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Resumen

La fosfatasa alcalina (ALP) es una enzima de membrana ampliamente dis-
tribuida en el organismo humano. Su papel fisiológico está aún en estudio 
e interviene en la catálisis hidrolítica de los monoésteres del ácido orto-
fosfórico en medio alcalino en presencia de cationes divalentes. Su activi-
dad total está representada por formas múltiples que incluyen isoenzimas, 
isoformas y macroenzimas. Las isoenzimas son producto de diferentes ge-
nes ancestrales provenientes de cromosomas diferentes, mientras que las 
isoformas son el producto de varios genes ubicados en distintos loci de un 
cromosoma, que presentan un diferente patrón de glicosilación postraduc-
cional. Las originadas a partir del cromosoma 1 son más abundantes en 
hígado, hueso, glóbulos blancos y riñón. Las provenientes del cromosoma 
2 (intestinal, placentaria y símil placentaria), presentan síntesis tisular y 
estructura química diferenciales entre ellas. Las macroenzimas son asocia-
ciones de la enzima con componentes no enzimáticos como inmunoglobuli-
nas, lipoproteínas o con fracciones de membrana plasmática, en el caso de 
la macroenzima biliar. La hiperfosfatasemia es la elevación de la actividad 
total de la ALP en suero, ya sea por causas fisiológicas como en el embarazo 
y durante el crecimiento; o en circunstancias patológicas en respuesta a 
enfermedades hepatobiliares, óseas, neoplásicas e idiopáticas. Numerosas 
situaciones clínicas cursan con hiperfosfatasemia a causa del aumento de 
alguna/s de las isoenzimas, isoformas o macroenzima. El estudio de estas 
fracciones de la ALP facilita la determinación de su origen ante un incre-
mento de la actividad total de la enzima ubicua, lo que contribuye a un 
diagnóstico más preciso. 

Palabras clave: Fosfatasa alcalina; Hiperfosfatasemia; Isoenzimas

Alkaline phosphatase: general characteristics and serum 
determination 

Abstract

Alkaline phosphatase is a membrane enzyme that is widely spread all over 
the human body. Its physiological role is still under study and it intervenes in 
the hydrolytic catalysis of monoesters of orthophosphoric acid in an alkaline 
environment, in the presence of divalent cations. Its total activity is repre-
sented by its multiple present forms, which include isoenzymes, isoforms 
and macro enzymes. Isoenzymes are the product of different ancestral genes 
from different chromosomes, while isoforms are the product of several ge-
nes located in different loci of a chromosome, which show a different post-
translational glycosylation pattern. Isoenzymes originated from chromosome 
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El objetivo de esta revisión fue recopilar información 
de la literatura científica sobre la enzima fosfatasa alcali-
na: su estructura, ubicación, función, variantes molecu-
lares y los métodos disponibles para la determinación de 
su actividad total y de las distintas isoenzimas en suero.

Se consultaron las bases de datos Medline a través de 
Pubmed y en Sciencedirect, debido a ser los de uso más fre-
cuente en nuestro medio en el área de salud, y se investi-
gó en otros buscadores a través de Google.

La búsqueda bibliográfica se limitó hasta el año 2018 y 
se exploró la producción científica sobre el tema. Se uti-
lizaron los términos del Medical Subject Headings (MeSH).

Las figuras fueron reproducidas bajo los términos de 
Creative Commons que permiten su uso no comercial siem-
pre que el trabajo original sea citado en forma apropiada.

1. Introducción

Las fosfatasas alcalinas (ALP) forman una gran fa-
milia de enzimas glicoproteicas. Esta es una familia 

muy antigua desde el punto de vista filogenético y está 
ampliamente distribuida en la naturaleza. Se encuen-
tran en muchos organismos desde las bacterias hasta 
el hombre, incluyendo procariotas y eucariotas, con la 
excepción de algunas plantas superiores (1).

Su localización celular sugiere su participación en el 
movimiento de moléculas través de la membrana celular. 
A nivel óseo se expresa en la membrana del osteoblasto 
cuando éstos se diferencian a partir de las células proge-
nitoras; en el hígado se la encuentra en la membrana lu-
minal de las células epiteliales de los canalículos biliares; 
en el riñón, principalmente en la membrana apical de los 
túbulos contorneados proximales y en menor medida en 
los distales; en el intestino, en la membrana apical de los 
enterocitos, y en la placenta, en el sinciciotrofoblasto (2).

En los seres humanos es una enzima ubicua, loca-
lizada en diversos tejidos con roles fisiológicos no del 
todo claros. Cataliza la hidrólisis de una gran variedad 
de monoésteres fosfóricos a pH alcalino.

Algunos autores consideran que la vida media de la 
enzima es de siete días y sus valores de referencia en 

1 are more abundant in liver, bones, white blood cells and kidney. Chromosome 2-derived isoenzymes 
(intestinal, placental, and placental-like forms) show differences among themselves in both syntheses 
from tissues and chemical structures. Macroenzymes are enzyme associations to non-enzymatic com-
ponents (immunoglobulin, lipoprotein, plasmatic membrane segments), such as bile macroenzyme. 
Hyperphosphatasemia is a disorder that features elevated alkaline phosphatase (ALP) total activity 
blood levels, either due to physiological causes such as pregnancy and growth or due to pathological 
circumstances in response to hepatobiliary, bone, neoplastic or idiopathic disease. Several clinical 
situations show hyperphosphatasemia, due to the increase of some of the isoenzymes, isoforms or ma-
croenzymes. The study of these fractions of ALP facilitates the determination of its origin in case of an 
increase in the total activity of the ubiquitous enzyme, which contributes to a more precise diagnosis.

Keywords: Alkaline phosphatase; Hyperphosphatasemia; Isoenzymes

Fosfatase alcalina: características gerais e determinação sérica 

Resumo

A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima de membrana amplamente distribuída no organismo humano. 
Seu papel fisiológico ainda está em estudo e intervém na catálise hidrolítica de monoésteres do ácido 
ortofosfórico em meio alcalino na presença de cátions bivalentes. Sua atividade total é representada 
por múltiplas formas, incluindo isoenzimas, isoformas e macroenzimas. As isoenzimas são o produto 
de diferentes genes ancestrais que provêm de diferentes cromossomos, enquanto as isoformas são o 
produto de vários genes localizados em diferentes loci de um cromossomo, que apresentam um padrão 
de glicosilação pós-traducional diferente. Os originários do cromossomo 1 são mais abundantes no fí-
gado, ossos, glóbulos brancos e rins. As do cromossomo 2 (intestinal, placentária e símile placentária) 
apresentam síntese tecidual e estrutura química diferenciais entre si. Macroenzimas são associações 
da enzima com componentes não enzimáticos como imunoglobulinas, lipoproteínas ou com frações de 
membrana plasmática no caso da macroenzima biliar. A hiperfosfatasemia é a elevação total da ativida-
de da ALP em soro, seja por causas fisiológicas como gravidez e crescimento; ou em circunstâncias pa-
tológicas em resposta a doenças hepatobiliares, ósseas, neoplásicas e idiopáticas. Inúmeras situações 
clínicas ocorrem com a hiperfosfatasemia, devido ao aumento de algumas das isoenzimas, isoformas 
ou macroenzimas. O estudo dessas frações da ALP facilita a determinação de sua origem diante de um 
aumento na atividade total da enzima ubíqua, o que contribui para um diagnóstico mais exato.

Palavras-chave: Fosfatase alcalina; Hiperfosfatasemia; Isoenzimas 
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el suero varían no solo según el estado fisiológico del 
paciente, sino también debido al método utilizado para 
su determinación (3).

La actividad total de la ALP está representada por 
las diferentes formas de presentación de la enzima en: 
isoenzimas (formas múltiples), isoformas y macroenzi-
mas (4).

