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ABREVIATURAS

PAI = fosfatasa ~lcalina intestinal
T 1/2 = tiempo de vida media
UAR = dietil-amino-etil
T = fransiisidn
wy’L = widndes del método/ Litro
¥ = pedin aritmética
N = no sisnificativo estndfsticanente
S = significativo estadfsticamente

r = coeficiente de correlacidn
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La fosfatasn alealina intestinal (PAX) se ha descrito
tanto en hunanos (1,2) como en animales de experimentacidn (3).
Se ha relacionndo esirechamente con la membrana luninal de las
células epiteliales, asf cono con las membranas de las células
endotoliales de los capllares situados en la l4nina pronia, —-
Tambifn se ha informado que la actividad de la PAI es mayor en
el yeyuno-ileon que en el colon (7:1), debido tal vez a la ca
nacidad de absorcién de estos dos érpanos, ya que se ccepta —-
que la PAT es wn fndice de aboorecidn y de transporte ds sustan
cias a través de 1~ nembrana (3),

En alpunos estudios se nuestra que el nivel de lss ~
isoenzimas en el suero sansufneo auwienta o disninuye cuando en
los brgenos donde se producen, existe alguna patologfa cue in-
duce alteraciones en el wmetabolismo o rnuerte celular, Asf, el
nivel de la fosfatasa alecalina dsen disminuye en la desnutri-——
cibn (4) y se eleva en acromegalia (5); la fosfatasa alealina
hendtica awuenta su actividad en los procesos inflemntorios y
en las enfermedades infiltrativas de este drpgano; la fosfatasa
Alcalina renal se incrementa cuando existe insuficiencia renal
arula y finalmente, se han descrito elevaciones de 1= FAI on -~
el ofncer de colon y on padecimientos asociados con absorcién
intestinel deficiente (6).

As{ mismo, otras enzimas como las treansnminases han
sido encontradas elevadas en niffos con diarrea viral (7), pero
no existén datos sobre la actividad de la FAI del suero en ni-
flos con diarfea; Dado que en lo fisiopatologfa de la diarren -
la membrana celulzr epitelial juesa un papel imyortante por in
teractuir con lzs bacteriss enteropatégenas y/o con sus enterg
toxinas, pudiendo ser destruida por lisis celular (8), podrfa

eaperarse una variacién en los niveles de la FAI en &l suero -

(8)
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sanguinso,

Segdin lo nnterior,'considerando el sfndrome diarréico
como una de lag principales causas de mortalidad en México, la
finalidad del presente trabajo es detectar si existen crmbios
en los niveles de actividad de la PAI en el suero sangufneo de
nifios con diarree,

Il método a seleccionar pafa la medicidén de la PAT ——
deberd ser mAs sensible y espec{fico cue los mitodos tradiciona
les de inmctivneién de esta isoenzina y a la vez accesible g —-
curlquier laboratorio c¢lfnico. Por lo tanto, parecid interesan-—
te enfocar el presente estudic a la medicidn de la FAI aprove~—
chando su sensibilidad a la L-fenilalanina, adecunndo esta meto
dologfa a las condiciones de la Clinica del Hosnital General de
Zona F 24 del I.M.S.S..

(9)
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Desde hace muchos afios se ha reconoeido 1a presencia,
en varios tejidos animales, de enzinas que hidrolizan ésteres -
de fosfato in vitro a pH aleslino. Ademds, lo: resultndos de nu
nerogos estudlos sobre estas fosfatasas alcelinas han conducido
a nensar sohre su posible origen intestinnal o de otrss fuentes.
Hoy evidencias de cue en mujeres no enbarazadas, lr.fosfatasa -
rlcnlina del suero podrfa ser una mezels de PAI nodificade y no
modificada post-traduccionalmente, donde las proporciones rela-
tivas estfn predeterninndas nor factores gendticos y Tisioldgi~
cog. ™n otros casos, el origen podrfa derivar nprincipalmente ~--
del sistema hepato-biliar, del hueso, del intestino y nlacenta
{este W1timo en mujeres embarazadag),

Ia fosfatasa slealina (fosfo-hidrolasa nlcalina del -
monoéster orto-fosférico. ¥.Ce 3el.3.1.) es una glicoprotefna,
cuyo contenido de carbohldratos es tenn de informes contradice
torios (9), ILa PAI nurificada, contiene hexosa y hexozonina en
cantidndes sustanciales, nero no #cido siflico; ndicntras rue ——
1ng fosfatasas alcalinas de otros tejidos tiencn “cido siflico,
n §ltima instoncie, las isoenzimas hwwwnas (enzincs que exi-ten
en formns multimoleculares cue tienen la misma nctivided catalf
tica, prro difieren en sus nropiedades fisicoqufmices) estructu
ralnente diferentes, aunrue funcionalnente sinilares, surzen co
1o resultado dr voriaciones en la cAntidnd de dcido siflico (2).

Por lo cue resnecta al contenido protéico, se ha en—
contrado en FAI y fosfatasa aleslina placentaris nhurificada, «—
que contieneynproximadamdnte el 15% de nitrézeno (9) v ~denis,
-go conoce 1a secuencia de amino4cidos de anmbas enzinas, Ia hi--
drélisis de fosfatasas nlcalinns de origen bacterinno, uestran
gatructura similar zlrededor del centro activo, lo nue sugiere

wma anelogzla tonto entructural como funcional con otres foszfoeg

(11)



ternsas (10),

Recientemente, Komod» y Col. (11) cnrscterizeron a la
FAI en base a sus propledsdes cufmicas y enzindticns, asf como
aor el tiempo de vids media (T 1/2). Rstos investigadores con—-
cluyeron cue existen dos formas de FAI hwiana, cue se nueden pu
rificar a partir de intestino delgado nor medio de cromatopra-—-
ffa en columna (DhAT=-celuloca) y electroforesis en gel de poliz
crilanida, Una enzime de movimiento lento con mase nolecular de
168,000 y una enzima de noviniento rfpido con masa nolecular de
140,000, Ambes cnziras con subunidades con masa de 80,000 y de
68,000, respectivamentes ‘

