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CARACTERIZACIÓN ELECTROFORÉTICA Y CINÉTICA DE LAS ISOENZIMAS OSEAS, HEPÁTICA E 

INTESTINAL DE FOSFATASA ALCALINA DE RATA 

 

 

1 INTRODUCCION  

 

1.1 FOSFATASA ALCALINA 

 
La fosfatasa alcalina [FA] (Fosfohidrolasa de ésteres monofosfóricos: EC 3.1.3.1) es una fosfomonoesterasa que 

hidroliza inespecíficamente enlaces éster fosfórico a pH alcalino.  

Se encuentran varias isoenzimas, siendo las más importantes la fosfatasa alcalina ósea (FAo), hepática (FAh), 

intestinal (FAi), renal (FAr) y placentaria (FAp). A nivel óseo se expresa en la membrana del osteoblasto 

cuando estos se diferencian a partir de células progenitoras y es secretada a la circulación. En hígado se 

expresa en la membrana de los canalículos biliares y en riñón en la membrana apical de los túbulos 

contorneados distales. En intestino se expresa ligada a la membrana apical de los enterocitos y en placenta en 

el sinciciotrofoblasto.  

Muchas evidencias indican que las isoenzimas hepática, renal y ósea humanas son productos de un mismo 

gen por lo que se conocen como isoenzimas tejido no específicas (TNAP). Entre estas evidencias se puede 

citar que: a) la actividad de las 3 isoenzimas está deprimida en la hipofosfatasia autosómica recesiva; b) 

muestran similar termoestabilidad y sensibilidad a inhibidores; c) presentan reactividad cruzada 

inmunoquímica; d) muestran similar patrón electroforético luego de la digestión por neuraminidasa [1]. Todo 

esto indica que las diferencias halladas entre ellas se deberían a modificaciones post-traduccionales, 

principalmente a nivel de contenido de ácido siálico. El gen responsable se localiza en el brazo corto del 

cromosoma 1 (banda p34-p36) [2]. 

Por su parte, las isoenzimas intestinal y placentaria, presentan una homología del 87%, comparten ciertos 

determinantes antigénicos, termoestabilidad y sensibilidad a inhibidores, pero presentan diferencias en la 

corrida electroforética. Por ello se planteó que debían ser originadas en genes diferentes los cuales han sido 

identificados en el cromosoma 2 (banda q34-q37). 

En suero, más del 95% de la actividad de fosfatasa alcalina es de origen hepático y óseo, predominio de la 

primera, con excepción de los jóvenes en crecimiento donde es mayor la isoenzima ósea y en el tercer trimestre 

de embarazo donde la isoenzima placentaria cobra importancia. La contribución de la FAi a la actividad de la FA 

sérica total es poca, aun en condiciones patológicas [3,4]. 
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1.1.1 Propiedades  

Todas las isoenzimas tienen un pH óptimo próximo a 9.8, similar afinidad por los sustratos, y son 

metaloproteínas dependientes de zinc y magnesio [5,6].  

 

El aminoácido L-fenilalanina es inhibidor no competitivo y estereoespecífico de las isoenzimas de fosfatasa 

alcalina de manera diferencial cuando se encuentra en concentraciones entre 5 y 10 mM. Estudios 

realizados empleando homogenados de tejido hepático, óseo e intestinal demostraron que la isoenzima 

intestinal es la más afectada por este inhibidor (actividad remanente: isoenzima intestinal 5%, ósea 74.5%, 

hepática 74.5%) [7,8,9]. Resultados similares se han hallado con el L-triptófano. Con concentración de 3 mM 

de este inhibidor las isoenzimas intestinal y placentarias se inhibieron aproximadamente un 70%, mientras 

que las isoenzimas ósea y hepática sufren menos del 25% de inhibición [10]. 

A diferencia de L-fenilalanina, el levamisole (5-20 mM), el L-p-bromotetramisol (0.10-0.27 mM) y la L-

homoarginina (8 mM), actúan inhibiendo predominantemente las isoenzimas ósea, hepática y renal. Con el 

primero la actividad remanente de la misma ronda, según la concentración utilizada, entre 0.7 y 2% mientras 

que las isoenzimas de intestino y placenta presentan una actividad remanente entre 47% y 75%. El L-p-

bromotetramisol muestra 3-10% de actividad remanente para las isoenzimas tejido no específicas, con un 82-

90% para las isoenzimas de intestino y placenta [11,12,13,14].  

