ACTA MEDICA PORTUGUESA 2003; 16: 395-400

FOSFATASE ALCALINA SERICA HUMANA
E ENVELHECIMENTO*

M.R.NEGRAO, M. J. MARTINS, E. RAMOS, H. BARROS, C. HIPOLITO-REIS, I. AZEVEDO
Servigos de Bioquimica (U-38 FCT), de Higiene e Epidemiologia. Faculdade de Medicina,
Universidade do Porto. Porto.

RESUMO/SUMMARY

Esta descrita uma relagdo inversa entre a idade e a
actividade da fosfatase alcalina (FA) em modelos
experimentais de envelhecimento. No presente
trabalho caracterizamos os niveis séricos da
actividade da FA humana, de acordo com a idade e
o sexo. A actividade sérica da FA foi determinada
em 203 individuos, residentes na area do Hospital
de S. Jodo, com idade igual ou superior a 40 anos.
No grupo dos homens (n=87) observou-se um
aumento da FA da quinta para a sexta década, que
estabilizou em seguida. O grupo das mulheres
(n=116) apresentou um ligeiro aumento da FA da
quinta para a sexta década, seguindo-se um
aumento acentuado apos os 69 anos de idade.
Obteve-se para a populagdo total uma correlagdo
positiva entre a actividade da FA sérica total e a
idade. A actividade sérica da FA parece ser um
biomarcador da idade no Homem.
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HUMAN SERUM ALCALINE
PHOSPHATASE AND AGEING

Background: In experimental ageing models an
inverse relationship between age and alkaline
phosphatase activity has been observed. Objective:
To characterize serum levels of alkaline
phosphatase activity in humans according to age
and gender. Methods: Serum alkaline phosphatase
was determined in a random sample of 203
community dwellers aged 40 or more years.
Results: In men (n=87) total serum alkaline
phosphatase markedly increased from the 5% to the
6" decade and then stabilized. For women (n=116)
there was a slight increase in total serum alkaline
phosphatase from the 5" to the 6™ decade,
followed by a bend upward after 69 years of age.
There was a significant positive correlation
between total serum alkaline phosphatase and age
for the whole population. Conclusions: Serum
alkaline phosphatase activity appears as a
biomarker of age in humans, similarly to what has
been described for experimental animal models.

Key-words: age; alkaline phosphatase; community study,; gender, enzyme
activity determination, specific isoenzyme inhibitors.
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INTRODUCAO

Ha mais de 70 anos que o doseamento da actividade
da FA (EC 3.1.3.1.; fosfo-hidrolase de mono-estéres
ortofosforicos, pH optimo alcalino) no soro sanguineo ¢é
utilizado na Bioquimica Clinica!-.

A FA representa um sistema de isozimas e isoformas.
As diferentes isozimas s@o codificadas por diferentes
genes ¢ modificagdes pos-tradugdo em cada uma delas
originam as varias isoformas. No Homem existem quatro
isozimas da FA: a FA tecidual ndo especifica (FAtne), a FA
intestinal (FAint), a FA placentaria (FApl) e a FA das célu-
las germinais. A FAtne encontra-se em quase todos os
tecidos sendo, no entanto, mais abundante nos rins, 0Sso
e figado. As outras trés isozimas da FA, embora a
especificidade relativamente ao tecido que lhes confere o
nome ndo seja absoluta, sdo conhecidas como isozimas
teciduais especificas e a designagdo de cada uma delas
reflecte o local de expressdo mais elevada'->.

A FA ¢ uma ecto-enzima que se liga ao exterior da
superficie celular por uma ancora de glicosilfosfatidili-
nositol>40. A libertacdo de cada uma das isozimas e
isoformas da FA para a corrente sanguinea, o lumen intes-
tinal ou a bile esta na dependéncia de situagdes fisiologi-
cas e patologicas. O mecanismo e a velocidade com que
as diversas isozimas da FA sdo eliminadas da circulagdo
sanguinea também condicionam os seus niveis séricos.
No soro humano encontram-se predominantemente a
FAtne hepatica e a 6ssea. A FApl aumenta no soro entre o
primeiro e o segundo trimestres da gravidez, observando-
se um aumento mais acentuado no terceiro trimestre. A
FAtne sérica de origem 6ssea aumenta, por exemplo, na
osteoporose, no raquitismo, na osteomalacia e na doenga
de Paget; a de origem hepatica aumenta em situagdes de
obstrugao biliar. Existe uma correlagdo entre o desenvol-
vimento de alguns tumores e niveis séricos de isozimas
ou isoformas da FA1-3.