Ia distribucibn de enzinas narcadas con 1125 en el or
ganismo, indieé cue la enzima hepAtica, sin dcido siflico, se¢ =
distribuye selectivamente en hizndo; mientras que la envinme in-
testinel desgalactosilada se incorpora t-nto en hisedo como en
linfa e intestino delpado, <sto sugirid cue 1la vis metabdlica =
de elinminacidén de 1n fosfntnsa alenlina tiene varlas rutas,

La foazfatasa alenlina es una nmetalo~ensima cue renwie
fe de ilones zinc y magnesio, El zinc mantiene enlazados los dos
covponentes que constituyen a la foafatasa alerlinn, La presen-
ein Ge une deficicnein de zine, acompafiada nor un nivel bajo en
el suero estf osociada con manifestuciones clinicas de deficien
cing tales como dinrrea, ncrodermatitis enterohepdtice con lise
ra lezién de 1a piel, ret-rdo en el crecisiento y alopecia (12,
12).

Tos niveles de fonfatesa alcalina del suero est’n dis

.minuidos cuando se presenta une deficiencin severe de zine, y -
retorna 2 su nivel normal cusndo es corregida (14). Referente -
2l m=rmesio, €ste participa en el enlace de 1la enzima con el --—

sustrato (15).

(12)



Jba ubicncifn celuler do la fosfatasa nleslina s6 ha =
inveatigado mediante el fraccionamiento de componentes subcelu-
lares por wltracentrifugacidn, y posteriormente examen citoguf-
mico y microsconfa electrdénica, De estos resultedos se puede --
concluir que la mayor actividad de la fosfatasa sle=lina en la
casi totalidad de cflwlas estudiedas, se locnliza sobre lo mem=
brann plasmética. No obstmnte, en otros sitios intracelulares,
tales como el micleo y el aﬁarato de Golgi, se ha demostrado =-
tarbién actividad enzimftica, auncue en menor cantidad.

Ia asocinciédn de 1la fosfutasa aleslina con merbrenas
celulrres se dedujo de 1a necesidnd de wtilizor but:noel (16) o
ultrasonido (17) para su extracci’n y solubilizneiéng el enmpleo
necesario de detrrgentes para solubiliz.r la enzima y efectuar
un corrimiento electroforético en zeles de poliacrilamidn (18)
v, finalmente de la natwraleza glicoproteica de 1r enzima (19).
Egtudios de frocelonsmiento subcelular de varios tejidos‘de end.
tivos celulrres (20) y varios drganos (21) revelaron cue la ro=-
yor actividad enzimitica se localiza en 1la fraccibn nmicrosonal,
n esta se encuentra una mezela de vesiculas derivrdns de vA--
riog sistemas citomembranosos, incluyendo nmembron- plosunfiica,
retf{culo endotelinl rugoso y lisc y el aparato de Golgi.

Con técnicas histoquinmiczs y microsconfz electrénica
se demostré nctividad enzimfiticn sobre las membranas de la micro
vellosidnd de las célules enitelialaes de absorcién de 1o iaucosa
intestinal. La resccidn fue tmambién intensa en el anarsto de Gol
gi, en las cisternas del retfculo liso y en los cuerpos densos
(Pize £ 1), En secciones transversales de la microvellosidad se
encontrd oue el producto de la reanccidn de la enzims cgtaba ubi
c~do nobre ls hoja externn de 12 doble membrans, auncus tombién

anarecid en memor grado en 1- hoja interna (22), Srmdborn y Col.

(13)
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(23,24) demostraron tambidn nue en cflulas epitelinles del in--
testine, la actividad enzimftica estd localizade sobre 1= nenm-—
brana nlasmftica de l=s microvellosidedes y wobre la membrana -
celular laternl, asi como sobre las vesfculeos apicales o'tﬁbu-;
los, cuerpos multivesiculares, el complejo de Golgi, lisosonmas,
ret{culo endolldsmico y membranas nucleares.

No se conoce la funcidn nrecisa de la fosfatasa nlea=
lina, no obstante, su localiznecién en 1n membrana (Fige # 2) su
clere fuertemente cue puedm estar involucrada en las funciones
de absorcidn y de transporte (£5,26), Fl nmecanismo de cono la -
fosfatasa alealina pnrticipa en los nrocesos fisiolégicos de 1-
nmembrona es trnbién desconocido., Reclentenente, Fishman y Lin -
(27) sugirieron rue la fosfatasa alcalina junto con otras foofo
hidrolnsas y transferasas, pueden actuar en forma coordinada pa
r- regular las dimensiones de la menbrana, Ahora bien, por su -
ubicacidn puede jusrr un papel en relncidn al nmovinmiento de mow
léculas a trovés de ellas.

Ademis de lo anotado, le fosfatasa mlcalina no tiene

funcién reconocible en el jugo intestinml, heces, lechs, orina,

o

ilis, suero y linfa, Su presencia es el resultado del vaclia——-
miento de reribranas ricas en fosfatasa alcalinn en estos nate—-
riales,

A pesgar de lo anterior,'se gabe rue la ~ctividad de -
1ns isoenzimas de la fosfnatasa alcalina, auwrent- o disminure ea
»1. suere gs=ngulneo cusndo en lo« drsunos donde se producen, e—-
xiste nlguna patologia cue lesione la membrana o bien ocasione
lisis celular.

Fishman y Ghosh (28) y Pernley (29) revisaron el meca
nismo de aceidn de la fosfatase alcalinn, indicando cue ocurre

en dos fases:

(13)
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1.~ después de la formacidn del complejo enzima-sustrato, la
hidrdlisis del sustrato genere enzima-fosforiluds + producto.

