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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La desnutricion ocurre principalmente en la infancia y constituye un problema serio de
salud tanto en México como en otros paises, y aunque se piensa que un pais rico

econémicamente no puede sufrir de problemas como el de la desnutricion, eso no resulta asi.

¢ Pero en si, qué genera la desnutricion ?

La desnutricion puede ser generada por una mala distribucion de alimentos, lo que
propicia una escasa disposicion de ellos, falta de adquisicion de alimentos debido a su costo,
y/o la ignorancia en cuanto a los patrones de alimentacion, que involucran una ingesta
proteinica de buena calidad con un alto nivel energético, asi como un consumo necesario de

micronutrimentos.

El sufrir desnutricion va a ser un desencadenante de una serie de consecuencias que
a la larga pueden resultar de irreversibles a mortales. Un individuo que sufre de desnutricion
puede presentar desaceleracién en cuanto a su desarrollo muscular y dseo, presentar retraso
mental, ser blanco facil de enfermedades infecciosas, debido a una deficiencia en cuanto a la
rapida respuesta inmunoldgica, asi como también presentar alteraciones funcionales de tipo

fisioldgico en algunos Grganos.

D e e e S e e e e — e e e ————)
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INTRODUCCION

Se ha encontrado que el intestino delgado sufre alteraciones fisiolégicas y
morfologicas en su mucosa en un estado de desnutricion,” y siendo el intestino uno de los
organos mas importantes en cuanto a la absorcion de nutrimentos, no dejan de ser
relevantes las evaluaciones concernientes a este tema. En el siguiente estudio se evaluo el
efecto de la desnutricién sobre la actividad enzimatica de ATPasas: Total, Mg?*, Na*/K* y
Ca’*, por ser enzimas que estan involucradas en la regulacion celular, cuya alteracion pudiera
verse reflejada en la absorcion de nutrientes y consecuentemente en el estado nutricional de

un individuo.

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 2






OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

« Determinar la actividad de la ATPasa Total, la ATPasa-Mg”*,
la ATPasa-Na*/K* y la ATPasa-Ca’* en el intestino delgado de ratas

nutridas y desnutridas.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Validar la técnica para determinar la actividad especifica de las ATPasas

mediante la deteccion de fdsforo inorganico

e Evaluar la actividad de las ATPasas mediante un ensayo biolégico y su

posible relacién con el estado dietético.

s

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata.






ANTECEDENTES

ANTECEDENTES

DESNUTRICION

Generalidades

La desnutricion es el resultado de una falla en una serie de procesos, por medio de
los cuales un organismo ingiere y asimila los nutrimentos necesarios para sus funciones
corporales. Las personas mas afectadas por la desnutricion son los nifios menores de S afos
y los ancianos, trayendo consigo enfermedades de tipo irreversible e inclusive mortales. En
la desnutricion frecuentemente se presenta el ciclo desnutricion-infeccion-desnutricion, por
presencia e interaccion de varios factores, entre los que destacan: la ablactacion prematura
o tardia, el uso inadecuado de sucedaneos de la leche humana como la falta de higiene en
su preparacion, lo que provoca enfermedades gastrointestinales, que por si mismas
desencadenan la disminucion de la absorcion de nutrimentos, aumento de las pénjdidas
urinarias de nitrégeno y electrolitos y aumento en el gasto energético basal. Esto Gltimo
tiene como consecuencia que las reservas corporales de grasa, carbohidratos(glucogeno) y
proteina se usen para satisfacer las necesidades energéticas, produciéndose asi una

disminucion del crecimiento.

