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Resumen
El trabajo estuvo encaminado a identificar la movilidad electroforética  y la actividad  enzimática  de las  isoenzimas séricas de FA y relacionarlas con el comportamiento clínico de la enfermedad  hepática en pacientes con drepanocitosis. Se realizó la estandarización en 25 individuos que formaron el grupo control de un estudio descriptivo longitudinal prospectivo que incluirá pacientes mayores de 18 años con AD atendidos en el IHI en un periodo comprendido entre enero 2016 y diciembre 2018. Variables estudiadas: Edad, sexo, actividad enzimática, isoenzimas y actividad, causas que varían los resultados. La actividad de la fracción ósea (B) fue mayor en el sexo masculino. Ambos  sexos mostraron  variación en la  actividad de las fracciones hepáticas 2(L2). Existió similitud entre nuestros resultados en relación con la hepatica1 (L1) y la ósea (B) en hombres y mujeres, no así en la Hepática(L2) lo cual está en relación con la cantidad de muestras estudiadas. 
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Introducción
La  estandarización de la técnica diagnostica  de  actividad  e identificación electroforética de  la fosfatasa alcalina (FA) en relación  con el comportamiento clínico de la enfermedad  hepática en pacientes con drepanocitosis reviste gran importancia. Las fosfatasas alcalinas humanas constituyen un sistema de múltiples formas moleculares de enzimas en las que la heterogeneidad se debe en parte a factores genéticos y a modificaciones postransduccionales.1 De hecho, el crecimiento del perfil bioquímico multiparamétrico ha consolidado su posición entre las pruebas realizadas con más frecuencia en química clínica.2
El nombre de  la fosfatasa alcalina (FA) deriva  de la  enzima orto-fosfórico-monoéster hidrolasa. Tiene como función la fosforilación, defosforilación y transporte de fosfatos de una molécula a otra.La FA se encuentra en todos los tejidos corporales y existe en muchas formas y estructuras diferentes, llamadas isoenzimas. El estudio se indica para diagnosticar las enfermedades hepáticas, intestinales, renales,  óseas en pacientes con AD. 3 Las isoformas hepática y ósea son codificadas por el mismo gen, y difieren sólo en modificaciones postraduccionales y pueden separarse normalmente mediante electroforesis de acuerdo con sus diferencias de carga, aunque las movilidades electroforéticas de las isoenzimas hepáticas y óseas son inducidas solo por glicosilación o por modificaciones postraduccionales, por tanto son bastantes parecidas y se deben separar con un tratamiento especial.  De esta forma, el valor de las fosfatasas alcalinas totales en plasma es la suma de las distintas isoformas. 4,5
La electroforesis ofrece dos importantes ventajas sobre otros métodos que utilizan anticuerpos monoclonales específicos y miden, únicamente, FA ósea: una, permitir una apreciación global de todas las fracciones de la fosfatasa alcalina presentes en el suero y otra, que no existen interferencias por reactividad cruzada con la isoenzima hepática, lo que ocurre, frecuentemente, en las muestras que presentan valores bajos de FA ósea y/o actividad alta de FA hepática, por lo que su determinación sérica y  su movilidad electroforética podría servir de marcador eficaz en la valoración de las manifestaciones de los pacientes con drepanocitosis.
Objetivo
Demostrar la utilidad de la determinación de la actividad y el patrón electroforético de la FA en pacientes adultos con drepanocitosis en relación con el daño hepático en comparación con el laboratorio de referencia.

Materiales y métodos
Clasificación de la investigación: Investigación Desarrollo.
Estudio descriptivo longitudinal prospectivo y una estadística descriptiva que incluye una muestra pequeña   de 25 pacientes  adultos con drepanocitosis.
Métodos de obtención de los datos: 

- Entrevista con el paciente. 

- Evaluación de variables clínicas y de laboratorio durante la investigación. 

Variables clínacas: Edad, sexo, estado clínico, terapia transfucional

Se realizó un interrogatorio y examen físico minucioso, donde además de los datos referidos a infecciones, eventos clínicos y transfusiones, se interrogará sobre la presencia de síntomas y signos de la enfermedad que padece el paciente.