2.- la enzina fosforilada produce enzime + fosfato inorgdni-
co:

E + S ~+» B -+ ROH + P -+ P + E

Lazdunski (30) prooruso un mecanismo de "ping-pong® pa
ra 1a accidén de 1n fosfatasa elcalina de Zscherichia coli, Se--
gin este autor, durante la reaccidén, los dos sitios de 1= enzi-
ma ge alternan funcionalmente. Ia fosforilacidn ocurre primero
en uno de los sitios activos y, el enlace del sustrato ocurre -
en el otro sitio,

Ia molécula de la enzima sufre el escalonemiento en =
ping-nong", aue incluye esencialmente 1o fosforilpecidn simule-
tdnea de un sitio y la desfosforil-cidn del otro, Ia liberncidn
de 1n molécula orgdnica conduce a 1a formacién de 1 enzima fos
foril~da, ®n este escalonamisnto "ping-pons” trmbidn se supone
wn cncbio en la conformecidn de 1 moléeula enzintica, Txisten
evidenciss en apoyo 32 este nec-nismo, rue incluyen el antapgo—-
nismo de los dos sitios de enlace y el intercambio de fosfato.
“ste mec=nisno no sélo sugiere cue 1-3 subunidndes de 1 enzinma
ngtdan »n forma denendiente, sino cue t-mbién prooorcionsn una
b=se tedricn pnora su interaccidn,

| Ta inactivrcidn por el calor y la desnaturalizacién -
con urea, son téenicas que se han utilizado pare diferenci-r --
143 isoenzimns de 1a fosfatasa alealina, La in-ctivoeidn por cn
lor fue 1la primera técnica cue se utilizé pars idmtificar foo-
fotosa mlealina ésen. Posteriormente, se utilizé inrctiv-cidn -
con urea (31,32).
Coro se mencioné snteriornente, las diferencins de sen

5ibilidad -1 c lor pumede ser usada nrn “lstinguir entre fosfatg

(17}



sas elcalinas de hueso e hizado de las de intestinoe y nlacenta,
Ia facilided de la medicidn, contribuyd a cue este mftodo fuera
uno de los més usedos como herrrnienta en el sndlisis de isoen—
zinas de la fosfatzsa alealina en lfouidos biolégicos (31),

También se han renlizado estudios sobre fosfatasa al~
calina huwama por nedio de cromrtogrofia (j3) y electroforesis
en gel de almidén (34,35), pero uno da los mayores avances en
el estudio de isoenzimas de fosfatnsa slerlina fue el descubri-
miento de inhihidores esnecf{ficos.

Un terma de investignciones extenszas ha sido la cinéti
e de varios d- estos inhibidores. Diches cindtices incluyen la
inhibieidn de PAI humena y de reta por L-fenilalsninm {36-38);:
la fosfatass nmlenlina nlacenterin por L-triptofano (39) y por -
L-leucina (40,41) v, de fosfatasa alcelina de hueso e hfcado —-
por L-homoargininm, nor imidazél v por levamisol (42-44)., Dichos
resultados han denostrado cue todas estas inhibiciones son este

reo esnecefficas e incomnetitivas,

7'(i8)



MATERIAL Y HITODO,

(19)



El materinl humano se integré con 135 nifos del Servi
cio de Pediatrfa del Hospital General de Zona # 24 del I.},3.5.
Se obtuvieron 304 rmuestras, de las cuales 116 correspondieron a
59 nifios hospitalizados por presentar sindrome diarreico y 188
miestras que corresnondieron a 76 nifios cue asistieron al SerQi
cio de Consulta Externa de Pediatrfa por nresentar diferentes -
grados de desnutricidn, Las_eaades de los nifios estuvieron com-
nrendidag entre 0,5 y 32 neses.

La seleccidn de los paclentes se realizd a2l azar, de
acuerdo al orden de ingreso a la sala, asf como nor orden de a-
sistencia a la consulta, sin importar sexo ni condicidn nutri~-
cional; no obstante, fue indispensable cue se encontrarsn sin -
comnlicaciones médicne de 1n diarrea, cue el tiemno de evolu---
cidn de ésta fuern menor de 10 dfas, y cue se encontraran sin -
reeibir medicementos cusndo menos 72 horas anteg del estudio, -
Ademds, fueron excluidos acuellos wacientes cue present-ron al-
runa evidancia elinieca de anormerlidodes gendticas,

Se deterninaron las fosfatesas alenlinas total e in--
testinel cada tercer dfa en los ni‘os hospitalinados nor evolu-
cionar con diarrea; el estudio se renitid ya coao externos 15 -
dfas desvués de ser controlada la diarrea y noateriornente cade
30 df=s, & los nifios de 1la Conzulta Nxternz se les nracticd el
estudio cada 30 dfas, A .

Para acentar que un nifio tenfa diarrea se siguié el -
criterio est-~blecido nor Ramos Alvarez. (45), Los pacientes dia-
rreicos seleccioncdos fueron agrupndos en cutréficos ¥ desnutri
dos de 2cuerdo a las tnblaé de peso y tolla del nifio mgxicano -
{(46). Los desnutrides se clasificaron de =cuerdo al criterio de
fidmes (47) en desnutridoalde nriner grﬂdo,'désnutridoa’de secunl

~do prado y desnubtridos de tercer grodo.

(20)



Loa grugos control estuvirron formadon por nifios cue
asistieron a la Consulta fxterna de Pedintrfn por presentor di
ferentes grados de desnutricién, =af cono nor los cue presenta
ron diarrea, pero estudiados 15 dfms desnués de haber nracentn

do el padecimiento, Estos grunos t mbién fueron clasificados -

ds acuerdo con el eriterio de Gémez (47).