A FA existe em muitos tecidos, como ja mencionado, e
num amplo leque de seres vivos, desde o Dictyostelium
discoideum até ao Homem, o que indicia uma fungéo fun-
damental. Contudo, o seu papel fisioldgico ndo esta ainda
totalmente esclarecido! 3.

Foi sugerido o envolvimento (directo ou indirecto) da
FA no transporte intestinal de lipidos’, no transporte re-
nal de fosfato8, na modulagdo da actividade da glicopro-
teina-P hepatica®!2, na modulagdo da captagio hepatica
de taurocolato'3, (resultados néio publicados de MJ Mar-
tins, MR Negrao, C Hipdlito-Reis, I Azevedo) e na inter-
nalizagdo de insulina pela barreira hemo-encefalica!#. Foi
demonstrada uma correlagao positiva entre a actividade
da FA por unidade de peso - no figado, nos rins, no
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duodeno e no jejuno - ¢ a extensdo da membrana plasmatica
apical por unidade de volume dos mesmos tecidos!>, o
que reforga a associagdo entre a FA e sistemas de trans-
porte.

Por outro lado, no estudo do envelhecimento foi en-
contrada uma correlacdo negativa entre a actividade da
FA e a taxa metaboélica. Curiosamente, mutagdes com re-
dugdo de fungdo nos genes age-1 e daf-2, que aumentam
bastante o tempo de vida dos vermes Caenorhabditis
elegans, sdo acompanhadas por uma diminui¢ao na acti-
vidade da FA'®. A actividade da FA aumenta drastica-
mente com a idade nos animais usados como grupo teste-
munho!®17, Adicionalmente, numa tentativa de identifi-
car biomarcadores sanguineos para o envelhecimento em
macacos rhesus, a FA surgiu como uma das cinco varia-
veis a ser considerada!®.

Na literatura encontram-se dados imprecisos, € por
vezes contraditorios, sobre os valores de FA sérica huma-
na em fun¢do da idade. Com o objectivo de clarificar a
relacdo entre a FA ¢ a idade (e o sexo) no Homem, avalia-
mos a FA sérica numa amostra aleatoria de 203 individuos,
residentes na area do Hospital de Sdo Jodo, com 40 ou
mais anos de idade.

MATERIAL E METODOS

Populaciio e amostras de sangue

Neste estudo participaram 203 individuos (87 homens
¢ 116 mulheres), aparentemente saudaveis, com 40 ou mais
anos de idade. Os individuos foram seleccionados pela
técnica de random digit dialling entre os residentes em
habitagdes com telefone cujo cédigo telefonico corres-
pondia a area do Hospital de S. Jodo. Os participantes
estavam integrados numa amostra mais larga avaliada no
ambito de um estudo comunitario - Projecto EPIcardis -
desenvolvido para avaliacdo de factores de risco na do-
enga coronaria. A taxa de participagdo foi de 70%!°. O
estudo foi autorizado pela Comissio de Etica do Hospital
de S. Jodo e todos os participantes deram o seu consenti-
mento informado. A colheita de sangue foi realizada apds
jejum nocturno. As amostras de soro foram obtidas por
centrifugacdo e armazenadas a —80°C até serem usadas.

Reagentes

p-Nitrofenilfosfato (p-NFF) (Sigma 104D), L-fenilalani-
na (P-2126) e levamisole (L.-9756) (adquiridos a Sigma-Al-
drich Quimica S.A., Alcobendas, Espanha). Os restantes
reagentes utilizados eram também de natureza analitica.

Actividade da fosfatase alcalina

A actividade sérica da FA foi quantificada a 37°C, ten-
do o p-NFF como substrato, conforme recomendado e fre-
quentemente usado!-2:7:12-15.20-22 A determinagdes
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enzimicas foram feitas, no minimo em duplicado, em con-
digdes de proporcionalidade em relagdo ao tempo de incu-
bagdo e ao volume das amostras.

A actividade da FA foi determinada em 500 UL do meio
de reacgdo, contendo Tris a 80 mmol/L (pH 10,4), MgCl, a
0,4 mmol/L e p-NFF a 2 mmol/L!%13, Foi quantificado o
efeito da L-fenilalanina ou levamisole (em concentragdes
finais de 2 mmol/L ¢ 0,81 mmol/L, respectivamente) na ac-
tividade da FA de todas as amostras, usando o meio de
incubagdo ja descrito. A reac¢do enzimatica foi iniciada
pela juncao de 50 UL de soro e parada, ap6s 15 minutos,
pela adicdo de 2 mL de NaOH a 20 mmol/L. A leitura da
absorvancia do p-nitrofenol formado foi realizada a 400
nm (Spectronic Genesys 5, Milton Roy, Rochester, NY,
Estados Unidos da América).