1.1. Nomenclatura

Su denominación o nomenclatura responde a cada 
una de las formas internacionalmente aceptadas: 

•	 Sistemática, considera la reacción en la que inter-
viene. Permite identificar a la enzima y conocer la 
reacción que cataliza: “monoéster-ortofosfórico-
fosfohidrolasa o fosfohidrolasa monoéster orto-
fosfórica”.

•	 Recomendada, se trata de un nombre trivial, gene-
ralmente una simplificación del anterior: “alkaline 
phosphatase” (inglés) o “fosfatasa alcalina” (caste-
llano).

•	 Abreviada, corresponde a las siglas internacio-
nalmente aceptadas que identifican a la enzima: 
“ALP” o “FAL”.

•	 Numérica, relacionada con la clasificación in-
ternacional de enzimas. Consta de las letras EC 
(Enzyme Commission) seguidas de cuatro números 
separados por un punto. Los tres primeros núme-
ros indican la pertenencia de la enzima a una de-
terminada clase (hidrolasa), subclase (esterasas) 
y grupo (phosphoric monoester hydrolases). El cuarto 
número indica el orden que ocupa la enzima en 
su grupo. Así la nomenclatura numérica de la 
ALP será: “EC 3.1.3.1.” (5).

En resumen, su denominación es: fosfohidrolasa 
monoéster ortofosfórica (ALP-E.C.3.1.3.1) y debido a la 
gran cantidad de reacciones en las que está involucra-
da, se la considera como una gran familia o superfami-
lia. Por esta razón, frecuentemente son subclasificadas 
en grupos, por organismo y por sustrato utilizado (6). 

1.2. Estructura

La ALP es una glicoproteína tetramérica que pertene-
ce a una gran familia de proteínas unidas a las membra-
nas celulares mediante un grupo glicano-fosfatidil-inosi-
tol carboxilo terminal (7). Generalmente confinadas a 
la superficie celular, son liberadas a la circulación como 
un dímero con dos sitios activos simétricos, homodimé-
ricos (8). En las Figuras 1, 2 y 3 se muestran las imágenes 
tridimensionales de la estructura del monómero, díme-
ro y tetrámero de ALP, obtenidas por cristalografía.

Son metaloenzimas, codificadas por una familia 
multigénica, que contiene tres iones metálicos en el 
sitio catalítico: dos de zinc (Zn2+) y uno de magnesio 
(Mg2+), necesarios para la actividad enzimática (9). Sin 
embargo, estos iones metálicos también contribuyen 
sustancialmente a la conformación del monómero ALP 
y regulan indirectamente las interacciones subunidad-
subunidad del dímero (10).

La estructura primaria de las ALP, las que se han elu-
cidado en forma completa, demuestran una alta conser-
vación entre especies. En los mamíferos, la sola sustitu-
ción por dos Hys en Asp-153 y Lys-328, es la responsable 
del incremento de su actividad de 20 a 30 veces con res-
pecto a la de las bacterias (11).

Figura 1. Estructura tridimensional del monómero de ALP  
(isoforma hepática). 

Extraído de la referencia 15.

Figura 2. Estructura tridimensional del dímero de ALP (isoenzima placentaria).
Extraído de la referencia 14.
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El reconocimiento de que la ALP pertenece a la cate-
goría de moléculas que se localizan en las membranas ce-
lulares a través del GPI por el carboxilo terminal y que una 
fosfolipasa libera a la ALP como dímero a la circulación y 
proporciona las bases para comprender la generación de 
las diferentes isoenzimas observadas en el suero en distin-
tas situaciones, ya sean patológicas o no (13) (14).

1.3. Acción catalítica y biológica

La ALP cataliza la hidrólisis de monoésteres del áci-
do fosfórico al intervenir en los procesos de hidrólisis 
y transfosforilación (15); esta última reacción, en pre-
sencia de grandes concentraciones de aceptadores de 
fosfato (Fig. 4).

Se conservan los mecanismos catalíticos cuando se 
comparan las ALP de mamíferos y bacterias. Las ALP 
de mamíferos tienen mayor actividad específica, el pH 
óptimo de acción es más alcalino, muestran menor es-
tabilidad térmica, están unidas a la membrana celular 
y son inhibidas por L-aminoácidos y péptidos a través 
de un mecanismo no competitivo. Estas propiedades, 
sin embargo, difieren notablemente entre las diferentes 
isoenzimas de ALP encontradas en los mamíferos, y pro-
bablemente reflejen distintas funciones biológicas (16).

Es importante destacar que las ALP tienen homolo-
gía con un gran número de otras hidrolasas y, por lo 
tanto, son parte de una superfamilia de enzimas con 
algunas propiedades catalíticas y especificidades de 
sustrato superpuestas (17). Hidrolizan fosfatos unidos 
a nucleótidos, proteínas, y muchos otros sustratos, a 
pH entre 8 y 11 y en presencia de iones Zn2+ y Mg2+ 
y ocasionalmente de Co2+. Su reacción catalítica se da 
en dos pasos: en el primero se genera un intermedia-
rio covalente de fosfoserina y en el segundo se produce 
un ataque nucleofílico (en medio acuoso o alcohólico) 

La estructura secundaria de las ALP consiste en dos 
cadenas polipeptídicas idénticas que, al plegarse, forman 
regiones con estructuras secundarias basadas principal-
mente en hélices alfa y vueltas beta, con algunas zonas 
aleatorias plegadas fuertemente en espiral. Debido a su na-
turaleza homodimérica, su peso molecular puede variar, 
dependiendo del organismo o tejido involucrado, desde 
35 000 kDa (intestino de camello) hasta 494 000 kDa (cé-
lulas de linfoma de Hodgkin humano) (12).

A nivel celular las ALP se unen como un tetrámero 
a la membrana plasmática a través de un glicosil-fosfati-
dil-inositol (GPI) que se agrega post-traduccionalmen-
te a la cadena peptídica naciente en una reacción de 
transamidación (Fig. 3). Esto implica la eliminación de 
un tramo de 29 aminoácidos hidrofóbicos del extremo 
carboxilo y la transferencia concomitante del anclaje 
GPI premontado al nuevo aminoácido carboxiterminal 
(Asp48) (9).

Centro activo: zinc

Glicosil fosfatidil 
inositol

Fosfatasa 
alcalina

Membrana plasmática

Figura 3.Estructura tridimensional del tetrámero de ALP  
(isoenzimas TNS, PLAP, IALP).
Extraído de la referencia 15.

Figura 4. Reacción catalítica de hidrólisis y transfosforilación. 
Extraído de la referencia 1.
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para liberar un fosfato inorgánico y un nuevo fosfoéster 
o especie libre (18).

Para que la ALP pueda ser activada se necesita de 
cationes divalentes. Ejemplos de éstos son el Mg2+, Zn2+, 
Mn2+, Ca2+ y Co2+. A nivel celular, la ALP necesita de los 
iones Mg2+, Zn2+, Mn2+ cuando su actividad se da en el 
citoplasma y a los demás iones se los ha involucrado en 
la actividad de ALP unida a membrana. A mayor con-
centración disponible de estos iones, mayor es la activi-
dad de la enzima, salvo para el caso del Zn2+ con el que 
se observa una acción inversa.

Para casi todas las ALP de las que se ha elucidado 
completamente su estructura, se involucra la coordina-
ción de dos iones Zn (Zn1 y Zn2) y uno de Mg en la 
vecindad del centro activo, separados por distancias ca-
racterísticas de acuerdo a la especie. En la primera etapa 
de hidrólisis, el Zn1 coordina el oxígeno del enlace éster 
ortofosfórico, mientras que Zn2 lo hace durante la hi-
drólisis del intermediario fosfoseril. Los datos publicados 
sugieren una cooperatividad entre estos iones que pare-
ce favorecer el ambiente electropositivo necesario para 
la hidrólisis de los grupos fosfato y la perfecta conforma-
ción de la ALP para realizar la catálisis (Fig. 1) (Fig. 2).