M_TOD0T ¢

Dater=inneidn de la fosfatass alealina totrl. Nétodo de Besser-

Lovry=-Brock molificado (48),

Pund-nentns la fosfatasa nlcalina hidroliza una gran varieded de
dateres orpénicos monofosforados con la formacidn de un rleohol
o fenol y un ion fosfato, Los grupos fosfrto gon trnnsferidos -
de un complejo enzina-fosfato hacia el agun y otroc aceptores -
de fosTato precentesc en el medio de ?eaccidn. Ba jo lac condicig
nes del método optimizado, 1la fosfatasa slezlina cateliza la ~-

reaccidn de transfosforilacidn:

A-nitrofenilfosfato + aAgua —-= 4—nitrofen6v*do + Toufato

ﬂguﬂ Aceptor de ¢0f;ﬂ+o)

Bajo las condiciones del pH usado en el procediniento
el 4-nitrofenilfosfnto es ezencislmente incoloro, uientras cue

el d-nitrofendxido tiene un inienso color anarillo.

(21)



Paterninacidn de 1n foafatoza nlealina inteatinel, Mdtodo de —-

Rasaey-Lovrv=Braock~Tarnley nodificado (28,48),

Inhibicidn con L-fenilelanina, La seleceidn de la L-fenilalanina

como inhibidor de la PAI se debid a cue en una concentrncidn de
-3

5 x 10 ~ mol/T inhibe »referencialmente a la isoenzims intesti-

nal en un 784, Dicha inhibicién es de tipo incompetitivo, en la

cual el inhibidor reduce la concentracidn del comnlejo I3,

RWACTIVOS
\ Tos reactivos cus se utilizaron nare la valoracidn de
fosfatasa alcalina total ¥y la FAI gegdn el método de Bessey-Loy
ry-Brock modificndo, fueron los wtilizades rutinsriamente on --
las c¢linicns delll.M.S.S. arenarados nor la misme institucidn,
8 excencidn del amortigundor carbonato/bicarbonato ¥y cloruroe dc
nognesio, ya que Ternley ha inTornado cue los amorbiguadores cd

mo la glicina inhibden o 1n FAI (48).

1.~ Solucidn amortiguedora cerbon~to/bicarbonnto 2H.10.3.
2.~ Sustrato de 4-nitrofenilfosfato disédico (tobleta 5 ng).
3, - Hidrézido de sodio 0.2 N, '

4, Hidrdxido de sodio 0,02 N,

5.~ Solucidn de 4~-nitrofenol 10 mmol/L,

6.~ Solucisn de 4-nitrofenol 0,05 rmol/L.

7.~ Cloruro de mzgnesioc 4,9 x 10-4 1101 /Te

PRIPARAGION D LAS SCLUCIONTZS UTILIZDAS,

_ ) .
Preparer todas las noluciones en matrmces aforados y

con agua destilades,

1.~ Solucidn =mortisuadora earbonoto/bicrrbonato 0,1 mol/L, clo-

(22)



ruro de masnacio 4,9 x 104 101 /L. nH 10.3,
Disolver 0,318 g de carbonato de sodio y 0.168 g de bi-

carbonzto de sodio en aproximndamente 20 ml de agua, Adicio
har 4,75 mg de cloruro de nngnesio, disolver counletamente
megelande y aforar a 50 ml con agua, La solucidn es estable
dursnte 3 neses cuando se elmecena entre 2-6°C,

2.- Sustrato r~norticusdor nH 10, 3.

Disolver una tobleta de 4-nitrofenilfosfato disédico en
6 ml de apua destilada y adicionar 6 ml de solucidén amorti-
guadora pH 10,3« ,

3o~ Sustrato-inhihidor-amortisusdor of 10,3,

Disolver una tableta de 4-nitrofenilfosfato disddico y -
10 mg de L-fenilelanina en 6 ml de apus destilada y adicio-
nar 6 ml de solueidbn amortiguadora pd 10.3.

4.- Solucidn de 4-nitrofennl 0,05 ol /L.

Medir con wna pineta volundtrica 5 ml de solueidn "stoek"
estdndar y =forar en un mntraz de 1000 ml, '

5.= Solucidr de hidrdzido de ~odio 0.02 N,

Diluir 10 ml de la solucién "stock® afornndqiéf10Q?h1'con

asua destilade,

MATIRIML Y "PRRATOS,

Bl naterisl ubilizado fue ol hobitual en cusliuier La

borstorio de Qufnica Cliniea. o
Se us§ wn foténetro Leitz modelo K para Lﬁ medicién de

la trononisidn a la longitud de onda de 405 mm,

araTRy, SSPeRILINGD Y LECHENANITETO.

Golectnr 5 ml1 de s n;r2 nor puncidn venosa y dejer --

Ccongulner durmnte 20 minutos. ¥ suero se obtiene wor bentrifugg

¢
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cién de la sangre coagulada por 10 minutos a 3,000 rpm. Lé mies
tra preferida es suero libre de hemdlisis, pero también puede -~
usarse plasmé heparinizado, Deben evitﬁrse los nnticoagulentes
comple jentes como el citrato y EDTA y el precipitente oxelato -
(49). '

La actividad de la enzina es ostrble 7 dfas a 4°C ~—-

(50).

TRCNICA PARA L) DET-LMINACION D LA POLPITASA ALCALINA POTAL,

Marcue ? tubos con las letros B y P que corresnonden

a blanco y vrohlens, respectivamente. Siga el siguiente cuadro:

Bl~nco Problenna
sustrato 1l nl 1 ml

Incubar jdur=-nte 3‘p 27°C

arun D,1 o1

SURTO- :
| nroblena Dol 1

Incubsr | nrante 0%~ 37°C

Terminado el perfodo de incubncidn, gdicionar 2 cada
wo de los tubos 10 ml de hidrdxido de sodio 0.02 N y mezcler
por inversidn., Leer a una longitud de onda de 405 nm, llevsando
a 100% de P con el blanco. Anotar la lectura del oroblemz,

Adicionsr a cade uno de los tubos 2 gotas de foido =-
clorhfdrico concentrado, mezelar por inversidn. Volver a leer,
= justando o 1007% de T con el blanco.