Las isoenzimas ósea y hepática son relativamente inestables a la temperatura (15 min 56ºC) y a la 

desnaturalización por urea (1.3 - 3 M) y clorhidrato de guanidina (0.3 M) [15,16,17].  

Empleando Sephadex G200 se determinó el peso molecular de las isoenzimas hepática (225kDa), intestinal 

(190kDa), ósea (180kDa) y renal (170kDa). Estas diferencias son atribuidas al contenido de carbohidratos 

(fucosa, N-acetil galactosamina, N-acetil glucosamina). A diferencia de la isoenzima intestinal, las del tejido 

óseo, hepático y renal contienen residuos de ácido siálico demostrado por cambios en la movilidad 

electroforética por efecto de la incubación con neuraminidasa [18]. 

 

1.1.2 Función 

El rol fisiológico de la fosfatasa alcalina es parcialmente conocido. Su localización sugiere un rol en el 

movimiento de moléculas través de membrana.  

Algunas investigaciones sugieren que la isoenzima ósea tendría funciones en el proceso de mineralización. 

La mineralización tanto del cartílago como del hueso requiere la presencia de vesículas en la matriz que son 

el sitio de acumulación de calcio (Ca2+) y fosfato (Pi). La fosfatasa alcalina crea un ambiente favorable para 

la deposición de este material y la formación del núcleo del cristal de hidroxiapatita (HA). Luego de alcanzar 

los cristales cierto tamaño, se rompería la membrana de las vesículas y se liberarían los cristales de HA a la 

matriz. Luego, la matriz extracelular contiene suficiente calcio y Pi, para mantener el proceso de nucleación y 

propagar la mineralización.  
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La isoenzima ósea, marcador de actividad osteoblástica, se localiza también en las vesículas de la matriz. 

En casos de hipofosfatasia se detectan defectos en la mineralización ósea y en ratones con deficiencia en el 

gen de TNAP presentan un cuadro similar a la hipofosfatasia. Se propone que la TNAP participa en el 

proceso de mineralización proveyendo Pi por hidrólisis de sustratos ya que en cultivos celulares, la 

suplementación de beta-glicerofosfato como fuente externa induce osteogénesis y deposición de HA y el 

levamisol, inhibidor de fosfatasa alcalina, previene esta inducción por beta-glicerofosfato. También 

hidrolizaría el pirofosfato inorgánico (PPi) y de esta forma estimularía la formación de HA [19,20]. 

 

La isoenzima intestinal parece más relacionada a la absorción de ciertos nutrientes, como el calcio y las 

grasas. La administración de vitamina D a pollos raquíticos produce un incremento en 2-3 veces de la 

actividad de FAi y esto se incrementa paralelamente al transporte de calcio [21]. Se demostró que la 

alimentación con aceite de pescado por sonda orogástrica incrementó un 94% la actividad de la AP en 

plasma. Los animales que recibieron aceite conjuntamente con inhibidores de la síntesis proteica como la 

cicloheximida o actinomicina D, no difirieron del grupo control, indicando que los nutrientes modificarían de 

alguna manera la traducción de FAi o de alguna proteína involucrada en su movilidad. También se 

investigaron los cambios de actividad a nivel de la mucosa, por determinación de la actividad de FAi por 

corrida electroforética y se obtuvieron los mismos resultados que en plasma [22]. Hallazgos recientes 

sugieren que actuaría limitando la entrada de grasa al organismo. En ratones con knock-out del gen de FAi II 

se observó mayor transporte y absorción de grasa y ganancia de peso acelerada respecto de los animales 

controles [23]. 

 

Las FA tejido no específica y de intestino de ratón están codificadas por akp2 y akp3 respectivamente. No se 

observaron anormalidades metabólicas severas en ratones con disrupción del gen akp3, mientras que 

ratones akp2-null exhibieron una severa forma de hipofosfatasia. El ratón akp3-/- presenta una ganancia de 

peso acelerada y aumento de los triglicéridos en plasma a las 7 horas, indicando la participación de la 

enzima en el proceso de absorción de grasa [23,24]. 