Uma unidade (U) de actividade da FA representa a
quantidade de enzima presente no soro que hidrolisa 1
mmol de p-nitrofenilfosfato (p-NFF) por minuto a pH 10,4
ea 37°C.

A actividade da FAtne foi calculada subtraindo ao
valor da actividade da FAtotal o valor da actividade recu-
perada na presenca de levamisole. Este farmaco ¢ um
inibidor especifico e potente da FAtne. A FAint foi obtida
de um modo analogo mas recorrendo ao valor de activida-
de recuperada obtido na presenga de L-fenilalanina, uma
vez que este aminoacido inibe a FAint!-412.20.21

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média aritmética
+ desvio padrdo. O significado estatistico das diferencas

entre as médias foi avaliado pelo método do ¢ de Student
ndo emparelhado e por analise de variancia.

RESULTADOS

Na Quadro I mostra-se a variagdo da actividade da FA
sérica humana de acordo com a idade e o sexo.

Relativamente a populagdo total, observou-se que a
FAtne aumenta gradualmente com a idade. A FAtotal tam-
bém aumentou com a idade (p<0,001), embora se tenha
observado patamar entre os 59 e 0s 69 anos de idade devi-
do ao facto de a FAint estabilizar a partir dos 59 anos.

No grupo dos homens (n=87), a FAtotal aumentou acen-
tuadamente da quinta para a sexta década, tendo estabili-
zado nas faixas etarias seguintes. A FAtne aumentou sem-
pre com a idade, embora o aumento tivesse sido mais acen-
tuado da quinta para a sexta década. A FAint aumentou
da quinta para a sexta década, diminuindo em seguida. A
FAtotal e a Tatne apresentaram uma variagao significativa
com aidade (p=0,001 e p(0,001, respectivamente).

No grupo das mulheres (n=116), a FAtne aumentou
sempre com a idade, embora o aumento tenha sido mais
acentuado apos os 69 anos (p=0,01). A FAtotal também
aumentou com a idade (p=0,009), embora se note um pata-
mar entre os entre 0s 59 e os 69 anos de idade devido ao
facto de a FAint estabilizar (diminuindo ligeiramente at¢)
naquela faixa etaria.

Para a populagéo total, para o grupo dos homens e
para o grupo das mulheres, observou-se uma correlagéo
positiva significativa entre a FAtotal e a idade (Figura 1).

Quadro I - Fosfatase alcalina (FA) no soro humano (média aritmética + desvio padrdo). Actividade da FA total (FAtotal), da FA

tecidual ndo especifica (FAtne) e da FA intestinal (FAint) de acordo com a idade e o sexo.

Idade n

(anos)

FAtotal (U/L)

FAtne(U/L) FAint (U/L)

40-49 62 26 36

50-59 59 21 38

60-69 52 20 32

>69 30 20 10

16,50+5,05 15,80+4,18 17,00+5,60 11,60+4,08 10,90+2,99 12,10+4,63 4,50+1,99 4,50+2,06 4,50+1,96

20,10+5,65 21,20+4,97 19,40£5,96 13,70+4,16 14,40+3,54 13,30+4,49 5,80+3,03 6,10+3,92

20,00+7,58 21,40+7,78 19,20+7,44 14,80+5,66 15,20+4,78 14,60+6,18 5,20+2,97 5,50+3,77 5,00+2,38

21,9046,18 20,90+5,84 23,90+6,68 16,40+4,54 15,50+3,70 18,10£5,80 5,60+2,34 5,20+2,29 6,30+2,37

Uma unidade (U) de actividade da fosfatase alcalina (FA) representa a quantidade de enzima presente no soro que hidrolisa Immol de p-nitrofenilfosfato
(p-NFF) por minuto a pH 10,4 e a 37°C. A actividade da FA foi quantificada adicionando 50 UL de soro ao meio de incubagdo [num volume final de 500 uL

contendo Tris a 80 mmol/L (pH 10,4), MgCl, a 0,4 mmol/L e p-NFF a 2 mmol/L].
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Fig. 1- Distribui¢do da actividade fosfatasica alcalina sérica total (U/L) com
a idade (anos), na populagdo total (n=203), nos homens (n=87) e nas
mulheres (n=116).

