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La preéente invencisn se refiere a un método para
la determinacién de la actividad de la fosfatasa alca-

lina, basado en el empleo de una composicidén constituida

por una sal del &cido para-nitrofenilfosfbrico, una sal

de magnesio, bofato de sodio y 2-amino, 2-hidroximetil,
1,3-propandiol.

Es sabido que la fosfatasa alcalina se encuentra mayor;
mente concentrada en el epitelio intestinal, en las partes
abultadas de los huesos, en la capa cortical ael rifién,
en las gl&ndulas mamarias, en el hfgado, en la bilis, en
la sangre y en la placenta. o >

Ia accidn de la misma se evidencia en la catdliszis.de
> :

reacciones de hidr6lisis de ortofosfatos segiin el esquema

general

R -~ 0 - PO (OH) 2+Hzo &= R-0H + H_,'Po4 (1)

y su presenciaAen concentraciones élevadas eﬁ la sanééé:es
indicio de alglGn estado éatolégico del organismo humghé; un
inéremento de ia actividad fosfatédsica revela, por ejemplo,
la §paricién de enfermedades de origen hepdtico, intesti-
nal y 6seo. |

La pfimera determinacién de la fosfatasa alcalina en el
suero humano se remonta al aho 1930 (Kay. H.D., J. Biﬁl.Chem.
89, 235 (1930)), y desde entonces las técnicas de deter-

minacidén de la actividad enzim8tica han sufrido muchas

‘variaciones, particularmente a causa de la influencia sobre

la misma de parte del medio en el cual tiene lugar la suso-

dicha reaccién.
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Muchos de los m&todos seqguidos para la determinacién
de la actividad fosfatdsica se basan actualmente en la cons-
tatacién de Axelrod {J. Biol. Chem. 172, 1, 1948) de que
la enzima es capaz también de catalizar la reaccién de trans-

fosforilacién entre el ortofosfato representado en el esguema

(1) y un alcohol que actfia de aceptador.

En efecto, ahora es ampliamente empleado uﬁ método
6ptico para la determinacibn de la actividad de la fosfatasa
alcalina, previendo este m&todo Optico el empleo de p-nitro-
fenilfosfatos como primer sustrato para la realizacién de la
reaccibén de transfosforilacifn arriba citada: este mé&todo
prevé la mezcla del primer sustrato, del segundo sustratco
aceptador y de la enzima, en condiciones adecuadas, y la lec~
tura de la densidad 6ptica a 400-415 nm, siendo efectuada
constantemente esta lectura a medida gque va progresando la
reacci6n. El1 aumento de densidad Sptica eﬂ el tiempo es pro-
porcional a la cantidad de producto transformado y, ﬁpr:tanto,
un adecuado registro de ios datos permite deducir la activi-
dad ae la propia enzima.

Actualmente es sabido (véase, por ejemplo, el texfo
"The Enzymes" editado por la Academic Press, 1961, pdgina 55
y siguientes) que la fosfatasa alcalina presenta un Sptimo
de actividad a un pH variable alrededor de 10, y gue su acti-
vidad es ademis mejorada por la presencia de sales minerales,
particularmente sales de magnesio: estas consideraciones han
obligado a todas las composiciones, hasta ahora empleadas
industfialmente para la determinaci6n de la enzima, a utili;

zar constituyentes estrechamente definidos y legalmente vincu-
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lantes.

Asf se ha difundido el empleo de derivados del &cido
p-nitrofenilfosférico en unién a sales orgdnicas de magnesio
y tampénes necesarios para el mantenimiento del susodicho
intervalo del pH. Los primeros reactivos empleaban amplia-
mente la sal sédica delvécido y tampones inorgénicos.

Después se ha comprobado que ei p-nitrofenilfosfato
de sodio tiene una estabilidad 1imitada'y, por consiguiente,
en tiempos recientes se ha preferido recurrir>al uso de sales
del dcido con compuestos aminicos: la preparacién de p-nitro-
fenilfosfatos, incluso de compuestos aminicos, Yy su empleo
en formulaciones bioiégicas eran ya conocidos desde hace
tiempo (véase, por ejemplo, JACS, vol. 79 (1957) pégy 5741).

Se ha intentado luego mejorar el comportamiento de la
reaccidn de transfosforilacién y, en la composicién inicial,
se han variado asf las sustancias aceptadoras hasta llegar,
finalmente, a emplearse tampones que ‘cumplfan, simulténea—
mente,.la doble funcidn de mantener constante el valor del
PH ¥ deractuar como aceptadores en la reaccibn de_traﬁéfos-
forilaciébn.