 

Respecto a su función en el hígado, hay trabajos que indican que la FAh podría estar involucrada en el 

transporte de colina a través de las membranas canaliculares de los hepatocitos y en la superficie luminal de 

las células epiteliales biliares [25].  

 

1.1.3 Alteraciones séricas de la fosfatasa alcalina  

La actividad de FA se halla muy elevada en enfermedades hepáticas, pancreatitis, neoplasia hepáticas o 

pancreáticas debido principalmente al incremento de la isoenzima hepática, al encontrarse alterada su 

síntesis o su eliminación biliar. Los incrementos de la actividad plasmática de FA a expensas de la isoenzima 
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ósea son normales en los estados de crecimiento y reparación de fracturas así como en patologías como 

hiperparatiroidismo, osteomalacia, osteomielitis, y neoplasias óseas [25]. 

Descensos en la actividad de FA plasmática son de valor en el diagnóstico de hipofosfatasia, enfermedad 

autosómica recesiva caracterizada por una extrema disminución de la actividad de FA tejido no específica 

causada por una mutación del gen que codifica estas isoenzimas. Esta deficiencia resulta en una marcada 

disminución de la mineralización ósea que puede ser fatal en neonatos e infantes [19]. 

 

Como se desprende de esta revisión sobre las isoenzimas de la fosfatasa alcalina, existe abundante 

información respecto de las estructuras y los inhibidores de cada una. Existen diversos trabajos donde se ha 

logrado caracterizar parcialmente las diferentes isoenzimas en plasma (4,12,13,¡Error! Marcador no 

definido.,26,27,28,29,30), sin embargo no existe aun un método sencillo y reproducible que permita estudiar 

en plasma las modificaciones de la diferentes isoenzimas.  

Un objetivo a largo plazo que excede los objetivos de esta tesina es desarrollar una forma de determinación 

plasmática de la isoenzima ósea y su correlación con el proceso de remodelación ósea. Este objetivo podrá 

ser alcanzado si se logra en primer lugar caracterizar las diferente isoenzimas y luego desarrollar un método 

de medición de las diferentes isoenzimas en plasma.  

 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar las isoenzimas séricas de fosfatasa alcalina de rata desde el punto de vista de sus movilidades 

electroforéticas y la sensibilidad a factores fisicoquímicos. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Aislar las isoenzimas ósea, hepática e intestinal a partir de extractos de los órganos productores 

2- Evaluar la actividad y la movilidad electroforética de las diferentes isoenzimas luego del proceso de 

aislamiento. 

3- Evaluar la actividad de las isoenzimas frente a diferentes factores fisicoquímicos 
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3 MATERIALES Y METODOS 

 

Se utilizarán ratas Sprague-Dawley adultas del bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad 

Nacional de Rosario. En el caso que los experimentos del laboratorio lo permitan, se emplearán animales 

que han sido utilizados en otros experimentos y cuyos tratamientos no interfieran con los efectos en estudio 

en este proyecto.  

Todos los experimentos que involucren animales serán llevados a cabo bajo las normas internacionales de 

cuidado y uso de animales de laboratorio [31,32]. 

En el caso de requerir anestesia: se realizará preanestesia por inyección subcutánea de una mezcla de 1,2 

mg Xilazina /100 g peso corporal y 3 mg ketamina /100 g de peso corporal. Luego de alcanzado un grado 

adecuado de narcosis y sedación se inyectarán por vía intramuscular 3 mg Ketamina /100 de peso corporal 

[33]. 

Cuando se lo requiera, la eutanasia se realizará sometiendo en primer término al animal a anestesia 

inhalatoria con éter sulfúrico, hasta obtener una profunda anestesia y analgesia. Luego se realizará una 

inyección intracardíaca de KCl saturado que produce un paro cardiorespiratorio instantáneo [34].  

Luego de la eutanasia, se obtendrán el hígado, huesos largos de miembros anteriores y posteriores y el 

duodeno para purificar cada isoenzima.  

 

 

3.1 PURIFICACIÓN DE LAS ISOENZIMAS DE FOSFATASA ALCALINA  

 

El hígado será cortado en pequeños trozos y se procederá como se detalla en Procedimientos comunes. 