El desequilibrio nutricional es wuna causa significativa y frecuente de
inmunodeficienda, ya que al presentarse una reduccion general de sintesis proteinica (cerca

del 40%) se disminuye la respuesta inmune. > *

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 4



ANTECEDENTES

Existen factores desencadenantes de un estado nutricio deficiente y que no
necesariamente son de tipo nutricio, como la situacion demografica en la que el individuo se
desarrolla, ya que la adquisicion de productos sera diferente en una zona rural y en una
zona urbana. Otro factor desencadenante, es el manejo de la distribucion, informacion y
accesibilidad a los aiirﬁentos; esto puede ser generado por programas de interés social
deficientes, y por otro lado tenemos el factor socioeconomico que involucra los habitos
culturales, el gasto destinado a la alimentacion, antecedentes dietéticos y los habitos

alimentarios; todos ellos los establece la familia. >

El mejor tratamiento para la desnutricion es el evitar que ésta se presente y para eso
se necesita la cooperacion, tanto de los gobiemos en general, como de la sociedad y de las
instituciones creadas para este fin. En México se han desarrollado estrategias, programas y

politicas orientadas a mejorar la nutricion de los grupos mas vulnerables. & ”

ADENOSIN TRIFOSFATASAS (ATPasas)

Generalidades

Las ATPasas son proteinas embebidas en una membrana fisioldgica que funcionan
como bombas idnicas, ya que se encargan del transporte de iones que por lo regular son

cationes y que son bombeados en contra de un gradiente de concentracion, estos cationes a

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 5



ANTECEDENTES

su vez pueden ser transportadores de otros sustratos como azlicares, aminoacidos, u otros

iones como el calcio y algunos farmacos.

La transportacion de estos sustratos va a generar un desfavorecimiento
termodinamico, requiriendo de energia para llevar a cabo dicha transportacion, esta energia
la toma de la energia liberada a partir de la hidrolisis de Adenosin trifosfato (ATP)

produciendo Adenosin difosfato (ADP) y fosforo inorganico (Pi).5*

Investigaciones anteriores indican la existencia de 3 tipos de ATPasas ' La tipo P, V
y F.

Las ATPasas de tipo P consisten en un polipéptido simple transmembrana que se
fosforila durante el proceso de transporte para llevar a cabo la transportacion de iones H*,

K*, Na*y Ca®* y la membrana en la que se localizan es de tipo plasmatica.

Las ATPasas de tipo V son siempre transportadoras de iones H* y estan asociadas a
organelos unidos a membranas diferentes de las mitocondrias, como los cloroplastos y el
reticulo endoplasmético, también se encuentran en vacuolas acidas de hongos y plantas, y

no forman intermediarios fosforilados.

Las ATPasas de tipo F no forman intermediarios fosforilados y constan de un
complejo unido a membrana F, y un segmento extrinseco F, que sintetiza ATP a partir de

ADP y Pi y estas son de tipo vegetal. '

“
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ANTECEDENTES

Las ATPasas que se estudiaran, seran las de tipo P ya que el estudio estd basado

sobre células cuya membrana es de tipo plasmatica.

El sistema de transporte de iones Na* K* y Ca’* tiene gran importancia para el
metabolismo celular, ya que la transportacion de iones permite que la células mantengan su
isotonicidad debido a que se preserva una concentracion adecuada de iones, asi como

también se mantiene un pH citosolico importante para el funcionamiento interno de la célula.

Debido a que son enzimas involucradas en la transportacion de nutrientes localizadas

en células plasméticas, podemos encontrarlas en 6rganos como el intestino y los rifiones.

El intestino se conoce como uno de los érganos de mayor importancia en cuanto a la
absorcién de nutrientes, ya que cuenta con un borde celular en forma de cepillo formado por
microvellosidades que son altamente irrigados por medio de capilares sanguineos sobre un

soporte de mucosa intestinal.