La actividad se calculs = partir de la curva de cali-

e

bracidn srofieadn en M vs Actividad (um/L). De la diferencia -

(24)
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de las netividades correspondientes a la primera v sesundn lec-

tura, se celewla 1o actividad de la fosfatasa alealina tobal,

IMHINICION D3 L' PAT,

Se determina indirectamente al valorar lns fosTatasas
alenlinn no inhibidas, y por diferencia con la fosfatasa nlcali'
na total se calcula cl valor de la rctivided de PAI,

TRCNICA:
Marcun 2 tubos con las letras B'y P cue corresponden

a2 blanco y »roblema, resgpectivaments, Siga el siguiente cuadro:

Blanco Problena

sustrato
inhibidor 1l 1l

Incubar!dur-nta 2% 27°C,

arua - 0,1 rl
suero
nroblena 0.1 m1

Incubar| durante 3’ 37°¢

Termin~do el nerfodo de incubreidn, adicionar a cade
mo de los tubos 10 =l de hidréxido de sodio 0.02 N y nezclnr
vor inversién, Leer » uns lonzitud de onda de 405 mn, llevendo
f 100$'de T con ¢l hlanco, Anotsr la lectura del problema.

Adicionnr a cada wo de los tubos 2 gotas de 4cido —-
clornfdrico concentrndo, mezclar nor inveraién.'Volver a leer,
pjustando a 100% de T con ¢l blanco, ,

De manera similar, la actividad se c¢=lcwla & partir -

de la curva de enlibracién, De 1la diferencia de las actividades

v

actividad de las foafatesas nlcelines no inhibida:.

corresnondientes a la primera y sepunda lectura se calcula la -

(25)



Cunndo se efectim la determinacidn de la actividad de
fosfatass slcalina totsl y de fosfatase alerlina no inhibida, -
al mismo tiempo se determina la activided de un suero control,
el cual se obtiene de un "pool" de sueros preparado en el labo
ratorio, con el fin de llevar un control en las determinaciones,

La determinacién de la actividnd en-el suero control

se realiza de la misna forma cue en un suero nroblema,

CALCULO D3 IA ACTIVIDAD DE LA FAX,

FOSTATASA ALCALINA TOTAL (um/L) ~ POSPATASA LCALINA NO INHIBIDA
(un/L) = PAY (un/1),
Onidad enzimftica (un) = es el ndmero de mmol de 4-nitrofenol -

(unidad del método) = liberado en 1» unidnd de tiempo, a 37°C

en las condlclones de ensayo,

CURVA DE CALIBRACIOIN,

hidréxido solucién
agua " de sodio de 4-nitrofenol] wildades
tubo deste, m1 | 0,2 N ml 0,05 mmol /L wy/L
1 10 1.1 0 0
2 8 1.1 2 2
3 6 1,1 4 4
4 4 _ 1,1 g &
5 2 1.1 3 8
6 0 1.1 10 . 10

Llevar a 1004% de P-con el tubo # 1. Leer a 405 mu,



REZSULTADOS,
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En las tablas 1 y émsg pfesentan los resultados de ' =

los nifios con y sin‘diarfggfag#upﬁdpS‘de[acuordo a su condicidn

nutricia, R et
In la tobla 1 la PAT en los nifios cutréficos con dia-
rrea nostrd uhqu¥0;§8 ﬁm/Iféoﬂ 1{mites de 0.3-2.3 um/L{ en el
gruno de desnutridés'dé primer grado'(i=0.81 un/L) dezcendid -
17.3% (p)O;l, N3); en el grupo de dsonutridos de segundo grado
(Z=0,85 un/L) descendié 13,2% (p€0.001, S) y en el grupo de des
nutridos de tercer grado (¥=0,65 wa/L) descendid 33% (p»0.01, o).

Ia activided de la fosfntasa alealina fotal en el gru
no de log eutréficos present6 una X=6,3% un/L con 1fnites de —-
3.0 a 11.6 un/L; 1a fosTatasa alcalinn tot-1l en el gruno de des
nutridos de primer grado (%=5,30 wa/L) descendid 16.5% (p»2.01,
8); en el sruno de desnutridos de semumdo gredo (X=4,76 wi/L) -
descendib 25% (n40.001, S) y finalmente, en el pruno de desnu--
tridos de tercer grrdo (%=4,12 wn/L) Gescondid 35% (p»3.001, 7).

“n la tabla 2 se presentan’los datos de los niffos sin
dierren, Como cifeas de referencie se consideraron los valbrés
de ¥=5.48 un/T con 1fnites de 2.2 a 9.3 ﬁﬁ/I_ﬁara 1a fozfatera
nlenlina total y X=0.7T wn/L con limites de 0.4 2 1,5 wy/d nera
1a PAT, Tn relacién a los valores mencionedos, la PAI en el gru
no de deznutridos de primer grado (%®=1.06 un/L) elevd su activi
dnd en 17.6% (00,025, S); en lds:desnutridos de sezundo grado
(%=0.92 um/L) elevd au actividad 19.4% (p»0.5, NS); y Finalmen-
te en el gruno de nifios desnutridos de tercer grado elevé su ag
tividrd 7.7% (020.5, H3). | ‘ '

La fosfotasa aleslina total en ml grupo de desnutri—
dot de wrimer grado wuvnentd 9.4% (pp0.2, NS); en los de‘sogundo
grado rwaentd 2,1% (p;0.0ﬁ} §5) v descendid en 20.9% en los des

nutridos de tercer grado ( p»0.0l, S ).