Los huesos serán incubados 30 días en una solución de EDTA 10%. Pasado este tiempo el extracto con 

EDTA se procesará como se indica en Procedimientos comunes. Como método alternativo se 

pulverizarán los huesos luego del tratamiento con nitrógeno líquido y posterior extracción con EDTA.  

Una vez obtenido el duodeno, se procederá a realizar un corte longitudinal del mismo y raspado de la 

mucosa contra el borde de un portaobjeto. Luego se procederá como se detalla en Procedimientos 

comunes. 
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Procedimientos comunes [35,36] 

• Preparación de una suspensión de mucosa al 30% P/V en buffer Tris.Cl 20 mM, MgCl2 1 mM pH 8,2, 

utilizando un homogeinizador (Ultraturrax, Ika-werk Janke&Kunkel, D7813 Staufen) a 20000 rpm a 4° C. 

• Extracción de lípidos por tratamiento de la suspensión con igual volumen de butanol. Luego de una hora 

de agitación a 4° C, este proceso libera la enzima de su unión a la membrana.  

• Centrifugación a 10000 rpm (15000 g) 30 minutos a 4° C (centrifuga refrigerada Z-323-K-Hermle 

Labortechnik GmBh. Wehingen.F.R Germany). Eso permite obtener tres fracciones: una fase butanólica que 

contiene los lípidos, un precipitado de fracciones insolubles y una fase acuosa donde se concentra la 

actividad de fosfatasa alcalina. 

• Precipitación de las proteínas de la fase acuosa con igual volumen de acetona a -20ºC. 

• Centrifugación a 6000 rpm 15 minutos a 4ºC (centrifuga refrigerada Z-323-K-Hermle Labortechnik 

GmBh. Wehingen.F.R Germany). Esto permite obtener las proteínas en el pellet. .  

• Disolución del precipitado obtenido en buffer Tris 20 mM, MgCl2 1 mM, pH 8,2.  

• Cromatrografía sobre Sephadex G200 (Sephadex-Pharmacia Fine Chemical-Uppsala S75104- 

Sweden). Las fracciones con alta actividad de fosfatasa alcalina se juntarán y se precipitarán con acetona a 

–20º C. El precipitado se redisolverá en buffer Tris.Cl 20 mM, MgCl2 1 mM, pH 8,2.  

• La solución del paso anterior se cromatografiará utilizando DEAE celulosa (Sigma Chemicals Co, St 

Louis, MO, USA), con buffer Tris.Cl 20 mM, MgCl2 1 mM, pH 8,2 con un gradiente de NaCl de 0 a 0,3 M. Se 

juntarán las fracciones que presentaron actividad de FA y se precipitarán con acetona a -20°. Se 

centrifugarán a 10000 rpm a –10° C y el precipitado se redisolverá en el buffer Tris.Cl 20 mM, MgCl2 1 mM, 

pH 8,2. 

 

En el caso que la actividad de la enzima sea indetectable o muy baja, se concentrarán las muestras por 

ultrafiltración utilizando membranas AMICON de corte adecuado al peso molecular de la FA. 

 

Se determinará la actividad de la enzima (Ver 3.1.2) y concentración de proteínas (Ver 3.1.1) en las 

muestras obtenidas en los diferentes pasos, con los cuales se calculará el factor de purificación (FP) en 

cada etapa de la purificación (FP = actividad específica en un dado paso de purificación *100 / actividad 

específica inicial).  

 

3.1.1 Determinación de la concentración de proteínas 

Se empleará el método de Bradford. Este método se basa en la reacción del colorante Coomasie Brillante 

Blue con las proteínas. Como testigo se utilizará albúmina sérica bovina (BSA). Sensibilidad 1-10 ug 

[37,38]. 
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Si la concentración de proteínas lo permite se realizará el dosaje con reactivo de Gornall (Proti 2 Wiener 

Lab, Rosario, Argentina).  

 

3.1.2 Determinación de la actividad fosfatasa alcalina 

Para la determinación de la actividad enzimática se disponen de diferentes técnicas, las que se emplearán 

dependiendo de las necesidades del proyecto. 

 

3.1.2.1 En solución 

Para la determinación de la actividad de la FA se empleará un equipo comercial que utiliza p-

nitrofenilfosfato (pNFF) como sustrato a pH 9,8 en buffer dietanolamina (DEA) 1M, (Wiener Lab, Rosario, 

Argentina). Esta solución se incubará con alícuotas de las muestras conteniendo FA y se determinará el 

cambio de absorbancia a 405 nm durante 1 minuto en un espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 11. 