Uma unidade (U) de actividade da fosfatase alcalina (FA) representa a
quantidade de enzima presente no soro que hidrolisa Immol de p-
nitrofenilfosfato (p-NFF) por minuto a pH 10,4 e a 37°C.

A actividade da FA foi quantificada adicionando 50 UL de soro ao meio de
incubagdo [num volume final de 500 UL contendo Tris a 80 mmol/L (pH 10,4),
MgCl, a 0,4 mmol/L e p-NFF a 2 mmol/L].

DISCUSSAO

A quantificag@o da FAtotal e/ou das isozimas da FA
presentes no soro assim como a das fracc¢des
electroforéticas da FA sérica ¢ frequentemente usada na
Bioquimica Clinica. Em trabalhos anteriores, mostrimos a
importancia de usar as mesmas condi¢des de ensaio na-
quelas quantificagdes?!-22,

Estudando uma populagdo de adultos com 40 ou mais
anos de idade e aparentemente saudaveis, observamos
uma associagdo positiva entre a actividade da FA sérica e
aidade. A associacdo foi mais forte com a FAtne sérica do
que com a FAtotal, o que pode parcialmente explicar os
diferentes resultados encontrados na literatura.

Muito frequentemente, em revistas e em livros de tex-
to, a varia¢do dos niveis de FA humana com a idade ¢
unicamente associada com surtos de crescimento, i.€., ni-
veis mais elevados em criangas e adolescentes>3"2%. Uma
associacao positiva entre a FA e idades jovens foi tam-
bém descrita para cavalos3?, galinhas?! e macacos’2.

Para a populag¢do humana adulta, os resultados descri-
tos na literatura sdo contraditorios. Eastman e Bixler3? e
Van Hoof et al?> ndo observaram diferencas com a idade
ou com o sexo na FA sérica. Stepan et al>* nio encontra-
ram nenhuma variagdo da FA com a idade, com a excepgao
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de um pequeno aumento nas mulheres por altura da meno-
pausa. Kuwana et a/33, numa populagio de 488 individu-
os saudaveis, descreveram um aumento e uma diminuig¢ao
na actividade da FA 6ssea em mulheres e homens idosos,
respectivamente. No mesmo estudo, foi observada uma
maior actividade de FA hepatica nos homens em compara-
¢do com as mulheres, aumentando a mesma gradualmente
com a idade em ambos os sexos. A ocorréncia de um au-
mento na FA sérica exclusivamente em mulheres esta des-

crita em revistas3©-39

e em livros*?-42. Alguns livros de
Bioquimica ndo fazem qualquer referéncia a variacao dos
valores da FA sérica na idade adulta?®-2%43, Mayne** refe-
re um ligeiro aumento da isozima 6ssea sérica na velhice.
Marshall*’ descreve um aumento da FA sérica com a ida-
de, mas relaciona-o com doengas frequentes na velhice.

Existe um trabalho com valores de FAtotal sérica obti-
dos em mais de 10000 individuos, na Australia, em 1986
Em 1993 foi publicado um estudo norte-americano sobre
este assunto com valores de FAtotal sérica de 6000 indivi-
duos*’. Em ambas as publicagdes se observa uma relagio
entre a FA sérica e a idade semelhante a obtida pelo nosso
grupo: a FA aumenta progressivamente com a idade em
ambos os sexos, sendo 0 aumento mais acentuado nas
mulheres apds a menopausa. O mesmo tipo de resultados
encontra-se descrito num artigo de revisio*®. O objectivo
destes estudos era o de estabelecer intervalos de referén-
cia para os valores analiticos laboratoriais da FA ou in-
vestigar possiveis relagdes com doengas. Que tenhamos
conhecimento, somente Tietz et a/*°, num estudo longitu-
dinal durante dois anos em 167 individuos saudaveis, con-
clui que um aumento da FA com a idade (observado so-
mente em mulheres) era consequéncia do processo nor-
mal de envelhecimento.

O uso da actividade da FA como biomarcador da idade
em estudos experimentais de envelhecimento, juntamente
com os resultados aqui apresentados, sugere uma nova
abordagem para este pardmetro analitico no Homem. Al-
gumas complicagdes patologicas da idade, como por exem-
plo endurecimento dos tecidos e calcificagdo, poderdo
estar relacionadas com a actividade da FA30-32, Por outro
lado, a actividade da FA pode ser manipulada farmaco-
logicamente!2:14:33 o que podera contribuir para o trata-

mento de algumas daquelas complicagdes.
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