(28)
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En las tablms No. 3 y 4 so presentan los vnlores de B
algunos de los cuales ya fueron comentados. 3e indican los vzlo
res de p result-ntes de comparar los valores promedio de le PALY f
y de 1la fosfatasa alcelina total en los grupos de los eutréficos
¥y los desnutridos en diferente grado sin dinrrea, con sug - homélo
gos con diarrea. Asf, la actividnd de 1a FAX en los ent 81 cos
fue nayor 27.2% (p»0,005, S) en los dierréicos; cuando en éstos
ge presentd n~licionslmentes uﬁ‘grndo de desnutricién, la acbivi-
dad fue wn 23,5% menor (p}0.00l, S); v en los desnutridos de s
egunde y tercar grado no hubo diferenciss significativas, a ne—
sexr de cue temhidn se encontrd descenso on 7.65% y 21%. Zn rela~
cidn 2 1z actividrd de 1n foafatasa aleslins total, se encontrs
en 105 eutrdéficos v on los desnutridos de tercer grado 0,1 7
p)O;S,-rcspectivanente (I13), mientras cue en los desnutridos de
priziero y segundo gredo p€0.05 (3) ¥ n»0.05 (S).

in la tnbla llo, 5 se presenton los corficientes dr co
rrelacidn (r) entre 1la fosfatasa alealina total y la PAI del —-
gruno de nifios sin disrrea y de acuerdo con su condicién'nutriL
cia., ™ el rrupo de eutréficos se obtuve wn valor de r=0,52, —-
en tmto ~ue para los desnutridos de »rimer grado el v~elor de -
r=0.57, en los de semundo grodo r=0,77 y en lo: de tercer gra—-
do r=0.72, Lo anterior es indicativo da 1a poca relacibn rue —-
debe existir entre 12 FAI y la fosfatnsa nlcelin~ totnl,

Ia tabla No, 6 nmuestra datos ainmilores nero en nilios
¢on diarrea, Para los nifios sutrdficos ze obtuvo un volor r=0,70,
miontree oue en los desnubtridos de nriner grado se obiuvo r=0.44,
fn 1os desnutrides de gegundo grodo r=0,5% y en los deanutridosz
ds tercer grodo 1r=0,68, A pessr de rue nos indican la poea rel:z
cién cntre Lo "I y ln'fosfétnsa aleslin~ total, verwos cono se-

inerementan -1 aunentsr el grado de desnntricidn.-

(31)



FOSFATASA ALCALINA TOTAL,
Tabla No.3 '

| EUTROFICOS
SIN DIARREA

DESNUTRIDOS |
SIN DIARREA

DESNUTRIDOS 11
SIN DIARREA

DESNUTRIDOS Hl
SIN DIARREA

<0,2

EUTROFICOS
CON DIARREA
DESNUTRIDOS |
CON DIARREA

DESNUTRIDOS ||
CON DIARREA

DESNUTRIDOS {11
CON DIARREA

VALORES DE p



FOSFATASA ALCALINA INTESTINAL.
Tabla No. 4

EUTROFICOS
SIN DIARREA

DESNUTRIDOS |
SIN DIARREA

DESNUTRIDOS 11
SIN DIARREA

DESNUTRIDOS i
SIN DIARREA

>Q.1

EUTROFICOS
CON DIARREA

DESNUTRIDCS |
CON DIARREA

DESNUTRIDOS 1i
CON DIARREA

DESNUTRIDOS Il
CON DIARREA

VALORES DE p
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DISCUSTION,

(36)



Fl objetivo prineipnl del presente estudio, ha sido de
tecter si exist{-n enmbios en la actividad de la PAI en el suero
sangufneo de nifios con diarrea,

Rl incremento en la activided enconirada en los nifios
eutréficos con dinrrea se puede exalicar nors a),- lesiones ﬁo;
Tolégicasg de las células situadas en la mucosa intestinal y en
esnecial de sus membranas; b).- altersciones biorufmicas celula
res aconpafiadas de camblos en 1o permeabilidad de 1o membfana;
¢)i- metabolismo celular aumentado; d).— 1lisis celular y final-
zlente, e).~ reserva suficicente en 1a poza metabdlicea.

Tn este trobajo no se relacliond la activided de la --
FMI con 1la presencis de bacterias enteronatépenas (51-53). No
ohst-nte, se.ha descrito rue estos microorganisnos colonizan al
tubo digestivb por su capacidad de adherirse 2 1 rembrena luni
nal de lrs célidlns epitelinles (54), asf coro en la infeceidn -
viral se nroduce lisis por invasidﬁ. T-rbién se sabe cue en el
sitio de unilén se estqblece una interaccién entre lns estructu~
rag ﬁncteriana llrnadas pilis o finbriae y recentores especffi-
cos, situados sobre 1~ suverficie de 1ln cdlula intestin 1 (55)

Adenfs, una vez colonizado el tuho digestivo le sisue
nnn fase de reproduceidn beeteriona, en la cue existe liberscidn
de enterotoxinas (56) lns - ue estimilan a ln adenil ciclese, ¥y
éstn a ou vez induce combios biocufmicos en 1lns concentrnciones
intr-celulnres del 5-AM?° (57) y:con ello, cembiosyen 1ﬁ perneg
bilidad de 1o membrana celwlar y altermciones én ol metabolismo
del ~mn y elactrolitos (57). : T

. Tinnlmente, en una cunrta etepa- dichas bacterias inva
den nediente diversos mecanismos (58) a 1€{mucdéé intestinel, =
nleansisn lémina provia y se instelsn en 6l intersticio (59) o -

bien en forma intracelular, pero conducen a nacrosis y & lisis

(37



celular respectiVnmente.
Ahora bien, los promodios de actividad de la FAI encon

trados en los grupos B2’ B estuvieron ‘todos aor arriba del

395
vromedio del grune control aunque s8leo tuvo significancia esta~—
distica (pe0.025) el del grupo de niflos desnutridos de primer -
grado, : | R ‘

Rste aumento de activided de 163 nifios desnutridos de
nriner greodo y su ingrementd relativo (NS) en loz nifios do se-—
gundo y tercer grado pudiera estar condicionndo por: a),- célu-
las de'lh nucose intestinal con trabajo met:zbdélico nayor cue el
del niffo eutrdfico v b)e~ cflvdlas de la nucosa intestinsl con -
alteraciones estructurales de la memhrana,

Dado nue 1la activid-d de la ?AI mostrd tendencim a ser
nayor conforimng el grrdo de desnutricidn es menor, se nuede des-
errtnr el ineizo b, Adends, pricticamente todos los nifios con =
desnutricién se encontraban en proceso de recuperseidn y nor lo
t-nto el inciso a resulta mdis fretible,