Más aún, la «promiscuidad» para hidrolizar fosfomo-
no o fosfodiésteres observada en algunos miembros de la 
superfamilia de las ALP es consecuencia de las interaccio-
nes establecidas entre algunos residuos de aminoácidos 
del centro activo con los átomos de oxígeno del grupo 
fosfato y el agua de coordinación asociada al ion Mg2+. 
El Co2+ es el único metal que puede sustituir al zinc en 
forma dependiente de la dosis y del pH, aunque también 
puede sustituir al Mg2+. Esta sustitución disminuye o au-
menta la actividad de ALP de acuerdo a la especie (19).

La función biológica de la ALP en los seres humanos 
no es del todo conocida; se ha estudiado su participación 
en: el transporte de lípidos a través de membrana, pro-
cesos de calcificación y resorción ósea, la detoxificación 
a nivel hepático, la formación de la bilis, el metabolismo 
ribonucleoproteico y en el metabolismo de fosfatidileta-
nolamina, del pirofosfato y del piridoxal fosfato (1) (20).

En consideración a la función catalítica de la ALP, 
ésta interviene en la hidrólisis de una gran variedad de 
ésteres fosfóricos a pH alcalino; su función biológica se 
relaciona a ésta y a las ubicaciones celular y tisular de 
la enzima. A nivel de los epitelios del canalículo biliar, 
intestino y riñón, interviene en los procesos de transpor-
te de membrana que están implicados en la formación 
de la bilirrubina, en el transporte de lípidos y en la de-
toxificación hepática principalmente. En los osteoblastos 
participan en los procesos de calcificación del osteoide 
y su aumento es indicador de actividad osteoblástica. A 
nivel del intestino se le atribuye una función protectora 
al reforzar la función de la barrera intestinal y en la de-
terminación de la composición de la microbiota, a través 
de su capacidad para desfosforilar el lipopolisacárido de 
la pared bacteriana (21).

1.4. Variantes moleculares 

En los seres humanos son los cromosomas 1 y 2 los que 
codifican para la síntesis de la familia de las ALP (13).

En el brazo corto distal del cromosoma 1 (p34-p36) 
se encuentra el gen que codifica para la ALP inespecífi-
ca de tejido; éste codifica a una familia de proteínas con 
glicosilación diferencial (en el aparato de Golgi) que da 
lugar a las isoformas específicas de tejido que difieren 
entre sí solo por la modificación postraduccional antes 
mencionada. Estas isoformas de ALP están presentes en 
todo el organismo, siendo más abundantes en el tejido 
hepático, esquelético y renal. En consecuencia, se de-
nominan ALP hepática o L (liver) (ALPL); ALP ósea o 
B (bone) y de riñón o K (kidney), o en forma colectiva 
considerando a estas tres más otras como isoenzimas de 
ALP no específicas de tejido (TNSALP) (22) (23).

Las evidencias que se pueden citar acerca de que 
estas isoformas son productos de un mismo gen son: 
a) la actividad de las 3 isoenzimas está deprimida en la 
hipofosfatasia autosómica recesiva; b) muestran similar 
termoestabilidad y sensibilidad a inhibidores; c) presen-
tan reactividad inmunoquímica cruzada; d) muestran 
un patrón electroforético luego de la digestión por neu-
raminidasa (2) (24).

En el brazo largo del cromosoma 2 (q34-q37) se 
encuentran los tres genes que se expresan de manera 
específica en los tejidos y producen las otras tres isoen-
zimas: intestinal, placentaria y símil placentaria o de 
células germinales. La estrecha asociación de estos tres 
loci presumiblemente refleja su ascendencia evolutiva 
común. Estos tres últimos genes y sus productos tienen 
correspondientemente secuencias similares de bases 
y aminoácidos; estas similitudes son particularmente 
marcadas en el caso de ALP placentaria y de células ger-
minales que difieren en solo 7-10 residuos de aminoá-
cidos (98% de homología). Las fosfatasas alcalinas in-
testinales y no específicas de tejido presentan una baja 
relación estructural (homología del 56,6%) (23). 

La homología entre las isoenzimas placentarias e 
intestinales es del 86,5%, comparten ciertos determi-
nantes antigénicos, termoestabilidad y sensibilidad a 
inhibidores, pero presentan diferencias en la corrida 
electroforética. Por ello se planteó que debían ser origi-
nadas en genes diferentes, los cuales han sido identifi-
cados en el cromosoma 2 (13).

A continuación, en la Figura 5 se describen las formas 
de presentación de las ALP en suero y otros fluidos bio-
lógicos humanos. El estudio de las isoenzimas, isoformas 
y macroenzimas de una misma enzima permite aumen-
tar el conocimiento del origen o ubicación (órgano-es-
pecificidad) frente al aumento de la actividad total de la 
enzima ubicua, y favorece una orientación diagnóstica 
más precisa. Así se puede postular que: “El estudio de las 
isoenzimas de una enzima aumenta la especificidad diag-
nóstica en relación al estudio de su actividad total”.
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1.4.1. Isoenzimas e isoformas de la fosfatasa alcalina

En la bibliografía se usan indistintamente los términos 
isoenzimas, formas múltiples e isoformas. De manera más 
rigurosa la palabra “isoenzima” se aplica a las proteínas 
especializadas como enzimas, que catalizan la misma re-
acción, tienen similar especificidad de sustrato y diferente 
estructura molecular, y se las reconoce como formas múl-
tiples de una enzima. Así, las isoenzimas están codificadas 
por diferentes genes, mientras que las “isoformas” son 
productos del mismo gen con modificaciones después de 
la traducción (20).

En particular la ALP presenta cuatro isoenzimas se-
gún el sitio o tejido de expresión: no específica de tejido 
(TNS-ALP), intestinal (I-ALP), placentaria (PALP) y de 
origen neoplásico (25). Los loci para las isoenzimas TNS-
ALP se encuentran cerca del extremo distal del brazo cor-
to del cromosoma 1 y para las isoenzimas I-ALP y PALP 
están ubicados cerca del extremo del brazo largo del cro-
mosoma 2 (23).

•	 Isoenzima de la fosfatasa alcalina no específica de 
tejido de la ALP (TNS-ALP) 
Representa a una familia de proteínas con igual es-

tructura primaria pero diferente grado de glicosilación. 
Esta modificación postraduccional se desarrolla en el 
aparato de Golgi, donde se le adiciona un número di-
ferente de moléculas de hidratos de carbono (ácido 
siálico principalmente) dando lugar a las isoformas es-
pecíficas de tejido de la isoenzima inespecífica de teji-
do. Estas isoformas de ALP están presentes en todo el 
organismo, pero son más abundantes en el tejido hepá-
tico o L (liver, L-ALP) y esquelético o B (bone, B-ALP); 
se encuentran también sintetizadas por el tejido renal, 
y están ubicadas en la membrana apical de los túbulos 

contorneados distales, y en los leucocitos circulantes. Si 
bien aún se encuentran en estudio, se ha observado que 
podrían ser sintetizadas también por otros tejidos (22).

•	 Isoforma hepática (L-ALP)
	 Se expresa en el hígado, en la membrana de los ca-

nalículos biliares. En condiciones fisiológicas su pre-
sencia en el plasma deriva de la membrana sinusoi-
dal de los hepatocitos. 
Respecto a la función de la isoenzima hepática, se 

la relaciona al transporte de colina a través de la mem-
brana canalicular de los hepatocitos y en la superficie 
luminal de las células epiteliales biliares (26).

Un aumento sérico de la L-ALP se encuentra princi-
palmente ligado a desórdenes hepatobiliares. 

En los trastornos obstructivos, la alteración en la ex-
creción normal de la bilis sería la causa de la regurgita-
ción de la ALP dentro de la circulación vía los sinusoides 
hepáticos. La colestasis, patología que presenta ausencia 
o alteración del flujo normal de la bilis hacia el duodeno, 
también estimula la síntesis de ALP por las células de los 
ductos biliares. Así, el aumento sérico de la L-ALP es un 
indicador sensible pero no específico de colestasis (extra 
e intrahepática). Se observan también aumentos séricos 
de esta isoforma en todos los estadios de los procesos in-
flamatorios hepáticos: hepatitis, lesiones parenquimato-
sas tanto malignas primarias como metastásicas y en las 
lesiones hepáticas inducidas por drogas (27).

