por: un aumento significativo de
los valores porcentuales de las isoenzimas intestina y Gsea
(p<0,001), disminucién de los valores de isoenzima hepética

TABLA |

PARAMETROS BIOQUIMICOS ESTUDIADOS EN LOS
GRUPOS PATOLOLOGICOS. VALORES MEDIOS + DE

Urea Creatinina Calcio Fosforo

(mg/dI) (mg/dI) (mg/dI) (mg/dI)
IRA 194 + 49 6+29 89+08 6,1+1,7
IRC 1255+38 8,727 92+11 56+1,8
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TABLA I

ISOENZIMAS DE FOSFATASA ALCALINA. VALORES PORCENTUALES MEDIOS + DE

n Intestinal Osea Hepatica MM I.Variante
IRA 22 22+41 40,3 +10,8* 52,3+ 17* 52+ 8,3* -
IRC 36 10 +8,9** 50,1 + 20,1** 34,7 £ 16** 12+25 3,7 £1,7**
Control 30 1,3+1,8 31,2+ 10,2 65,8 + 11,9 1,1+1,7 -

*p<0,05; **p<0,001.

(p<0,001), sin cambios significativos en lafraccion macromo-
lecular y la presencia de una isoenzima intestinal variante
ausente en el grupo control (p<0,001).

La figural refleja la comparacion de resultados entre los
dos grupos de pacientes y €l grupo control.

DISCUSION

Las alteraciones Oseas y gastrointestinales son complica
ciones conocidas e importantes causas de morbilidad en el
enfermo renal (18-21). En este estudio se mide la actividad
enzimatica de lafosfatasa alcalinay la distribucién de sus iso-
enzimas en €l suero de pacientes con insuficienciarena, clasi-
ficAndose los pacientes en agudos y crénicos siguiendo crite-
rios de: historia clinica, evolucién hospitalaria, exploracion
fisica, pruebas de laboratorio y técnicas adecuadas de imagen
renal.

La actividad de fosfatasa alcalina sérica se tiene como un
buen marcador, tanto del estimulo como de la supresion, de la
actividad osteoblastica y la medida especifica de FA 6sea se
considera mejor, que la simple medicion de la actividad total
para evaluar el metabolismo 6seo. La FA 6sea junto con la
parathormona sérica se utilizan, habitualmente, en la practica
clinica, como marcadores bioquimicos del grado de actividad
del hueso para separar las formas de osteodistrofia de alto y
bajo remodelado en los pacientes tratados con didlisis y sinto-
mas de enfermedad Gsea (22-25).

Lafosfatasa alcalina esta presente en €l suero bagjo formas
isoenziméticas diferentes ampliamente estudiadas. Hemos uti-
lizado un método de separacion electroforética para medir la
actividad de las diferentes isoenzimas de FA. Cinco isoenzi-

Fig. 1. Distribucion de isoenzimas de fosfatasa alcalina en los
pacientes renales, agudos y cronicos y comparacion de resultados
con el grupo control.
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mas, intestinal, dsea, hepatica, macromolecular e intestinal
variante han sido separadas y cuantificadas en el suero de los
pacientes objeto del estudio.

Lautilidad de las isoenzimas de FA ha sido evaluada, por
varios autores, en el enfermo con fallo renal. Skillen A,y codl.
en 1977, encuentran elevacion de la fosfatasa alcalina intesti-
nal séricaen & 34 % de los pacientes urémicos objeto de su
estudio (26). Stepan Jy cols., 1984 encuentran elevacion dela
isoenzima intestinal en el suero de pacientes hemodializados
sin hepatopatia y una correlacion inversa entre la actividad
enziméticay los niveles séricos de calcio. Aungue € signifi-
cado no esta claro, lo atribuyen a un descenso en la elimina
cion de la enzima como consecuencia del hiperparatiroidismo
secundario (27). Alpersy codl. en 1988 hallan una FA intesti-
nal aumentada en el 50% de pacientes cronicosy ademas en el
estudio de los rifiones, extraidos durante el trasplante o post-
morte, una fosfatasa con actividad inmunolégica idénticaala
isoenzima intestina en la membrana de los tdbul os colectores
(28). Similar alo hallado por estos autores encontramos, en la
mayoria de los pacientes cronicos dializados, un aumento de
los niveles séricos de isoenzima intestinal, acompafiada en
todos los casos, de una fraccion intestinal variante y, si bien
resultadificil hacer conclusiones definitivas acerca de las cau-
sas de este incremento, las fosfatasas intestinales podrian
reflgjar dafio de la membrana celular y resultar marcadores
eficaces de las ateraciones gastrointestinales presentes en el
paciente rena crénico.

Otros autores se han interesado por este tema; reciente-
mente Tsamura et a. encuentran, utilizando electroforesis en
gel de policrilamida, una isoenzima atipica, no especifica de
tgjido, que aparece acompafiada de un deterioro del aclara
miento de creatinina en pacientes con IRC (29,30). En nuestro
estudio encontramos una fraccion de ato peso molecular ele-
vada en el suero de todos los pacientes agudos estudiados,
esta fraccion no esta presente o su valor resulta normal en los
pacientes cronicos dializados. En condiciones normales, la
forma macromolecular no se detecta o su valor porcentual es
inferior al 3% en el suero de individuos sanos; conocida, cl&
sicamente, como isoenzima biliar por aumentar precozmente
en procesos colostasicos, hoy se sabe que aumenta en otros
procesos patoldgicos y se ha encontrado elevada en pacientes
oncoldgicos, enfermos diabéticos, pacientes con patologia
broncopulmonar (31-36). No conocemos € significado de su
elevacion en e enfermo renal agudo pero llamala atencion el
hecho de su normalizacion en €l paciente crénico dializado.

La electroforesis es una técnica habitua en el laboratorio
clinico que permite de unaformarapiday eficaz la separacion
y cuantificacion de las diferentes fracciones de la fosfatasa
alcaina. La dectroforesis ofrece dos importantes ventgjas
sobre otros métodos que utilizan anticuerpos monoclonales
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especificos y miden, Unicamente, FA Osea: una, permitir una
apreciacion global de todas las fracciones de |a fosfatasa alca-
lina presentes en €l suero y otra, que no existen interferencias
por reactividad cruzada con laisoenzima hepética, 1o que ocu-
rre, frecuentemente, en las muestras que presentan valores
bajos de FA 6seay/o actividad alta de FA hepética (37).

En nuestro estudio encontramos, ademas de una actividad
total de fosfatasa alcalina elevada en todos |os enfermos estu-
diados, un perfil isoenzimético caracteristico para cada grupo
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