La manera en como se lleva a cabo la transportacion de nutrientes consiste
primeramente en la presencia de solutos en el espacio luminal del intestino, para que ese
soluto pueda ser transportado, va a requerir la presencia de algun ion transportador como el
i6n sodio, asi como también de sus proteinas transportadoras acopladas a éste, un ejemplo
muy comentado con respecto a este funcionamiento es la transportacion de glucosa por
medio del ién sodio al interior de la célula epitelial extracelular, transporte conocido como
simpdrtico( dos moléculas distintas transportadas en un mismo sentido). Una vez dentro, la

glucosa es liberada al espacio extracelular a favor de su gradiente de concentracion de

-
Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 7



ANTECEDENTES
e ———————

manera unipdrtica (una sola molécula transportada en un solo sentido) quedando libre en el

torrente sanguineo, mediante la ayuda de una proteina transportadora de glucosa.

El gradiente del i6n sodio que impulsa el transporte simpértico de glucosa, se
mantiene debido a la accidn enzimatica de la ATPasa Na*/K®, localizada en el dominio
basolateral de la membrana plasmatica, por lo tanto a menos de que la enzima falle,

siempre se tendra una baja concentracion intracelular del ion sodio. (Fig.1)."?

Esquema grafico de la transportacion de nutrientes.
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Fig.1 Transporte transcelular de glucosa a través del epitelio intestinal

Asi es como la energia metabdlica en forma de ATP, esta indirectamente relacionada

en la transportacion de glucosa, debido a que es utilizada para mantener el gradiente de ion

B e T TR e eSS —————— — ——— ——————————— . =.——1
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ANTECEDENTES

sodio. Por lo tanto una falla en la sintesis de ATP, se refleja en la transportacion de glucosa

u otros solutos. '*

A continuacion se hara una descripcion bioquimica de estas enzimas, para un mayor

entendimiento en cuanto a su funcionalidad.

ATPasa Na*/K*

La ATPasa-Na‘/K* es una proteina de membrana plasmatica, cuya masa molecular es
alrededor de 298 KDa. Esta enzima lleva a cabo la hidrdlisis de una molécula de ATP,
generando asi la expulsion de 3 iones sodio (Na*) hacia el espacio extracelular e
introduciendo 2 iones potasio (K*) en el citoplasma. Esto le da la caracteristica de un
transporte llamado antiporte(dos moléculas distintas transportadas en sentidos opuestos), y
genera un equilibrio homeostatico en la célula, que se refleja en la regulacion del volumen
de agua, manteniendo un potencial eléctrico de membrana en nervio y musculo, asi como la
concentracion de Na® necesaria para llevar a cabo su papel como transportador de

soluto, 11:15.16.

La ATPasa-Na‘/K' esta formada por 3 tipos de subunidades: la o,-B, y, todas

proteinas integrantes de membrana plasmatica.

B R EEEEE —— ]
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ANTECEDENTES

Subunidad a

La masa molecular de la ATPasa-Na*/K*, mayoritariamente se debe a la subunidad «
cuya importancia es trascendental, ya que en ella se encuentran principalmente dos sitios
de fijacion, uno para Na* en la cara interna de la membrana y otro para K* en su cara
externa, presenta una alta afinidad para ATP en el lado citoplasmatico, generandose asi la

fosforilacion, lo que da lugar al transporte de iones.

Se ha encontrado que el sitio de union de la subunidad « para el ion K*, puede ser
ocupado por gldcosidos cardioténicos como: la ouabaina, la digoxina, la digitonina y el
vanadato de sodio, los cuales actlan como inhibidores de la enzima, con un intervalo
inhibidor de concentracion de 102M a 10°M.

En la medicina, los glicosidos cardioténicos son utilizados para incrementar la
contraccion muscular cardiaca en un posible infarto al corazon, ya que reducen la actividad
de la ATPasa-Na*/K* generando un incremento en la concentracion intracelular de Na*,
teniendo un intercambio iénico Na* / Ca?*, una mayor concentracion de Ca?* en la célula

induciré la contraccién muscular cardiaca. ****”

Subunidad B y y

La funcién de la subunidad B es la de corregir los pliegues de insercion en la
membrana de la subunidad a asegurandose la funcionalidad de ésta. Con relacion a la
subunidad v, se ha encontrado que su funcidn es como el de una bomba moduladora, al

menos en el rifién. !