En condiciones patológicas, los mecanismos impli-
cados en la regurgitación de la ALP desde el hígado 
son bastante complejos. Por ejemplo, en la colestasis se 
observa una síntesis de novo de L-ALP que contribuye 
a aumentar las cantidades de la enzima activa que re-
gurgitan desde la membrana canalicular por procesos 

Figura 5. Asignaciones cromosómicas, variantes moleculares y expresión fisiológica y patológica  
principal de genes que codifican para las fosfatasas alcalinas humanas.

Extraído de la referencia 13.
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transcelulares o por vía paracelular hacia la circulación. 
La principal fuente plasmática de la L-ALP es: en los 
procesos colestáticos derivada de la membrana canali-
cular, y en los trastornos del parénquima hepático, la 
membrana apical de los hepatocitos (28).

•	 Isoforma ósea u osteoblástica (B-ALP) 
Se expresa en la membrana del osteoblasto cuando és-

tos se diferencian a partir de células progenitoras y es se-
cretada a la circulación y forma parte de los marcadores 
bioquímicos utilizados en el estudio del recambio óseo, 
es el más frecuentemente utilizado y estudiado como 
marcador del recambio y del remodelamiento óseo.

Se considera que la B-ALP favorece la mineralización 
ósea mediante la eliminación de los inhibidores de la 
cristalización; así es capaz de unirse a proteínas de la 
matriz extracelular (colágeno principalmente), propor-
cionando un mecanismo para la fijación de los osteo-
blastos al cartílago, favoreciendo la calcificación. Es una 
importante promotora de la mineralización porque ca-
taliza la hidrólisis de pirofosfato (PPi) disminuyendo las 
concentraciones de este inhibidor de la calcificación, 
aumentado los niveles de fosfatos (Pi) (29).

La elevación sérica de B-ALP se produce en períodos 
del crecimiento óseo, en fracturas, deficiencia de vitamina 
D y osteomalacia. Se observaron también aumentos de B-
ALP en los procesos de osteoporosis, hiperparatiroidismo, 
osteodistrofia renal y neoplasias o metástasis óseas (30).

•	 Isoenzima intestinal de la fosfatasa alcalina (I-ALP)
La I-ALP se expresa ligada a la membrana apical del 

ribete en cepillo de los enterocitos, es una ectoenzima 
unida a la membrana con borde en cepillo. Es expre-
sada y secretada por las células epiteliales intestinales y 
permanece activa dentro de la membrana de la mucosa, 
así como en la luz intestinal luego de la ingestión de 
una comida rica en grasas. Es secretada tanto hacia la 
luz intestinal como hacia el plasma, y se halla en estos 
sitios de manera soluble en lugar de anclada a la mem-
brana. La forma soluble, probablemente por descama-
ción celular, se incrementa a lo largo del intestino. La 
expresión de I-ALP se encuentra en todo el intestino, 
pero es más alta en el duodeno. Su actividad de fosfata-
sa es más alta en el íleon terminal y su expresión en el 
intestino aumenta durante la inflamación. Se secreta en 
el suero, donde permanece biológicamente activa (31).

En seres humanos la actividad plasmática de ALP 
varía según el grupo sanguíneo. Los enterocitos de 
pacientes del grupo A fijan ávidamente a la isoenzima 
intestinal, por ello una fracción muy pequeña de la acti-
vidad plasmática de ALP se debe a dicha isoenzima. Los 
enterocitos de pacientes del grupo B o del grupo 0 fijan 
menos a la IALP teniendo esta isoenzima más impor-
tancia en la actividad plasmática total de ALP. Normal-
mente menos del 10% del valor de actividad de ALP en 
circulación se debe a la I-ALP (32).

Una de las principales funciones de la I-ALP es la 
de intervenir en la detoxificación de los lipopolisacá-
ridos bacterianos para controlar la inflamación intesti-
nal (33). Otras de sus acciones fisiológicas incluyen: la 
regulación de la secreción de bicarbonato y del pH de 
la superficie duodenal; la modulación de la absorción 
intestinal de los ácidos grasos de cadena larga; la regula-
ción de las comunidades microbianas y su translocación 
a través de la barrera intestinal y la desfosforilación de 
ATP liberada de tejido dañado (34). Su concentración 
catalítica en el intestino está regulada no solo por los 
procesos inflamatorios, sino también por la nutrición, 
los procesos digestivos y el crecimiento durante el desa-
rrollo corporal (35).

 La I-ALP sérica, producida por los enterocitos y libe-
rada al torrente circulatorio, se metaboliza rápidamen-
te en el hígado. El clearence se encuentra disminuido en 
la cirrosis y en la hipertensión portal (34).

• Isoenzima placentaria de la fosfatasa alcalina (PLAP)
Está presente en condiciones fisiológicas en el suero 

de las embarazadas. Su expresión está regulada por va-
rios genes fetales en el sinciciotrofoblasto de la placen-
ta. Existe producción de esta isoenzima por la placen-
ta desde el implante del embrión, lo que se evidencia 
como un aumento sérico a partir de la semana 10 de 
gestación. A partir de este momento el aumento de la 
actividad total de la ALP en el suero materno se debe a 
la producción de la PLAP. 

Esta isoenzima aumenta su producción a medida que 
avanzan las semanas de gestación. Comparativamente, 
está presente en concentraciones catalíticas tres veces 
mayores que las observadas en el suero de las mujeres 
no embarazadas, y permanece en el suero materno en-
tre una semana y hasta un mes postparto.

La isoenzima PLAP también presenta isoformas: P1 
y P2 que se diferencian como tales en el suero materno 
entre las semanas 15 y 26 del embarazo. Al final del se-
gundo trimestre la actividad PLAP está representada en 
un 90% por la isoforma P1 y en un 10% por la isoforma 
P2, ambas producidas por en el sinciciotrofoblasto de 
la placenta (36).

Es de considerar que, durante la gestación en el sue-
ro materno además de la PLAP, también existe un au-
mento de la B-ALP. Esto se debe a que la formación de 
hueso materno aumenta durante embarazo, como una 
forma de acomodar el cuerpo de la embarazada al creci-
miento fetal y al parto. Se ha demostrado que entre las 
semanas 31 y 32 la B-ALP contribuye con un porcentaje 
mayor que la PLAP a la actividad total sérica de la ALP, 
lo que indica que la formación ósea materna puede ser 
más alta durante este período del embarazo (37) (38).

•	 Isoenzimas oncofetales de la fosfatasa alcalina 
En líneas generales se las puede definir como la ex-

presión inadecuada de isoenzimas de la ALP  en tejidos 
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neoplásicos. Se ha observado también con menor signi-
ficación clínica, la producción de las mismas en tejidos 
no tumorales (39).

Se sugiere que frente a valores inexplicablemente 
incrementados de ALP sérica, es importante descartar 
la presencia de las isoenzimas carcinoembrionarias u 
oncofetales, las cuales orientan al diagnóstico de enfer-
medades malignas o neoplásicas (20).

Existen múltiples variables de las ALP oncofetales: 
se citarán las que, según la bibliografía, han sido más 
estudiadas: Regan, Nagao y Kasahara (Fig. 3).

 –	 La isoenzima Regan fue la primera en descubrir-
se, está asociada al carcinoma broncogénico, y se puede 
encontrar en el suero de pacientes fumadores aparen-
temente sanos.

Es la expresión de la PALP en tejidos neoplásicos, 
por lo que su presencia en suero es la consecuencia de 
la reexpresión del gen que codifica para la PALP. 