Los datos obtenidos se analizarán con el software PECSS (Perkin Elmer Computarized Sprectroscopy 

Software. Perkin Elmer Corporation Norwalk, CT. USA.). Para la determinación de la actividad se utilizará 

el coeficiente de extinción (E) del p-nitrofenilfosfato (pNFF) determinado para nuestras condiciones de 

trabajo (279 unidades Abs.litro/cm.µmol pNFF). La actividad de la enzima se calcula utilizando la formula 

Actividad = Absorbancia/E.L. El método presenta un coeficiente de variación intraensayo entre 1.6 y 

3.1%. 

 

3.1.2.2 En geles de poliacrilamida  

Esta metodología permite detectar la enzima en geles sin necesidad de la utilización de transferencia a 

membranas de nitrocelulosa y de anticuerpos anti FA. La técnica se fundamenta en que la FA hidroliza β-

glicerofosfato liberando fosfato que en presencia de nitrato cobaltoso genera un precipitado de color 

violáceo de fosfato cobaltoso [Co3(PO4)2]. Básicamente, luego de la electroforesis, consta de lavado del 

gel con agua destilada, incubación del gel con β-glicerofosfato de sodio 1M (pH 8,2) y nitrato cobaltoso 

1M (proporción 1:1) hasta la observación de las bandas de precipitación de Co3(PO4)2. Finalmente se 

lava con agua hasta eliminar el nitrato cobaltoso sin reaccionar, se procede al secado del gel, 

digitalización de la imagen y posterior análisis utilizando un software específico. Este método permitiría 

recuperar la enzima a partir de sus bandas de migración, por disgregación del gel y redisolución de la FA. 

 

3.1.2.3 En membrana de nitrocelulosa 

Luego de transferencia a membrana de nitrocelulosa se detectará la actividad de FA por incubación con 5-

bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) durante 30 minutos a pH 9.5 [15]. La región de la membrana con FA se 

evidencia por la aparición de un cromóforo color índigo producido por la acción de la enzima sobre el 

sustrato.  
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3.1.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) 

Las muestras a ser utilizadas en la PAGE, se disolverán en un buffer especial para electroforesis (Tris 

1.52%P/V, glicerol 20%V/V, SDS 2%P/V, 2-mercaptoetanol 2%V/V, azul bromofenol 0.001%P/V, pH 6,8). 

Es habitual la realización de PAGE en condiciones desnaturalizantes, por lo cual la muestra con el buffer 

descripto se calienta a 100º C [39]. Dado que se realizará la determinación de la actividad de la FAi, no 

se realizará el calentamiento a 100° C. 

Se realizará electroforesis en geles de poliacrilamida al 5% [38]. El porcentaje de acrilamida y el pH de 

los geles se seleccionaron en función del peso molecular de la fosfatasa alcalina: 180±5 kDa y su punto 

isoelectrico (pI): 5,5. El gel utilizado estará compuesto por un gel de resolución de pH 8,8 y el gel stacking 

pH 6,8. La electroforesis se realizará con el mismo buffer en los compartimientos anódicos y catódicos 

(Tris 1.51%P/V, glicina 7.2%P/V, SDS 0.5%P/V, pH 8.3). 

Se utilizará una fuente EPS 3500 (Pharmacia Biothec-Uppsala S75184- Sweden). La intensidad corriente a 

utilizar será de 10 mA durante el tiempo que las muestras migren en el gel de stacking y de 5 mA por el 

tiempo que la muestra migren por el gel de resolución.  

En el caso de realizar tinción con Coomasie Brillant Blue para la detección de proteínas, la fijación se 

realizará con solución fijadora (50%V/V metanol, 10%V/V ácido acético glacial, 40%V/V agua) durante 2 

horas. Posteriormente el gel se incubará con Coomasie Brillant Blue como solución colorante (50%V/V 

metanol, 0,05%V/V Coomasie Brillant Blue R, 10%V/V ácido acético, 40%V/V agua) durante 12 horas. 

Luego de este tratamiento el gel se decolorará con una solución 5%V/V metanol, 7%V/V ácido acético, 

88%V/V agua. 