.
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ANTECEDENTES

Los lipidos de la membrana asociados a las cadenas polipeptidicas tienen importancia
en el funcionamiento de la bomba Na*/K* , ya que ésta se inactiva, cuando se le aislan y se

le extraen totalmente los lipidos que la acompafian. '

Accion catalitica de la ATPasa-Na* /K",

La ATPasa-Na*/K* cataliza la hidrolisis de ATP en una reaccion que requiere la
presencia de Na*, K* y Mg®*. El ciclo de reaccion de la ATPasa-Na*/K* ha sido descrito desde
hace 30 afos, por Alberts y colaboradores, el mecanismo de reaccion involucra los
intermediarios enzimaticos en la fosforilacion y la desfosforilacion, donde ambos sufren una
transicion conformacional. Es en esta transicion donde se acopla el ion sodio o potasio. Poco
se sabe sobre el papel que juega el ion magnesio dentro de lo que es la actividad de la
ATPasa, sin embargo se ha encontrado que su presencia en la enzima es fundamental para

su funcionamiento. ' '*

A continuacion se prevé el mecanismo de manera sintetizada y el esquema general
de funcionamiento de la ATPasa-Na*/K* %° (Fig. 2):

Mecanismo sencillo:

3Na* + 2K'. + ATP. —— 3Na‘'. + 2K +ADP + Pi
i = intracelular, citoplasma.
o = extracelular, fuera de la célula.

Pi = Fosforo inorganico.

T
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ANTECEDENTES

Esquema cinético para el transporte activo de Na* y K* por la ATPasa-Na*/K".

ATP ADP
: 5 Mg My ! ’
Ey* 3N EyATP = iy’ E, =2+ iNa

1. Fijacién de ATP 2. Formacién del
INu” Gl ire) intermedio aspartil fosfato
SR tient de “alta energia”
Interior
SCHLCRILOEI RPEVELCLCPGOREEABSECRIESE 9] LE0LLODEBAD)
6. Transporte de K* 3. Transporte de Na*
y fijacion de Na*
EEEERECCESE BRI URBICSE2OSHETARGESUISERNI L PLEEOOINET
Exteror M
5. Hideslisis e
de fosfato 4. Fijacion de K~

E;* 3K+‘—{r—v— E,-P 9Kt ‘ﬁfz—P

k. HO K { fucerrer)
{ fucrn)

Figura 2. Esquema de la actividad de la ATPasa-Na*/K".

En la conformacion conocida como E;, la subunidad « de la enzima se une con alta
afinidad al ATP, Mg?* y a 3 iones Na*, que acceden facilmente desde la faz citoplasmatica,
produciendo un complejo ternario E;ATP-3Na* . Se produce la hidrdlisis del ATP vy el tercer
resto fosforilo y , es transferido al carboxilo de un resto de aspartato en la subunidad a. 2%
Los 3 iones Na* quedan atrapados por la enzima fosforilada; se libera ADP y se produce un
cambio conformacional conocido como conformacion E;-P, dando como resultado que el i6n
sodio y los sitios de unién queden expuestos al exterior de la célula, disminuyendo la
afinidad para el cation. Los iones Na* son liberados hacia el espacio intersticial. Dos iones
potasio se fijan a E,-P, accesible desde la superficie externa de la enzima fosforilada. La
union del ion potasio promueve la hidrolisis y liberacion del fosfato ligado a la enzima. Los

iones potasio son atrapados por la enzima desfosforilada. La union de ATP, ahora se da en

Efecto de la desnutricidn sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 12



ANTECEDENTES

sitios de baja afinidad, promoviendo un nuevo cambio conformacional para volver a E;. La
enzima disminuye su afinidad para el ion potasio, que queda expuesto hacia el interior de la

célula y es liberado en el citosol. '' (Figura 2).