Comparativamente con la PALP es prácticamente 
idéntica en los aspectos estructurales y físicos, a excep-
ción de su sensibilidad mayor a la inhibición con urea 
y de una movilidad electroforética brevemente enlen-
tecida. 

–	 La isoenzima Nagao se considera como la expre-
sión en neoplasias de células germinales de ALP (GC-
ALP). Está muy relacionada con la isoenzima Regan. De 
esto último surge la denominación conjunta (Regan y 
Nagao) de similplacentarias o PLAP-like. Está asociada a 
tumores de células germinales y es utilizada como mar-
cador bioquímico de seminoma (40).

A diferencia de la PALP y la Regan, la Nagao es más 
sensible a la inhibición con L-leucina (41).

En la bibliografía, además, se citan otras formas tam-
bién asociadas a neoplasias, sin homologías con las for-
mas Regan y Nagao (PLAP-like), encontradas y secreta-
das por los mismos tejidos tumorales que las anteriores, 
denominadas “no Regan” (42).

–	 La isoenzima Kasahara es la expresión inapropia-
da de la I-ALP en tejidos neoplásicos. Está relacionada 
con la isoenzima intestinal fetal que se sintetiza entre las 
semanas 20 y 25 de gestación. Si bien presenta diferen-
cias estructurales, posee propiedades catalíticas típicas 
de la I-ALP del adulto (43). Su presencia en el suero está 
asociada a hepatoma y a otros tipos de cánceres (44).

1.4.2. Macroenzimas de la fosfatasa alcalina

Se considera macroenzima a la formación de com-
plejos entre la isoenzima o isoforma de una enzima 
con inmunoglobulinas (Tipo I) u otras estructuras no 
inmunoglobulínicas (Tipo II) que, como consecuencia, 
presentan un peso molecular más alto y una vida media 
o un tiempo de recambio plasmático más largo que la 
forma que le dio origen (45).

Se sugiere la presencia de una macroenzima cuan-
do se observa un aumento persistente de la actividad 

total de la enzima en circulación, que no se asocia con 
los síntomas (46). Su falta de detección puede provocar 
errores de diagnóstico y la realización de pruebas inne-
cesarias o de procedimientos invasivos (47).

De la ALP se han estudiado los dos tipos de macroen-
zimas (48):

–	 Tipo I, conocida como “inmunocomplejos de 
ALP”, estructuralmente es una de las isoenzimas 
de ALP unida a inmunoglobulinas, y 

–	 Tipo II, conocida con el nombre de “biliar, he-
pática rápida o alfa 1 hepática”, está unida a es-
tructuras no inmunoglobulínicas (otras enzimas, 
fosfolípidos y/o proteínas). 

A la primera se la estudió asociada a alteraciones de 
tipo autoinmune y a la de tipo II se la relacionó con 
procesos obstructivos hepáticos (4).

2. Valor semiológico

En el suero de un individuo coexisten normalmen-
te más de una forma de presentación de la ALP. Las 
proporciones relativas de cada forma varían en función 
de diversos factores, principalmente la edad, el sexo y 
el estado fisiológico del organismo (49) y reflejan en 
general el estado funcional de sus respectivos órganos 
de procedencia. Si bien el papel fisiológico de la ALP es 
parcialmente conocido, su localización celular sugiere 
la participación en el movimiento de moléculas a través 
de las membranas.

En general se considera que la vida media o tiempo 
de recambio de la enzima en circulación es de hasta 7 
días (3), aunque otros autores indican que la misma es 
de 1-2 días, con mínima variación diurna (7). Las for-
mas que presentan mayor vida media son las isoenzimas 
intestinal y placentaria, y menor la isoenzima hepática, 
3 días (50).

Se han observado tiempos de recambio mayores; en 
estos casos es de considerar la vida de los osteoblastos, 
de 1 a 10 semanas (51).

Las formas múltiples de ALP de origen óseo y hepáti-
co se encuentran invariablemente presentes en el suero 
de cualquier persona y a ellas se debe la mayor parte de 
la actividad fosfatásica del suero (52). En el suero de un 
paciente adulto en ausencia de enfermedad se conside-
ra que más del 90-95% de la actividad total de ALP está 
representada por la isoenzima TNS, de origen hepático 
y óseo. También se debe considerar la contribución de 
la isoenzima intestinal que, si bien es poca, puede estar 
presente hasta en un 5-10%. La concentración catalítica 
de la ALP sérica varía considerablemente con la edad y 
en menor grado con el sexo. Se ha demostrado que los 
cambios en la actividad durante la infancia y la juventud 
se deben casi exclusivamente a la forma ósea (53).

La presencia de las isoformas hepáticas y óseas en el 
adulto es con predominio de la primera, conformándo-
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se: 70-80% a expensas de la isoforma hepática y 20-30% 
de la isoforma ósea. Desde el nacimiento hasta alcanzar 
la edad adulta se observa un cambio en la proporción de 
estas isoformas. En el niño en crecimiento es mayoritaria 
la presencia de la isoforma ósea, hasta alcanzar los por-
centajes antes enunciados en la edad adulta. Los cambios 
en el perfil isoenzimático con la edad se deben casi exclu-
sivamente a la forma ósea (54).

La interpretación de los resultados de la actividad sé-
rica de la ALP usando poblaciones de referencia adecua-
das es particularmente importante en niños; los límites 
de referencia difieren poco en los hombres y mujeres 
adultos entre las edades de 25 y 60 años (55). Luego de 
los sesenta años, los límites de referencia aumentan prin-
cipalmente en las mujeres, aunque los estudios no han 
sido consistentemente evaluados para la presencia de 
osteoporosis, que puede incrementar la actividad de la 
ALP sérica (56). Si bien la ALP contribuye a la minerali-
zación de la sustancia osteoide por parte del osteoblasto, 
con la consiguiente formación ósea, también media en la 
reabsorción llevada a cabo por los osteoclastos a través de 
la síntesis de citoquinas específicas (51).

Así, se ha observado que a partir de los 40 años existe un 
aumento gradual de valores de ALP con la edad y las mu-
jeres presentan valores ligeramente más bajos que los hom-
bres. Son de considerar también diferentes límites de refe-
rencia en relación con las mujeres pre y posmenopaúsicas, 
debido a la influencia hormonal en el recambio óseo (57).

Debido a que el aumento sérico de la actividad de 
ALP se puede corresponder con múltiples fuentes de 
origen y que no siempre aumenta por encima del rango 
de referencia en los procesos de osteoporosis y otras en-
fermedades metabólicas óseas, es que la ALP total no ha 
tenido un uso generalizado como marcador de remode-
lación ósea, como en cambio sí lo ha tenido el estudio 
de la isoforma ósea. La B-ALP es la verdadera marcado-
ra de la actividad osteoblástica; se localiza también en 
las vesículas de la matriz y participa del proceso de mi-
neralización proveyendo fósforo inorgánico (Pi). Este 
Pi es obtenido de la hidrólisis de los sustratos, como el 
PPi y de esta forma la B-ALP estimularía la formación 
de hidroxiapatita (58). En condiciones fisiológicas se 
requieren rangos de referencia separados para niños 
basados en la edad y el sexo (59). Un rango de referen-
cia único es adecuado para adultos mayores de 25 años 
(55). Debido al crecimiento y a una mayor actividad os-
teoblástica, existen dos picos máximos de actividad total 
de ALP: en neonatos, donde se observan aumentos entre 
2-3 veces el valor de referencia del adulto; y otro en la 
pubertad, con valores de hasta 7 veces el valor de referen-
cia del adulto. Algunos autores estiman que es alrededor 
de los 20 años cuando se alcanza el valor de actividad de 
ALP del adulto (60).

También en condiciones de salud, se requieren ran-
gos de referencia separados para las mujeres embara-
zadas. Se observa un aumento sérico de la actividad de 

la ALP total en mujeres adultas en edad fértil, en estado 
de embarazo (61). Los aumentos se corresponden con 
la aparición de la isoenzima PALP. En un embarazo nor-
mal, la actividad de ALP aumenta a partir del tercer mes, 
puede alcanzar hasta el doble hacia los 9 meses y per-
manece luego elevada hasta 1 mes después del parto; es 
en el tercer trimestre de embarazo donde la isoenzima 
placentaria cobra importancia (62).