Se ha descrito cue la ucosa 1ntent1nﬂ1 normal estd -
comiuesta de vellosidadas y criptas de Lieberkﬁhn, 1aq ue guer
dan entre sf unn relneién en su temafo de 4:1 ¢ 5'1 (60) 1ﬂ cue

se nierde en la desmutricidén cnlérlco—nrotélcﬁ el nlﬁo, en for

-t

1n conconitrnte 21 deterioro nutricio (60,61).. Parn explicsr.es
to disminueidn de 1n -Ltura de las vellosidades se hen propuesio
srrnrios mecanismos patog zénicos. Pero e1 mas ;ntereswnte es el p

uesto oor Doniach y Shiner (62) y Creamer (83) auienes sugirig
ron rue la 1ntegridrﬁ, el trmafio ¥ la forma de¢ laa vellosidades
denenden de la noblncidn celular normal del enitelio superficinl
de la nucosa, Adends,. existen eviaencins (64) que sugieren « ue-
1s5 lesiones en estructuras de 1a vellosidsd “inducen disminu---

.cifn de su altwra (atrofin). Lo anterior es restituido por la -

(38)



hinertrofia e las criptas, 8itio donde las mitosim sumenten con
el objeto de sustituir las células defliadas, Bst-u observaciones
nueden explicar 1~ actividzd promedio de log grupoas B,y 83 y B4
nue se encontraron por arriba del nromedio del grupo control, ~
pero no se encontrd explicacidn a la nuyor actividad de 1a FAI
en ¢l grupo de desnmutridos de primer grado a no ger el esfuerzo
rietabdlico sor alesnzar la homeorresis,

Se sabe nue 1a corencia de nlimentos nrolongnda ger se,
induce ennbioz morfolérsicos grﬂves gue 2lter-n a las cflulas -=
del intectine y su funcionanmiento. Géuez (65) describid el defi
cirnte aprovechamiento de las groasas por nifios desnutridbs, g -
encontré diferentes grados de =bsorcidn v unn disninucidn hasta
del 487 de 1a graga ingeridn y que ésta mejoraba hists el 7950 -
durente 1n recunerncidn. RBstos estudios indlerron unn ne joris -
en el ~rsdo de absorcién = medida cue 1n desnubricidn era nenos
grave sin cue ecta observacidén tuviera significancia estodistice,

Por otro 1lado, se hn descrito a la FAX cono un fndice
de 1a absorcidén de grasns (66). _

Los result-dos de la actividad de la PiI en nuestro es
tudio muestrsn una media de 0.83 um/L en el grupo de nifios con
Caonutrieidn caldric@-protéica mas ovanznd-o) una media 0,92 ww/L
an aruellos con desnutricidn de segundo grodo; y una nedia de -
1,06 wn/T en loz vuc presenteben desnutricién de primer grado -
que exolicnrfs lo encontrado por Génez, et cuando toupoco se -
encontroron diferencias significativas en los grupos con desnu-
tricidn de seéundo y tercer gradao.

. Por 1o nue respvecta a la comparncidén de los nromedios
de loz ~runos de prinero, sepgunde y tercer grado sin diarres con
sus nonblopos pero con diarrea se observd en todos ellos disminu
cidén de 1~ PAIL, sipnificativa (p»0.001) VYnicanente en el grupo

de priner grado con dizrrea,

(39)



1 nor aué el gsrupo de nifios A elevd la actividad -
de la PAI yn se discutld, Pero... ¢ porcué los grunos Aoy A, ry
A4 disninuyen 12 netividsd de esta enzimn en relacidn a sus —-
controles homdlogos 2. Bsto dltimo pudiera ser explicado en ba-
se a las siguientes posibilidedes: a).~ los agentes chuscles de
la dimrrea actusron sobre 1 mucosa intestinal con unn celulari
dad menor n 1la de los eutréficos; b)é- 1a probable hiperactivi-
dad metabélica celular del desnutrido sin diarrea se vid afecta
dn por disminucidn de sporte caldérico-protéico dursnte la enfer
pednd diarréica o bien se destind = fines mns prioriterios re—-
lscionados con la restmuracidn de la honeostnsis,

L2 comparacidn de los promedios de la FAI del gruno A

1

con los grunos A, A3 y A4 nostraron ser significantes dnicsimen
o 1l

te en los grunes A, y A, 3in embarge, la tendencia fue al des-

4
censo, lo cue puedi sugerir las observaciones y» heches sobre -~
las diferencias protéicas en estos grunos de nifios,

Pinalmente cabe aclarar cue no se contd con informg—-
cibn sobre trabajos similares »or lo que‘lq coaparscidn no hizo,

La detnrminscién de 1la actividad de la FAI, como se a
noto en materisl y mftode fue por inhibicidn con I-fenilalanina,
nara, 1o cunl pfimeramente se necesitd conocer &l valor de la ng
tividnd de la fosfatnsa =lealina total, A nesar de que el ohjeto
de este estudio no fue investiger la actividd de la fosiataza -
alcalina totai en el suero, 1la obtencidn de estz= fue neceswria.
¥l v-lor promedio en el grupo Bl de 5.48 w/T con limites de —
2,2-9.3 um/L ectsblece las cifras de referencin de este tradajo,
Adenmfs, permitid corroborar observacionaes praviss (67) cue mueg
tran cue la ackivided de 1@ fosfrteasa alealina tot-l es uenor -

en los deztwmtridos de tercer grado,

a

nero no corrohorsn dicha ob

rervazidn en los nifos desnutrides de prirer y segunde grado, ya

(40)



ooty

nue sus velores promedio encontrados no tuvieron diferencias siz
nificativas con el pgrupo control,

Curndo los nifios presentaron diarrea se observd cue la
actividad de 1z fosfatasa 2le-lina total awnentd en 15,9% en el
£runo A1 auncue no fue en form- significativa pe0.,l. Zsta obser
vacidén sugirid la posibilidud de rue el incremento significativo
de la FAI no repercutid on forma import:nte en el nivel total de
esta enzimn,

¥ comnortamiento de la fosfatasa alenlina totsl en -
los nifios con dizrrea siguid el misuo p-trén cue ol descrito pa
ra la FAI, es decir la actividad desciende cu:ndo se comparan -
los desnutridos sin dierrea con sus homélogos con dinrrea y cuan
do se comnara al grupo Al con el A?, AS ¥ A4. .