Cabe mencionar finalmente la exactitud convla cual deben
ser preparados los diversos tampones, exactitud &sta que indu-
dablemente tiene su peso en la economia general del reactivo
y del andlisis. Sin embargo, todas las mezclas hasta ahora
empleadas sufren todavia de numerosos inconvenientes, de
entre los cualés cabe destacar la escasa estabilidad del
reactivo en el transcurso del tiempo: incluéo si se conserva

en condiciones dré&sticas, las diversas composiciones no pueden
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ser empleadas, con la seguridad de obtener resultados repro-
ducibles, mé&s alld de dos a tres dfas, como méximo, desde
su preparacifn.

Ademds, muchos de los reactivos conocidos, tales como
los que utilizan manitol y alcoholes polihidricos similares,
como aceptadores en la reaccién de transfosforilacifn, deter-
minan con buena sensibilidad también la fosfatasa alcalina
de origen placentario.

En la mayor parte de los casos, la determinacién Qe la ac-
tividad de la fosfatasa alcalina se efectfla para diagnosticar
estados patolégicos referentes al sistema hepdtico (ictericilas
de obstruccibn), 6seo (por ejemplo tumores e infeccidn de Paget),
o intestinal. Por consiguiente, en caso de embarazo; la alta ac-
tividad fisiol6gica de la fosfatasa alcalina en la sangre puede
encubrir uno o varios de los estados patolégicos arriba indicados.

Ahora se ha descubierto sorprendenteﬁente un nuevo método
gque permite la determinacién de la actividad de la fésfatasa
alcalina y proporciona résultados altamente reproducibles sin
ninguno de los inconvenientes arriba citados.

Este mé&todo se basa en el empleo de una composicién
constituida por una sal del écidé para~nitrofenilfosférico, »
una sal de magnesio, borato de sodio y 2~amino, 2-hidroximetil,
1,3~-propandiol. Esta composicifén es estable y conserva duran-
te muchisimos dfas sus propiedades iniciales, es escasa-
mente sensible a la presencia de fosfatasa de origen
placentario que provoca los inconvenientes arriba cita-
dos, y.no requiere, ademds, la exacta preparacién de

una sustancia tampdn, siendo asegurado el pH de la reaccidn
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de transfosforilacién por los propios componentes.

El método propuesto prevé, obviamente, también el esqgue-

ma
OPO3™ OH
ALP _
+ ROH  ~wemw ] + ROPOB-
Mg++
N02 ] NO_2

donde ALP es la fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1.), y ROH es
el propandiol arriba mencionado. Como la reaccién se prodﬁce
con un pH alcalino, se sigue la hidr6lisis del p-nitrofenil-
fosfato a p-nitrofenol simplemente leyendo la extincién a
405 nm: en efecto, con pH aléalino; el p-nitrofenol astd
fuertemente coloreado de amarillo, mientras que el
p-nitrofenilfosfato es incoléro. .

El método permite la determinacifén de la actividad fosfa-
;ésica alcalina con una mezcla finica de los diversos reac-
tivos.

Puede ser empleado ménualmente, o bien aplicadb a apa-
ratos automdticos "discretos" y de "flujo continuo”. fueae sexr
empleadec tanto para determinaciones en cinética como piédra
determinaciones "a té&rmino" previa adici6n de un agente de
bloqueo. .

Para su realizacidén pueden utilizarse diversos sustra-
tos de partida aungque, naturalmente, es preferible evitar
el empleo de la sal s6dica del &cido p-nitrofenilfosférico
dada su tendencia a hidrolizarse esponténeaﬁente. Pueden
por ello citarse, por ejemplb, las sales del.2~amino, 2*meti1,

1,3 propandiol, del 2-amino, 2-etil, 1,3 propandiol, del mismo
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2-amino, 2~hidroximetil, 1,3~propandiol, de ciclohexilamina,
entre otros.

El sustrato donador puede evidentemente ser formulado
seglin deseo por cuanto la afinidad hacia la enzima deriva
del anién p-nitrofenilfosférico y no del salificante.

Anilogamente, la sal de magnesio puede elegirse entre
una amplia gama de nombres, tales como acetato, aspartato,
cloruro, sulfato.

