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Resumen

Se estudio la estabilidad, termostabilidad, pH y concentracion de sustrato de la
fosfatasa alcalina (3.1.3.1) en homogeneizado total de placenta de madres
normales, obtenidas en el Hospital Provincial Docente Ginecoobstétrico "Mariana
Grajales" de Santa Clara, con el objetivo de conocer el comportamiento de esta
enzima y de que los resultados sirvan como base para realizar estudios posteriores.
La enzima se mostro estable durante las siete semanas estudiadas, y termostable a
las temperaturas de 50° C, 60° C, 70° C y 80° C; se observé que la enzima retuvo
mas del 90 % de su actividad en las tres primeras ensayadas y el pH éptimo fue de
8,6 en un amortiguador de veronal. La enzima cumple la cinética de Michaelis-
Menten, y se encontrd que el valor de la Km fue de 0,74 mmoles/I.

Descriptores DeCS:
FOSFATASA ALCALINA
PLACENTA

Summary

Stability, thermostability, pH, and substrate concentration of the alkaline
phosphatase (3.1.3.1. ) were studied in total homogenate of placentas of normal
women obtained from the Provincial Teaching Gyneco-Obstetric Hospital "Mariana
Grajales" of Santa Clara city to determine the behavior of this enzyme and to use
the outcome in further studies. The enzyme was stable during the seven-week
study period and it was also thermostable at temperatures of 50°C, 60°C, 70°C,
enzyme retained more than 90°C of its activity during the first three studied weeks,
and the optimal pH was 8,6 in a veronal buffer. This enzyme fulfils the Michaelis-
Mentin’s kinetics, and the Km value was 0,74 mmol/I.

Subject headings:
ALKALINE PHOSPHATASE
PLACENTA

Introduccion

La fosfatasa alcalina es un grupo heterogéneo de sialoproteinas funcionales que se
encuentran ampliamente distribuidas en los tejidos de los mamiferos, y se localizan
en la membrana celular y en pequefias concentraciones en el citoplasma'.
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Existen, como minimo, tres isoenzimas de la fosfatasa alcalina en humanos:
intestinal, placentaria y una inespecifica que se encuentra en higado, hueso y
rifion®>. La funcién de la fosfatasa alcalina depende de su localizacién dentro del
citoplasma. Participa en la regulacion de procesos intracelulares, como es la
fosforilacion de metabolitos, ademas de sintetizar e hidrolizar ésteres de fosfatos.
En algunas membranas intervienen en el transporte activo de fosfatos inorganicos,
lipidos, proteinas y carbohidratos!. La isoenzima de placenta humana es una
glicoproteina que es sintetizada en el sincitiotrofoblasto y se encuentra localizada
principalmente en la membrana plasmatica. Esta enzima es un dimero constituido
de subunidades idénticas. La fosfatasa alcalina placentaria se localiza en las
vellosidades placentarias, lugar donde la sangre materna tiene acceso directo al
feto, por lo que debe desempefiar una importante funcion en el transporte de
nutrientes de la madre al feto®. Esta enzima ha sido cominmente utilizada para el
diagndstico clinico y observaciones terapéuticas de varias enfermedades, y como
marcador asociado a tumores’®. Ademas, se ha informado que esta enzima se ha
utilizado como un indice de la funcidén placentaria o de bienestar fetal®. En nuestro
trabajo nos proponemos estudiar la estabilidad, termostabilidad, pH vy
concentracion de sustratos de la fosfatasa alcalina en homogeneizado total de
placentas de embarazos normales a términos, con el objetivo de conocer el
comportamiento de esta enzima y de que los resultados permitan realizar estudios
posteriores.

Material y Método

Las placentas utilizadas en este trabajo fueron obtenidas en el Hospital Provincial
Materno Docente "Mariana Grajales" de Santa Clara. El homogeneizado de las
mismas se realizd segun Boffill y col®.

La estabilidad de la enzima se estudio durante un periodo de siete semanas, y la
misma se mantuvo almacenada a -20° C. La actividad de la enzima se midié cada
siete dias, y la termostabilidad se determind preincubando el homogeneizado entre
los 50° C y 80° C a los 20, 40 y 60 min. La actividad se determin6 siempre dentro
de las 72 horas posteriores a la preparacion de la muestra.

El efecto del pH sobre la actividad de esta enzima se ensayd en pH de 8,0 a 9,4 en
intervalos de 0,2 unidades, y se utilizd para ello un amortiguador veronal de 0,032
M.