Como patrones de peso molecular se utilizarán: apoferritina (443 kDa), fibrinógeno (341 kDa), gama 

globulina equina (158 kDa), albúmina sérica bovina dímero (132 kDa) y monómero (66 kDa), Sigma Co, 

St. Louis, MI, USA.  

 

3.1.4 Electroforesis bidimensional 

La misma se llevará a cabo de acuerdo al protocolo descripto por O’Farrell [40] 

 

3.1.4.1 Primera Dimensión: Isoelectroenfoque 

Las muestras a ser utilizadas en isoelectroenfoque (IEF), se disolverán en un buffer especial para electroforesis: 

BS (Tris 15.2 g/L, glicerol 200 ml/L, 2-mercaptoetanol 20 g/L, 0.0001 g/L azul bromofenol, pH 6.8. 

Se realizará isolectroenfoque en geles de poliacrilamida (5%) con gradiente de pH 3.5-9.5 (Ampholine PAGplate, 

Pharmacia Biotech, Uppsala Sweden) con una corriente de 0.33 mA/cm de ancho de gel, siendo la corriente 
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eléctrica constante. El voltaje variará según cambios en la resistencia. La soluciones buffer a utilizar en ambos 

electrodos será: H3PO4, 1M para el ánodo y NaOH, 0,5 M para el cátodo. 

Teniendo en cuenta que el pI de la FAi es de aproximadamente 4.55, se emplearán como patrones de pI: 

rojo metilo (pI 3.8), inhibidor de tripsina (pI 4.5), albúmina sérica bovina (pI 5) y anhidrasa carbónica (pI 6).  

3.1.4.2 Segunda Dimensión: Electroforesis horizontal en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. 

Luego del isoelectroenfoque, las calles serán sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida (5%) SDS-

PAGE en dirección perpendicular a la corrida de la primera dimensión desde el extremo catódico como se 

describió previamente. 

 

 

3.2  EVALUACIÓN DE LA SENSIBILIDAD DE LAS ISOENZIMAS FRENTE A DIFERENTES 

FACTORES FISICOQUÍMICOS 

La actividad de las diferentes isoenzimas aisladas de los órganos productores será medida variando el valor 

de algunas variables fisicoquímicas (pH, temperatura, tiempo de exposición a 56°C, L-fenilalanina y urea o 

clorhidrato de guanidina). En cada caso, se evaluará la actividad en un rango de valores de la variable y se 

mantendrán las demás variables a un valor constante. 

 

3.2.1 Efecto del pH  

Se determinará la actividad de cada isoenzima (Ver 3.1.2.1) ante la variación del pH (de 6 a 10) del medio de 

incubación. 

 

3.2.2 Efecto de la temperatura [15] 

Se determinará la actividad de cada isoenzima (Ver 3.1.2.1) ante la variación de temperatura (de 10 a 90 ºC) 

del medio de incubación. 

 

3.2.3 Efecto del tiempo de exposición a 56 ºC [16] 

Se determinará la actividad de cada isoenzima (Ver 3.1.2.1) ante la variación del tiempo de exposición (de 0 

a 30 minutos) a 56 ºC de temperatura del medio de incubación. 

 

3.2.4 Efecto de L-fenilalanina [7,8] 

Se determinará la actividad de cada isoenzima (Ver 3.1.2.1) ante la variación de concentración de L-

fenilalanina (de 0 a 16 mM) del medio de incubación. 

 

3.2.5 Efecto de urea o clorhidrato de guanidina [15,17] 

Se determinará la actividad de cada isoenzima (Ver 3.1.2.1) ante la variación de concentración de urea (de 0 

a 5 M) o clorhidrato de guanidina (de 0 a 3 M) del medio de incubación. 