Buenos regultados se han obtenido, por ejemplo, empleando
la sal de ciclohexilamina como sustrato donador y el acetato
de magnesio como activador de la reaccién eﬁzimética.

En lo que respecta al 2-amino, 2-hidroximetil, 1,3-propan-
diol, es decir él aceptador, la concentracién del mismo en las
composiciones empleadas en el‘método de la presente invencién
debe estar comprendida entre 0,7 y 2 molar.

EJEMPLO 1
Este ejemplo se refiere a la preparacién de 50 kg de

polvo de reactivo a partir de sales del dcido p-nitrofenilfos-

" f6rico (pNPP) con 2-amino, 2~etil, 1,3 propandiol (2A2Ei,3PD),

2-amino, 2-metil, 1,3-propandiol (2A2M1,3PD) y ciclohexilamina
{CEA) . El aceptador, es decir 2-amino, 2-hidroximetil,
1,3-propandiol, es denominado TRIS.

Se secaron aproximadamente 1,5'kg de pNPE-CEA.HZO, bajo
vacio y sobre PZOS' a temberatura no superior a 30°C, durante
unas 48 horas en la oscuridad. La humedad final debfa ser

1,5 %.
En lo que respecta al pNPP-2A2El, 3PD o al pNPP-2A2M 1,

3PD, el secado se efectud solamente .si la humedad del producto
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era »0,5 %.

_ La granulosidad de los diversos componentes (TRIS,
pNPP, Mg.acetato, Na,borato) se hizo homogénea mediante
moledura y/o tamizado.

Se mezclaron después 48,35 kg de TRIS con 68,6 g
de Mg.acetato.4H20 y con 683,5 g de Na.tetraborato.10H20
hasta que el polvo resulté_hompgéneo.

El polvo se distribuy8 en vasijas de acero inoxidable,
platillos u otros soportes adecuados para el secado a 70°C
durante unas 14 horas.

El todo se enfrid en ambiente anhidro y se tamizé otra
vez para hacer homogénea la granulosidad de la mech?;:La
humedad final tenfa que ser inferior al 0,6 %..

Se obtuvieron 48,76 kg de polvo "base".

El polvo "base" se adicioné a 1,37 kg de pNP?~CEA
(o bien 1,49 kg de pNPP-2A2E1l,3PD, 6 1,40 kg de pNPP-2A2M1,3PD)
y el todo se mezcl6 uniformemente. h

Un control estadfstico para verificar la homogeneidad
de la mezcla se efectud determinando en muestras al azar
(3,5 g de mezcla + 20 ml de H20) el pH, el magnesio, el pNPP.

La humedad final no superaba el 0,8 %. '

Réparticién

Utilizando los diversos pNPP, se obtuvieron respectiva=

" ‘mente:
50,13 kg con pNPP-CEA I
50,25 kg con pNPP-2A2El,3PD II
50,16 kg con pNPP-2A2M1,3PD ITT

A los fines del empleo del reactivo se hicieron las siguien-
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tes consideraciones.

Una determinacién ALP (3 ml) corresponde a 483 mg de
I 6 III vy a 484 mg de II.

Dado que disolviendo el polvo en un cierto volumen de
H20 tal volumen aumenta aproximadamente un 12,5 %, puede
calcularse el peso de polvo que deba distribuirse en el
frasco al cual se adicionan 20 ml de Hzo, que se convertirén
en 22,5 ml de solucién producida:

3622 mg en el frasco de I 6 III y

483 x 22,5/3

484 x 22,5/3 3630 mg en el frasco de II

En los frascos de 2 1 de solucidn completa deberén distri-
buirse, por el contrario, respectivamente:

322 gde Iy III ¥y

323 g de II
EJEMPLO 2

Uno de los reactivos preparados segfin' el precedente
ejemplo fue empleado para la determinacifn de la actividad
fosfaté&sica alcalina.

El reactivo fue calentado previamente a la temperatura de
reaccién y después se mezcl6 una parte alfcuota de 3 il con
0,05 ml de la muestra en examen.

El todo fue sometido a lectura fotomé&trica a 405 nm a la

temperatura constante preseleccionada.

Se determiné la variacién de densidad 6ptica ( A D.O. min"Y).