Aproximadamente el 25% de la población sana ex-
presa la isoenzima intestinal y, normalmente, menos 
del 10% del valor de actividad de ALP sérica se debe a 
la I-ALP (26). En seres humanos la actividad sérica de 
la ALP varía según el grupo sanguíneo. En el período 
posprandial, individuos secretores de los grupos sanguí-
neos O y B presentan aumentos séricos de I-ALP. Los 
enterocitos de pacientes del grupo sanguíneo A fijan 
ávidamente a la isoenzima intestinal, por ello una frac-
ción muy pequeña de la actividad plasmática de ALP se 
debe a dicha isoenzima. En cambio, los enterocitos de 
pacientes de los grupo B u O fijan menos a la I-ALP y 
por eso esta isoenzima tiene más presencia en la activi-
dad sérica total de ALP (63).

La hiperfosfatasemia es la elevación de los niveles 
séricos de la actividad total de la ALP, ya sea por causas 
fisiológicas, como en el embarazo y en el crecimiento, o 
en circunstancias patológicas, en respuesta a enferme-
dades hepatobiliares, óseas, neoplásicas e idiopáticas; 
una de las causas más frecuentes e inocuas en lactantes 
y escolares es la hiperfosfatasemia transitoria benigna 
de la infancia (HFTBI) (3).

La forma renal de la ALP no ha sido identificada en 
el suero de ningún individuo sano y es rara su presen-
cia, incluso en casos de anomalías renales (64).

La actividad de la ALP puede encontrarse muy eleva-
da en enfermedades hepáticas primarias o secundarias, 
debido principalmente al incremento de la isoenzima 
hepática, ya que se encuentra alterada su síntesis o su 
eliminación biliar. 

El mecanismo del aumento de la ALP total en el sue-
ro de un paciente con trastornos hepatobiliares ha sido 
un tema de debate. Se ha demostrado de manera con-
vincente que se debe a un aumento de la síntesis de en-
zimas y no a una reducción de la excreción hepatobiliar 
de las mismas (65).

Se conoce que el aumento sérico de la actividad de 
las enzimas hepáticas es paralelo al aumento de la ac-
tividad de la ALP. Esto ocurre principalmente debido 
a la mayor traducción del ARNm de la ALP (mediada 
por el aumento de la concentración de ácidos biliares) 
y al aumento de la secreción de ALP en el suero a tra-
vés de la fuga canalicular hacia el sinusoide hepático. 
El mecanismo por el cual se libera a la circulación no 
está completamente dilucidado. Está descripto en la li-
teratura que las vesículas contienen ALP y otras enzimas 
unidas a las membranas sinusoidales y son éstas las que 
aparecen en el suero de pacientes con colestasis (66).
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Algunos de los valores más elevados de la actividad 
de ALP relacionada a trastornos hepatobiliares se han 
observado en pacientes con colestasis. Se define como 
colestasis a la disminución o ausencia del flujo biliar 
hacia el duodeno a causa de distintas etiologías, que 
conlleva una diferente metabolización de bilirrubina, 
colesterol y ácidos biliares. Uno de los principales atri-
butos clínicos de la ALP es su utilidad en el diagnóstico 
de enfermedad hepática colestásica. Por lo general, un 
aumento de cuatro veces el límite superior se observa 
en hasta el 75% de los pacientes con colestasis, ya sea 
intra o extrahepática. El grado de elevación no diferen-
cia a los dos tipos de colestasis (67).

En el cáncer primario de hígado o metastásico se 
elevan los niveles séricos de ALP por obstrucción local 
del conducto biliar y por un aumento de la salida de la 
isoforma hepática.

Los incrementos de la actividad sérica de ALP a ex-
pensas de la isoenzima ósea se presentan en la repa-
ración de fracturas y en patologías como hiperparati-
roidismo, osteomalacia, osteomielitis, enfermedad de 
Paget y neoplasias óseas.

Algunas isoenzimas de ALP que están relacionadas 
con neoplasias provocarían por síntesis un aumento de 
la actividad sérica total de la ALP. Una variante de la 
isoenzima placentaria llamada Regan se incrementa en 
neoplasias de pulmón, tracto gastrointestinal, ovario y 
útero. También se describe una variante denominada 
Nagao en seminoma y una conocida como Kasahara 
que se incrementa en algunos hepatomas.

La HFTBI, descripta en 1954, es una entidad be-
nigna y autolimitada en la cual se observa un despro-
porcionado y aislado aumento sérico de la actividad 
de ALP sin que exista una enfermedad ósea o he-
pática asociada (68). Un estudio registró una preva-
lencia de HFTBI del 2,8% en menores de 2 años. Se 
observa más frecuentemente en niños menores de 
5 años; casi la mitad de los casos se presentan en el 
segundo año de vida con una media de 16 meses, 
aunque se ha descripto en niños mayores e incluso 
en adolescentes (69).

Pese a no estar aún definido el mecanismo por el 
cual se produce este aumento desmesurado de ALP, se 
han postulado diversas teorías como: la destrucción ce-
lular, el aumento de su síntesis enzimática, la ruptura 
del anclaje de la enzima en la membrana y la disminu-
ción del aclaramiento plasmático.

La etiología de la HFTBI es desconocida, pero su ha-
llazgo en el contexto de virosis respiratorias y gastroin-
testinales, y su coincidencia temporal con anticuerpos 
contra distintos enterovirus, orienta a una probable 
etiología infecciosa (54). Otros autores asociaron la 
elevación transitoria de la ALP a un mal incremento 
pondo-estatural. Según la evidencia recogida en varios 
trabajos el 35% de los casos son diagnosticados en una 
evaluación de rutina (70). 

Descensos en la actividad sérica de ALP son de valor 
en el diagnóstico de la hipofosfatasia. Es una enferme-
dad ultra rara del metabolismo mineral óseo, autosómi-
ca recesiva, caracterizada por una extrema disminución 
de la actividad de la isoenzima TNS-ALP, debido a la 
existencia de mutaciones en el gen que codifica para 
la misma (71). Clínicamente, se caracteriza por el de-
sarrollo de hipomineralización esquelética y dental, 
junto con la frecuente aparición de manifestaciones 
extraesqueléticas. Su espectro fenotípico es muy varia-
ble y engloba una forma de afectación exclusivamente 
odontológica (odontohipofosfatasia) y 5 subtipos de 
afectación sistémica diferenciados según el momento 
de inicio de los síntomas, que puede ser fatal en neona-
tos e infantes (72).

Del resultado obtenido de la actividad de ALP total 
sérica, se debe conocer el aporte de las distintas isoen-
zimas, para aumentar la especificidad de órgano y rea-
lizar un diagnóstico diferencial ante aumentos de la 
actividad total.

3. Metodología para la determinación 
sérica

El estudio sobre las características de una enzima en 
particular da cuenta de su complejidad estructural, su 
eficiencia metabólica y hasta de su posición en la es-
cala evolutiva. En el caso de la superfamilia de la ALP, 
una enzima con actividad pleiotrópica distribuida am-
pliamente en todos los seres vivos, ha sido explotada 
como indicador biológico relacionado a diferentes pa-
tologías (73).

Su interés en la utilidad para la bioquímica clínica 
requiere un conocimiento profundo de las metodolo-
gías disponibles para su determinación en los fluidos 
biológicos, principalmente en el suero.