Cecilia Guglielmi 

 
Laboratorio de Biología Ósea y Metabolismo Mineral Facultad Cs. Médicas - UNR - Rosario - Argentina 

laboratorio@biologiaosea.com.ar www.biologiaosea.com.ar © 2006 - 2009 Todos los derechos reservados 

 

 
 

3.3 REALIZACIÓN DE UN MODELO MATEMÁTICO PARA ESTIMAR LA ACTIVIDAD DE CADA 

ISOENZIMA EN UNA MEZCLA DE LAS TRES ISOENZIMAS 

 

Se determinará la actividad de cada isoenzima produciendo variaciones de diferentes propiedades 

fisicoquímicas del medio, como se explicó en los párrafos 3.2.1 a 3.2.5: pH, Temperatura (T), tiempo de 

exposición a 56° C (t), L-fenilalanina (Fal) y urea o clorhidrato de guanidina como agentes desnaturalizantes 

(des). Se obtendrá la función de ajuste de la actividad enzimática en función del valor de la variable 

fisicoquímica estudiada y se determinará el porcentaje de la actividad enzimática a un dado valor de la 

variable estudiada (pH*, T*, t*, Fal* y Des*). De esta manera para cada isoenzima (FAo, FAh, FAi) se 

tendrán pares de valores: (valor de la variable estudiada, % actividad).  

En una mezcla de las tres isoenzimas a un dado valor de la variable fisicoquímica, la actividad total de la FA 

será la suma algebraica de las actividades de cada isoenzima por su porcentaje, pudiéndose escribir  

para el pH la ecuación: 

 

pHpHpH %FAiAct%FAhAct%FAoAct*)pH(Act ×+×+×=  

 

Donde Act(pH*) es la actividad total de la mezcla al valor de pH seleccionado (pH*), Act FAo es la actividad 

de fosfatasa alcalina ósea en la mezcla, Act FAh la actividad de fosfatasa alcalina hepática en la mezcla y 

FAi, la actividad de fosfatasa alcalina intestinal. En la ecuación %pH representa el porcentaje de actividad de 

cada isoenzima al pH seleccionado. 

 

para la Temperatura, la ecuación toma la forma 

TTT %FAiAct%FAhAct%FAoAct*)T(Act ×+×+×=  

 

donde las variables y constantes tienen el mismo tipo de definición que para el caso anterior, pero en este 

caso para un dado valor de temperatura. 

 

Para el tiempo de exposición a 56°C, la ecuación resulta 

ttt %FAiAct%FAhAct%FAoAct*)t(Act ×+×+×=  

 

Para la L-fenilalanina 

FalFalFal %FAiAct%FAhAct%FAoAct*)Fal(Act ×+×+×=  
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Para la urea o clorhidrato de guanidina 

desdesdes FAiActFAhActFAoActdesAct %%%*)( ×+×+×=  

 

De las cinco ecuaciones se seleccionarán 3, en las que los % de las diferentes isoenzimas de FA permitan la 

solución del problema matemático que se plantea a continuación. Con ellas se construirá un sistema de tres 

ecuaciones algebraicas lineales con tres incógnitas (Act FAo, Act FAh y Act FAi). Los % de actividad serán 

los coeficientes de la ecuación, hallados al estudiar cada isoenzima por separado y los Valores Act(pH*), 

Act(T*), Act(t*), Act(Fal*) y Act(des*) sarán los valores de las actividades de una mezcla de las diferentes 

isoenzimas a cada uno de los valores de las variables fisicoquímicas. 

Suponiendo que las variables fisicoquímicas convenientes son el pH, t y concentración de urea o clorhidrato 

de guanidina, el sistema de ecuaciones algebraicas quedará: 

 









×+×+×=

×+×+×=

×+×+×=

desdesdes

ttt

pHpHpH

FAiActFAhActFAoActdesAct

FAiActFAhActFAoActtAct

FAiActFAhActFAoActpHAct

%%%*)(

%%%*)(

%%%*)(

 

 

el que se resolverá con los métodos tradicionales de resolución de sistemas de ecuaciones algebraicas 

lineales. Si el sistema es compatible, tendrá una solución, la que se puede escribir: 

 

{ }FAiAct,FAhAct,FAoActS =  

 

donde FAAct,FAhAct,FAoAct , son los valores de actividad de las diferentes isoenzimas en la mezcla. 

 

 

3.4 ANÁLISIS DE LOS DATOS 

Los geles se escanearán y se analizarán empleando un software específico (Gel-Pro Analyzer 3.0, Media 

Cybernetics, Silver Spring MD, USA). 

Los Rf y los pI de las diferentes isoenzimas se compararán utilizando ANOVA a un criterio de 

clasificación, para lo que se utilizará un software adecuado para este fin [GraphPad Prism 2.0. GraphPad 

Software, San Diego, CA USA].  
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