Para A D.O. min * superiores a 0,750 (equivalente a aproxima-
damente 2500 mU/ml) la determinaci6n se repitié con la mues-
tra diluida en 1 : 10. En este caso, el resultado se multi-

plic6 por 10.
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El AD.O. min ~ hallado se introdujo en el siguiente

cdlculo para obtener las mU/ml:
1000 x Vt
A D.O.min"1 X = mU/ml

18,6 x Lp b 4 Vs

=
(=
=
o
il

factor para pasar de unidades a miliunidades

<
i

& volumen total de reaccién = 3,05 ml

18,6 = coeficiente milimolar de extincién del pNP

L = -recorrido &Sptico (light path) = 1 cm

\' = vyolumen de la miestra = 0;05 ml
de lo que resulta:

mu/ml = A p.o. min~1 x 3280.
EJEMPLO 3 7

Se efectuaron pruebas de comparacién entre la composi-
cidén empleada en el método seqin la presente invencién y una
composicidn conocida para la determinacién de la actividad
fésfatésica alcalina constituida por la sal de pNPP‘con,CEA,
magnesio aspartato y tamp6n carbonato: se empléaron las mismas
partes alfcuotas indicadas en el ejemplo precedente a una
temperatura de 37°C. A

' Los resultados se ilustran en el grédfico de la Fig. 1
del dibujo adjunto, en donde: en las abscisas se indican las
mU/ml obtenidas con el método segfin la invegcién.y en las
ordenadas las mU/ml obtenidas empleando la composicién cono-
cida. '

La recta 1 es la curva ideal en el caso de que los dos

métodos proporcionaran los mismos resultados; las sefiales @
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se refieren a muestras de fosfatasa de origen placentario;
la recta 2 se refiere a la curva real de regresién lineal de
la composicibn conocida respecto a la composicifn empleada
en el mé&todo segdn la invencifn: esta regresién demuestra
que el método descrito en la presente es mds sensible que el
conocido aproximadamente en un 20 % (v8ase la desviacidn
angular respecto a la curva ideal).

Esta mayor sensibilidad no se produce para fosfatasas
de origen placentario que, por tanto, en el caso de la presen-
te descripcién resulta subdeterminada con respecto al método
conocido; en efecto, los puntos no rodeados de circule se
refieren a muestras conteniendo fosfatasa de origen diferente
{hep&tico, 6seo, intestinal).

La curva 2 cor;esponde a la ecuacién Y = 0,727 x + 9,01,
mientras gque en la curva 1. es, obviamente, Y = X.

Descrita suficientemente la naturalezé del invento,
asi como la manera de ponerlo en préctica, .se hace constar:
que todo cuanto no alteré, cambie o modifique su principio
fundamental puede quedar sometido a variaciones de detalle.
También se hace constar que esta invencidn corresponde a la
descrita en la Solicitud de Patente NQ 19458 A/78, depositada
en Italia en 20 de Enero de 1978, cuya prioridad se reivindi-
ca de acuerdo con los Convenios Internacionales en vigor,
siendo lo esencial y por lo que se solicita Patente de Inven~
cién, por veinte afios, lo que gueda resumido en las siguien-

tes reivindicaciones:

_—
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REIVINDICACIONES

12.- Método para la determinacién de la actividad de
la fosfatasa alcalina, caracterizado porque se pone en
contaéto la muestra en la que se estd interesado con una
composicién constituida por una sal del &cido p~-nitrofenil-
fosfSrico, una sal de magnesio, borato de sodio y 2-amino,
2-hidroximetil, 1,3-propaﬁdiol.

22~ M&todo seqglin la reivindicacién lg, caracterizado
porque la concentracidn del 2-amino, 2-hidroximetil,
1,3-propandicl se elige entre 0,7 y 2 molar.

32 .- Método seglin las reiiindicaciones precedentes,
caracterizadoe porgue la sal del &cido p—nitrofenilfo%f?rico
se selecciona de entre las sales de 2—amiqo, 2-metil,
1,3-propandiol, 2-amino, 2-etil, 1;3 progandiol v
ciclohexilamina.

42.~ M&todo seglin una o varias de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado’ porque la sal de magnesio se
selecciona de entre acetato, aspartato, cloruro y sulfato.

52.- METODO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE

LA FOSFATASA ALCALINA,
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tal y como gueda descrito y reivindicado en la presente
memoria que consta de doce hojas mecanografiadas por una
sola cara y de una l&mina de dibujos.
BARCELONA, 12 de Enero de 1978.
ISTITUTO SIEROTERAPICO E VACCINOGENO

TOSCANO "SCLAVO" S.p.A.
P.P.

J. M. GOMEZ A
. PPy Fid

BO Y POMBO
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