3.1. Material de muestra de elección

La determinación de ALP solo puede realizarse en 
suero o plasma heparinizado. La muestra se obtiene 
por venopunción, y es el suero recientemente obteni-
do y libre de hemólisis la muestra recomendada para 
el análisis. Como material de muestra nunca debe 
usarse plasma obtenido con anticoagulantes quelantes 
como oxalato, citrato y EDTA, ya que formarían un 
complejo con los iones divalentes necesarios para la 
actividad de la ALP (Mg2+ y Zn2+). En el caso de utili-
zarse plasma, éste deberá ser obtenido con heparina 
de litio, que resulta ser menos interferente que otros 
heparinatos. Otros cationes como: K+, Na+, Ni2+, Pb2+ 
y el Cr6+ que aunque no se encuentren asociados es-
tructuralmente de forma natural, pueden aumentar su 
capacidad catalítica (19).
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3.2. Estabilidad en la muestra
Las muestras deben mantenerse a temperatura am-

biente y analizarse lo más pronto posible, preferible-
mente antes de las 4 horas desde la punción venosa. 

Las diferentes formas moleculares de la ALP tienen 
una estabilidad similar en suero, a excepción de la 
forma placentaria que es mucho más estable, ya que 
se mantiene activa durante 4 semanas a 4 °C. El resto 
de las formas son estables durante 5 días a 4 °C. Para 
períodos más prolongados, se recomienda congelar la 
muestra a -20 ºC, dejándola una hora a temperatura 
ambiente tras la descongelación antes de proceder 
al análisis, para obtener una plena reactivación de la 
enzima. Es de considerar que la actividad de la ALP 
luego del descongelado puede presentar un leve in-
cremento (74).

3.3. Determinación de la actividad o concentración 
catalítica total

En la actualidad la metodología recomendada para 
la determinación de la actividad o concentración catalí-
tica de ALP se basa en métodos de monitoreo continuo 
o cinéticos. 

Dada su relativa inespecificidad de sustratos monoés-
teres fosfóricos, se han empleado numerosos sustratos 
diferentes para medir su actividad. De ellos, los más 
convenientes son los llamados cromogénicos, que ge-
neran un cambio de absorbancia al ser transformados 
en presencia de la enzima. 

Entre los sustratos cromogénicos, en la actualidad el 
recomendado por las diferentes escuelas [Sociedad Ale-
mana de Química Clínica - (DGKC) y Federación Interna-
cional de Química Clínica (IFCC)] es el 4-nitrofenilfosfa-
to. Entre las ventajas de este sustrato se observa que todas 
las isoenzimas de ALP presentan alta afinidad (75) (76).

A partir de este sustrato, se genera por acción hidro-
lítica fosfatásica el para (p) o 4-nitrofenol, que tauto-
meriza a pH alcalino formando un compuesto colorea-
do (amarillo), el p-nitrofenóxido, el que presenta un 
alto coeficiente de absortividad en el espectro visible. 
La formación de este último permite seguir de forma 
continua la velocidad de transformación del sustrato en 
producto por acción de la ALP, visualizado por el au-
mento de absorbancia a 405 nm. La reacción utilizada 
con fines analíticos en estudios cinéticos y de identifica-
ción de ALP se observa en la Figura 6.

La transferencia del grupo fosfato del sustrato pue-
de realizarse por hidrólisis simple o transfosforilación. 
Cuando es transferido a una molécula de agua se de-
nomina hidrólisis, y cuando el aceptor es algún com-
puesto que contenga un grupo amino o hidroxilo se 
denomina transfosforilación. 

En el caso de una transfosforilación los tiempos 
en que se desarrolla la reacción enzimática son me-
nores que los de la hidrólisis. Estos aceptores aumen-
tan notablemente la actividad de la ALP. Los más uti-
lizados son: el 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP) y la 
dietanolamina (DEA), capaces de incrementar la velo-
cidad de la reacción entre 2 y 6 veces en comparación 
con la hidrólisis simple. Estos compuestos tienen pKa 
cercanos a 10 por lo que, además de actuar como acti-
vadores y aceptores, son tampones efectivos del pH de 
la reacción.

En la actualidad, prácticamente se utilizan solo dos 
métodos para medir la concentración catalítica de la 
ALP. En ambos, el sustrato es el 4-nitrofenilfosfato, y 
difieren en el tampón aceptor: AMP (método reco-
mendado por la IFCC) y DEA (método recomendado 
por la DGKC) (75) (76). En la Tabla I se detallan los 
componentes recomendados por ambas escuelas y las 
diferencias entre ellos.

Figura 6. Reacción catalizada por la ALP sobre el 4-nitrofenilfosfato.
Extraído de la referencia 74.
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La metodología que incluye el buffer DEA, si bien pre-
senta algunas desventajas, reúne buenas condiciones en 
cuanto a la activación y capacidad tamponante; por tal 
razón la DGKC ha desarrollado su método optimizado a 
la temperatura de trabajo de 37 °C. 

En el método de referencia, recomendado por la 
IFCC, se introduce un exceso de los cofactores Mg2+ y Zn2+ 
junto con un compuesto quelante [N-hidroxietiletilendia-
minotriacético] (HEDTA)] de tal forma que permanece 
solo una pequeña concentración (óptima) de los cationes 
en forma libre. Dado que el exceso de cationes libres es 
inhibitorio y que determinadas impurezas del AMP o los 
componentes de las muestras pueden secuestrar peque-
ñas concentraciones de Zn2+, el sistema quelante-cationes 
se comporta también como un tampón cediendo o cap-
tando cationes en estas situaciones y manteniendo su con-
centración cercana a la óptima (77).

3.4. Identificación de las isoenzimas, isoformas 
y macroenzimas

La medida cinética de la actividad plasmática total de 
la ALP refleja cambios en la producción y liberación de 
la enzima y es una de las determinaciones más frecuen-
temente solicitadas al laboratorio clínico. Sin embargo, 
el estudio y cuantificación de las distintas fracciones 
que componen la actividad total, suelen ser cruciales 
para el diagnóstico y seguimiento de diversas patologías 
por el valor que aportan a la decisión médica. 

Se han utilizado métodos bioquímicos e inmunoló-
gicos diferentes para discriminar y analizar selectiva-
mente las diferentes ALP a nivel de enzima (actividad) 
y proteína (masa). Las características de la estructura 
terciaria y cuaternaria, así como la capacidad catalítica 
de las ALP, han sido explotadas para desarrollar técni-
cas para su identificación y cuantificación. 

 La ALP es una glicoproteína; se han encontrado 
algunos glúcidos unidos a su molécula representando 
en muchos casos alrededor del 20% del peso de la mo-
lécula madura (78). La porción glicosilada, la activi-

dad catalítica y el potencial antigénico de las diferen-
tes formas de presentación de las ALP, permitieron el 
desarrollo de técnicas inmunorradiométricas (IRMA), 
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELI-
SA) y ensayos de precipitación o electroforesis con 
lectinas (79). Surgieron así los diferentes métodos de 
separación y cuantificación desarrollados en base a las 
diferencias de las propiedades físicoquímicas (carga 
eléctrica, estabilidad térmica y química), catalíticas 
(especificidad por determinados sustratos e inhibido-
res) y antigénicas de las isoenzimas, isoformas y ma-
croenzimas de la ALP. A continuación se desarrollarán 
brevemente algunos de ellos.

3.4.1. Electroforesis

La separación electroforética sobre acetato de celu-
losa o agarosa, fundamentada en la separación por la 
carga eléctrica de las proteínas-enzimas enfrentadas a 
un campo eléctrico, permite una inspección global de 
todas las formas presentes en el suero y ofrece la posibi-
lidad de detectar las formas atípicas. 

Para la visualización y/o cuantificación de las formas 
se utiliza una reacción específica con un sustrato, un és-
ter monofosfórico como el alfa-naftil fosfato de sodio o 
el fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo, y un colorante 
que indique color en la zona de la reacción enzimática 
entre la isoenzima, isoforma o macroenzima presente y 
el sustrato, como los colorantes: fast-violet, fast-red o ni-
troazul de tetrazolio (62) (Fig. 7).