 Variables de laboratorio: hemoglobina, hematocrito, leucocitos, plaquetas, reticulocitos, bilirrubina (total,directa e indirecta), creatinina, actividad de la deshidrogenasa láctica (LDH), actividad de la fosfatasa alcalina sérica(FA), actividad de la γ-glutamin transferasa(GGT), actividad de la TGO, actividad de la TGP, urea, ácido úrico, proteínas totales, albúmina, fósforo, calcio

Se realizaron determinaciones de la actividad de FA, si los valores estaban por encima de 290 entonces se realizó electrofesis de ISO-FAL para poder caracterizar que isoformas involucradas en el valor alterado 

Si el paciente presentaba  valores de FA ( 290 U/L el seguimiento fue semestralmente durante el tiempo que dure la investigación. 

Los pacientes con  un valor (290U/L se remitieron a la consulta en correspondencia con su enfermedad. 
El estudio de la FA se realiza primeramente midiendo la actividad  de la FA sérica en analizador químico (HUMAN) y posteriormente la  electroforesis con los estuches HYDRAGEL 7 ISO-PAL en el sistema de electroforesis semiautomático Hydrasys, estos estuches están diseñados para la identificación y cuantificación de las isoenzimas de la FA en suero humano. Las muestras de suero son sometidas a electroforesis en geles de agarosas tamponados con un pH en 9,1. Las isoenzimas de la FA separadas son visualizadas usando un sustrato cromogénico específico. La electroforesis de suero humano separa casi todas las isoenzimas de la FAL, excepto la hepática1 (L1) y el óseo (B) y el placentario 1(P) cuando está presente  migran juntas en una única fracción. Para minimizar las dificultades de esta unión se usan tratamientos para la muestras como por ejemplo la inactivación diferencial mediante calor, urea  o precipitación con un antisuero especifico y sensibilidad diferencial a la desialización enzimática con neuraminidasa. El patrón de migración es de ánodo a cátodo. El sistema de Sebia utiliza diferentes grados de sialización de las isoenzimas L1y  B para separarlos. La lectina de germen de trigo (WGA, WheatGermAgluttinin) presenta una fuerte afinidad de los residuos de ácido siálico y  se une preferentemente a la isoenzima del tejido  óseo, que es el que está más sializado. Para realizar el examen cada muestra se aplica por duplicado. Durante la migración uno de los duplicados pasa a través de lectina, que ha sido aplicada anódicamente respecto al punto de aplicación de la muestra (la lectina se mueve ligeramente al cátodo) y la interacción entre la WGA y las isoenzimas de la FA que la atraviesan es una reacción reversible. 

La electroforesis se realiza bajo algunas condiciones donde la interacción de la WGA  con las isoenzimas L1, L2, P1, P2 forma un complejo isoenzimas sializado junto al WGA. Este complejo es débil, por lo tanto la reacción más favorecida es la interacción de las isoenzimas con el WGA. Por otra parte  esta la isoenzima B, rica en ácido siálico, el cual es  fuerte y suficiente para precipitar la mayoría de la  isoenzima  B como una banda definida cerca del punto de aplicación de la lectina. 
Resultados 
La edad promedio fue de 50 años, no hubo predominio de sexo, actividad de la fracción ósea (B)  más amplio en el masculino y  ambos  sexos mostraron variación en la  actividad de las fracciones hepáticas 2(L2), que puede estar correlacionado con las distintas variables fisiológicas que predomina en nuestra población como son sexo, estado hormonal (menopausia, pubertad) y drogas.
Existe  similitud entre estos resultados en relación con la hepática1 (L1) y en la ósea (B) en hombres y mujeres, no así en la hepática 2(L2) lo cual está en relación con las muestras estudiadas y los factores que influyen en ellas.
Conclusiones
Se demostró la utilidad de la determinación de la actividad y el patrón electroforético de la FA en pacientes adultos con drepanocitosis en relación con el daño hepático en comparación con el laboratorio de referencia.
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