~Ia correlacién de la FAI con la fosfatasa =lcalina to-
tal en el gruso B (control) r=0,52 con p<0,005 se increments -
en 2l grupo ul va cue tiene wna r=0,78 con p<0,001, 1o rue pue-
de sugerir rue en el grupo de eutréficos con dimrrea la cont*l-
bucibn de la PAI 2l torrente seonzufneo fue nayor y rue poslble-
mente otros érp-nos nroductores de fosfntnan alcnlina linltaron
st »roduceidn,

1 {ndice de correlacidn de la ¥:I con lp fOSf*uaea -
alerlina totsl fue mnyor conforie 1ln des nutricidn es mas grave
alernmando un nfximo de correlwcldn en los d snutridos de 56—
gnic rredo, lo cue es sugestivo de*que la actividrd de: AL es
t£ ocupando un luger importante en la récupgrggidn'dél,niﬁo -

desnutrido. ‘ ~; ’” : 7‘. }'

.

Analizando 1los nol gonos de frecunncia del rrupo de -

o1

ifios con diarrea, exsressdos en 1aa'gr6ficas,3 v 4,se.puede B
reciar cue los velores mas altos para la fosfatasa slcalina to

rl y vara la TAI fueron 17.2 wy/L y de 4.4 uh/i’pbspectivamen—

23

<
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te, pero estos valores corresponden a un solo niffo, el que'prea
sentd diarrea crénica y en el cue se detectd, G, lomblia y Unci
naria. Bote paciente ademds corresponde al grupo de ni%¥os con -
desnutricibén de tercer grado y en realidnd cursaba con wn sine-
drome de abgorcidén intestinsl deficiente. ™ base a lo mnterior
se consideré que dicho paciente correspondf~ a otro universo y
nor lo tanto fue excluido; pero resulta de interés (ue nifios con
desnutricibn severa puedsn elevar estz enzima a niveles de esa
nagnitud,

La comprobacidén de 1= inhibicidn de la TAI nor L-fenil
alanina, em»lesndo otra netodologir como 1la electroforesis no —
nudo renlizarse nor no contar cl Hospital con 1los recursos necg
sarios, No obstrnte, unuchos autores han encontrado un 78 de —-

inhibicién con L-fenilalanina (36-38),

(4D
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1.~ Se comrohd rue oxisten combios en el nivel ¢el suero de 1n
TAI an nifios eon diarrea, Eatos crmbiog son en nifies eutrd
ficos con diarrea rue incrementen la actividnd o nivelex a1

tonenta significativos (X=0.98 wn/L, p»".005).

2.~ Ta antividad de FAT aumentd en el grupo de nifios desnutridos
de oriner grado a niveles estadisticnnente signilfictivos -
(%=1.06 un/L, p<0,025); mientras que los desnutridos de se-
pundo y tercer grado no tuvo sigmificanciae estndistica ~——w

(¥=0.92 wn/L, p=0.5; X=0,83 wn/L, 220.5; respectivanente.)

(93]
H

.~ LA comparaéidn de loa zrunos de nifios deanutridos sin dine-
rres con sus homblogos con dimprrea mowtrd descenso en la —-
ZAT Altomente significativo en los desnubridos de primer —-
rdo aiarréicos (%=0,81 um/L, np0,001) v estadfsticamente
no viqvificatiVOS en los desnutridos do sequndo ¥ bercer —-

rado (%=0,85 um/L, p»0.5; %=0. 65 un/L, peD, 2; respectiva—-
:entr).

4.~ Tate es tudio ﬁueda como nreliminur y abre un. canmo mna nara
utiliznr & la vAI cowo un fndice bloou{nlco cue 2yude a jus
tioreciar la 1e916n de la mucosn inieatinvl en el sludrone
dlnrzéico.s : ' 4

(49)
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Se eatudiaron }35 niftes cuyns edandes estuvieron con—-
wrendidas entre 0.5 a 32 neses, mediante la medicidn de la ac—-
tividad de 1n PAI, Para le valoracidén de &sta, se utilizé wa -
técnica imnlementada en el L-boratorio Clfnico del Hospital ===
Gener»l de Zona ;¥ 24 del I.M,S,5., la cual utilizae wn inhibidor
estereo~easpecifico cono lo es la L-fenilalanina,

1 total de nifios se dividié en dos gruUOS. gruno A:
formado por 59 nifios cue oresentqron diarrea y gruno B consti~
tuido por 76 nifivs sin diarrea, Los nifiog de ambos grupos fue=-
ron clasificados de mcuerdo a su condicidn nutricia en sutréfi
cos y desnutridos (primero, segundo y tercer grado).

La comsaracién ds los velores promedio entre los gru-
pos A y B no fueron signifieativos (n»0.1), vero cuando la com=-
naracidn se realizd entre el subgruno cohtrol (eutréficos sin ~
diarrea) y los ~ubgrupos de cada uno de los grupos, se obtuvie-
ron resultados estrdfcticamente significetivos,

Por lo anterior, se puede sugerir cue las diferencing

" encontradas entre el subgruno control y los demds subgrunos pu-
diera deberse n alter ciones anatdric~s de la mucosa intestinsl
ocasionndas por el agente cnusal de 1 di-rrea, aden’s de las -
encontradns en la desnutricién, Asf mismo, susiere que 1a FAI ~
nuede utilizarse en el estudio de nifios con diarrea, ya tue e-——

%isten conblos en el nivel del suero de la isocenzina,

(s1)
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