Debido a su baja resolución, esta técnica no diferen-
cia con nitidez a las formas mayoritarias de presenta-
ción de la ALP, las isoformas hepáticas y ósea, que se 
presentan como una sola banda en la zona de las alfa-
globulinas. Para mejorar la separación de ambas se uti-
lizan procedimientos de preincubación del suero. Uno 
de ellos es el pretratamiento con exo-alfa-sialidasa o 
adición de lectina de semilla de trigo en el soporte em-
pleado. Tanto la sialidasa como la lectina actúan sobre 

Tabla I. Componentes y diferencias entre los métodos  recomendados por la Federación Internacional de Química Clínica (IFCC) 
y por la Sociedad Alemana de Química Clínica (DGKC)

Componentes DGKC IFCC

Buffer activador DEA 1,0 M AMP 0.357 M

pH 9,8 10,4

Sustrato 4-nitrofenilfosfato 12 mM 4-nitrofenilfosfato 16,3 mM

Cofactor
Cloruro de magnesio 
 0,5 mM

Acetato de magnesio,  
2,04 mM

Sulfato de zinc 
1,02 mM

Sistema quelante ----- HEDTA 2,04 mM

AMP: 2-amino-2-metil-1-propanol, DEA: dietanolamina, HEDTA: ácido N-hidroxietiletilendiaminotriacético
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las cadenas glicosiladas de las formas ósea y hepática, 
provocando una migración diferencial sobre la base de 
su mayor (ósea) o menor (hepática) glicosilación (25).

La separación electroforética y su posterior cuantifi-
cación por densitometría complementándola o no con 
métodos de inhibición, tanto físicos como químicos, re-
sultan muy útiles para la identificación de las distintas 
isoenzimas de ALP.

3.4.2. Inactivación selectiva

Las enzimas son proteínas, y por tanto pueden des-
naturalizarse por los mismos mecanismos generales que 
las demás proteínas. Las formas de presentación de la 
ALP reaccionan de modo diferencial frente al calor o 
algunas sustancias químicas. De esta manera se genera-
ron métodos de identificación por inactivación selectiva 
térmica o inhibición selectiva por agentes químicos. Los 
métodos basados en la resistencia a la inactivación por 
calor o sustancias químicas se han empleado desde hace 
tiempo en el análisis de las isoformas, principalmente 
para diferenciar entre las formas hepáticas y óseas (23).

Desde el descubrimiento de la mayor termoestabili-
dad de la ALP de origen hepático respecto de la ósea 
se han desarrollado diferentes técnicas de inactivación 
selectiva que permiten obtener una estimación cualitati-
va o semicuantitativa de las proporciones relativas de las 
formas múltiples (L-ALP y B-ALP) presentes en el suero 
de un individuo (80).

Se mide la concentración catalítica de la ALP sérica 
antes y después del tratamiento con el agente inactivan-
te. Tratamientos térmicos permiten identificar a la P-ALP, 
isoenzima resistente al tratamiento a 65 °C durante 5 mi-
nutos y a la B-ALP, que es termosensible, ya que se inactiva 
cuando se enfrenta a 56 °C durante 10 minutos (81) (82).

Los inactivadores químicos utilizados fueron: urea, 
algunos aminoácidos (L-fenilalanina, L-triptófano, L-ho-
moarginina, L-leucina), levamisol e imidazol (83) (84). 
Estos métodos pueden ocasionar errores importantes por 
pequeñas diferencias de susceptibilidad térmica y grado 
de inhibición de las diferentes formas isoenzimáticas (85).

El éxito de las técnicas de inactivación diferencial, so-
bre todo la química, se debe a que constituyen un meca-

nismo sencillo y de baja complejidad para la evaluación de 
las formas predominantes de ALP presentes en el suero 
de un paciente. En el caso particular de la diferenciación 
entre L-ALP y B-ALP, debido a las pequeñas diferencias 
en termoestabilidad y grado de inhibición que presentan, 
requiere un control riguroso de las condiciones de inacti-
vación (temperatura, tiempo de exposición al agente in-
activante) y de la determinación de la actividad catalítica 
(pH, concentración de sustratos y cofactores).

3.4.3. Precipitación con lectina de germen de trigo

Esta lectina se une a los residuos de N-acetilglucosa-
mina y a los de ácido siálico, produciéndose una preci-
pitación de las distintas formas según contengan más o 
menos residuos glicosilados. Esta característica permite 
la separación de la isoforma ósea de la hepática, intes-
tinal y placentaria. Precipita aproximadamente el 80% 
de la forma ósea, afecta ligeramente a la forma hepática 
(10%) y no reacciona con las formas intestinal y placen-
taria. En caso de que se sospeche la presencia de la forma 
atípica biliar, debe incluirse Tritón X-100 al medio de re-
acción para evitar en lo posible la coprecipitación (86).

3.4.4. Inmunoanálisis

Los métodos disponibles en la actualidad se basan en 
la diferenciación antigénica de las fracciones resultan-
tes del grado variable en el contenido de ácido siálico y 
otros hidratos de carbono en la estructura de las isofor-
mas hepática y ósea. Debido a que la B-ALP es metabo-
lizada por el hígado, esta fracción puede aumentar en 
pacientes con enfermedades hepáticas. También puede 
haber alguna reacción cruzada de anticuerpos anti-B-
ALP con la L-ALP (56).

Con el uso de anticuerpos monoclonales específicos 
dirigidos contra la B-ALP, es posible separar la forma 
ósea de la hepática con menos de un 3% de reactividad 
cruzada. Esto ha permitido la comercialización de mé-
todos de determinación inmunológica de esta isoforma 
por radioinmunoanálisis y por enzimoinmunoanálisis. 
Existen métodos de enzimoinmunoensayos quimiolu-
miniscentes completamente automatizados para la de-
terminación de la concentración de la B-ALP que brin-
dan una mayor sensibilidad y especificidad diagnóstica 
que las logradas hasta ahora con los otros métodos ana-
líticos (87).

Conclusiones

La fosfatasa alcalina (ALP–EC 3.1.3.1) es una me-
taloenzima altamente glicosilada, con un papel fisio-
lógico parcialmente conocido. Su localización celular 
en la membrana plasmática sugiere su participación 
en el movimiento de moléculas a través de ella. Es-

Isoenzimas   B     HO   P            I      

Figura 7. Esquema teórico de una corrida electroforética de las iso-
enzimas de ALP (B: biliar, HO: hepático-ósea, P: placentaria e I: 

intestinal)
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tructuralmente, cuando se encuentra unida a la mem-
brana de las células que la sintetizan es un tetrámero, 
y una vez liberada es dimérica. Cataliza la hidrólisis 
de monoésteres de ácido fosfórico a pH alcalino, in-
terviniendo en los procesos de hidrólisis y transfosfo-
rilación. 

Es una enzima ubicua y su actividad sérica está re-
presentada por sus diferentes formas: isoenzimas, iso-
formas y macroenzimas. Las proporciones relativas de 
cada forma varían en función de diversos factores como 
la edad, el sexo y el estado fisiológico o patológico del 
individuo, reflejando el estado de los tejidos de proce-
dencia. Es muy abundante en los tejidos óseo y hepá-
tico; ambos, en condiciones fisiológicas, contribuyen 
mayoritariamente a la actividad total de la enzima en 
circulación.

La actividad sérica de la ALP se determina por méto-
dos de monitoreo continuo o cinéticos, en el espectro 
visible; el método de la IFCC es el de referencia. La ele-
vación de la actividad total se denomina hiperfosfata-
semia. Esta se puede presentar por causas fisiológicas 
como el embarazo y el crecimiento o en circunstancias 
patológicas, en respuesta a alteraciones hepatobiliares, 
óseas, neoplásicas o idiopáticas.

El estudio de las fracciones de la ALP, por las dife-
rentes metodologías disponibles, facilitaría conocer el 
origen del incremento de la actividad total de la enzi-
ma; además, aumenta la organoespecifidad del resulta-
do obtenido, lo que contribuye a un diagnóstico más 
preciso.
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