El estudio del comportamiento de la actividad de la fosfatasa alcalina, con la
variacion de la concentracion de sustrato, se desarrolld utilizando diferentes
concentraciones de beta-glicerofosfato en un rango de 0,64 a 3,20 mmoles/I.

La actividad de la fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) se determind por el método de
King-Deloy!?; la misma fue medida en un espectrofotémetro CO 46 soviético.

Las proteinas totales fueron determinadas por el método de Lowry'’.

Para realizar estos estudios cinéticos se utilizaron como minimo 5 placentas
diferentes para cada experimento: la actividad se determind siempre dentro de las
72 horas posteriores a la preparacion de la muestra, excepto para la estabilidad.
Los reactivos utilizados en los analisis fueron todos de calidad puro.

Resultados

El estudio de la estabilidad de la fosfatasa alcalina demostré que la misma fue
estable durante las siete semanas en que se evalud su actividad (tabla 1).

E-ISSN: 1029 3043 | RNPS 1820



Medicentro 1998,(2):3

Tabla 1 Estabilidad de la fosfatasa alcalina.

Semana | Actividad especifica %
MM/min/mg prot.
0 0,213 90,6
1 0,225 95,7
2 0,221 94,2
3 0,212 90,2
4 0,235 100,0
5 0,228 97,0
6 0,220 93,6
7 0,214 91,1

Al estudiar la termostabilidad de la enzima (tabla 2) se observé un comportamiento
estable en el rango de 50-70°C, y todos los valores de actividad fueron superiores
al 90 %. La actividad catalitica descendiéo marcadamente a la temperatura de 80°C.

Tabla 2 Termostabilidad de la fosfatasa alcalina.

Temperatura Tiempo Actividad %
°Cy (i) especifica
MM/minmg)

50 20 0,325 90,8
50 40 0,340 95,0
50 60 0,334 93,3
60 20 0,357 997
60 40 0,342 95,5
60 60 0,340 95,0
70 20 0,351 98,0
70 40 0,358 100,0
70 60 0,358 100,0
a0 20 0,193 53,9
80 40 0,061 17,0
&0 60 0,006 1,70
37 0 0,346 96,6

La enzima desarrollé su maxima actividad a un pH de 8,6 (Figura 1).
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Figura 1 Efecto del pH de la fosfatasa alcalina.

10

E-ISSN: 1029 3043 | RNPS 1820



Medicentro 1998,(2):3

La fosfatasa alcalina cumple con la cinética de Michaelis-Mente y la linealidad de
Lineweaver-Burj (Figura 2), lo que permitié calcular el valor de Km, que fue de 0,74
mmoles/l a un pH de 8,6. Se utilizé como sustrato el beta-glicerofosfato.
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Figura 2 Efecto de la concentracién de sustrato de la fosfatasa alcalina.

Discusion

Los resultados obtenidos de nuestro trabajo demostraron que la fosfatasa alcalina
de placenta humana es estable durante siete semanas. Estos resultados debian
esperarse atendiendo a los estudios realizados por Duncan y col*?, los cuales
encontraron que la isoenzima placentaria en el suero humano mantenia un 98 % de
su actividad en el periodo aproximado de 6 meses.

La fosfatasa alcalina se presentd un comportamiento termostable desde 50°C hasta
70°C, en los tiempos de preincubacion ensayados. Estos resultados también eran
esperados por nosotros, debido a que Adeniyi y col®® utilizaron una temperatura de
70°C durante 30 min como via de inactivacion de las diferentes isoenzimas de la
fosfatasa alcalina, con excepcién de la placentaria, para conocer el aporte de esta
Gltima al suero de embarazadas normales y con preeclampsia. Un efecto similar de
la temperatura sobre esta enzima lo informaron Meyer-Sabellek’ y Tillyer®.

En nuestro trabajo se encontré que la fosfatasa alcalina presenta un pH optimo de
8,6 en un sistema amortiguador veronal. Este resultado es similar al encontrado
por Sumikawa y col’, ya que ellos informaron un pH 6ptimo de 8,5 para la
isoenzima placentaria purificada en sistemas amortiguadores como Tris-Hcl vy
dietanolamina, cuando estudiaban las diferencias en las actividades hidroliticas de
las isoenzimas de la fosfatasa alcalina humana sobre los fosfatidatos.

El valor de Km de 0,74 mmoles/l informado en este trabajo, se acerca al
encontrado por Sumikawa y col® que fue de 0,8 mmoles/l para el p-nitro fenil
fosfato. Ademds, Okochi y col'®, encontraron un valor similar de Km para una
nueva isoenzima de fosfatasa alcalina en el tejido adiposo humano, que fue de 1,1
mmoles/| para el fenil fosfato.
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