Cuando se aumentan las concentraciones de Na‘., K*, ADP y Pi, la ATPasa-Na*/K"
actua como una ATPasa sintetasa, formando ATP a partir de ADP y Pi, utilizando la energia
del gradiente de potencial electroquimico para la regeneracion de ATP, energia que es

generada por el transporte de electrones de membrana.

Cuando se lleva a cabo la inhibicion originada por la presencia de glicosidos, aumenta
la concentracion interna de Na®, disminuyendo el potencial electroquimico causando un
transporte activo de tipo secundario, el cual en forma distinta al primario, funciona bajo la
diferencia de potencial electroquimico creado por la transferencia de iones a partir de la

hidrolisis de ATP.

Ca’*- ATPasa

La concentracion de calcio en el citoplasma de las células se mantiene en niveles
bajisimos(hasta 10 000 veces menores que los existentes en el liquido extracelular) debido a

la existencia del sistema que expulsa Ca’* citosolico. Todas las células poseen bombas de

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 13



ANTECEDENTES

Ca?* en la membrana plasmatica y en membranas del reticulo endoplasmico(RE), la mejor
conocida es la de reticulo sarcoplasmico (RS), equivalente a RE en células musculares.

Su estructura y funcionamiento es semejante a la ATPasa-Na*/K"* excepto que es un
“uniporter” en vez de un “antiporter”. Posee una unica subunidad a con diez segmentos
transmembrana, en cuya faz citoplasmica se encuentran sitios especificos de alta afinidad
para Ca’* y ATP; requiere Mg®* y cataliza la hidrdlisis de ATPasa, a ADP y Pi, transfiriendo

dos iones Ca?* por cada molécula de ATP hidrolizada.

La ATPasa-Ca’* de membrana plasmatica, cumple la funcién de regular los niveles de
iones de calcio en el citosol. EI aumento de la concentracion de Ca®* libre, promueve su
unidn sobre una proteina llamada calmodulina. El complejo de la calmodulina interacttia con
un sitio en dominio citosolico de la enzima y produce su activacion alostérica. La bomba de
calcio también puede ser activada por modificacion covalente, por la proteina cinasa

11, 17, 23..

dependiente del AMP ciclico.

Relacion accion enzimatica en el estado nutricio.

De manera simplificada podemos describir la relacion que existe entre la actividad de
las ATPasas y el estado nutricional de un individuo, ya que como se ha descrito, la buena
funcionalidad tanto del intestino como de las macromoléculas involucradas en su

funcionamiento, es de vital importancia para la transportacion de nutrimentos, los cuales ya

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 14




ANTECEDENTES

metabolizados son indispensables para el buen funcionamiento del organismo, lo que se ve

reflejado en el estado nutricional del individuo.

A continuacion se detallard de manera simple los parametros analiticos en los que se

baso la validacion del método para llevar a cabo la determinacion enzimatica.

VALIDACION

Definicion

Un método analitico se define como la secuencia de actividades que se deben cumplir
para llevar a cabo el andlisis de un componente especifico (analito) en una muestra. La
validacion es contar con evidencia documental de que un proceso se comporta de manera
consistente y que satisface los requisitos necesarios para su aplicacion analitica, permitiendo

la obtencién de resultados confiables y cercanos al valor real.

La evidencia documentada de la validez de un método, se expresa por medio de la
evaluacion de distintos parametros; linealidad, exactitud, precision, repetibilidad,

reproducibilidad, limites de deteccion y cuantificacion, especificidad, tolerancia, robustez y
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estabilidad, en funcién de las caracteristicas del analisis. Cada parametro debe cumplir con

ciertos criterios de aceptacion para considerar que la metodologia es valida.

Los métodos que aparecen en la literatura oficial reconocida (Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos, métodos oficiales de analisis de la AOAC, etc.), se consideran
validos y solo deben cumplirse con una etapa de adecuacion, verificando que los resultados

obtenidos cumplan con los criterios de aceptacion. %2

Linealidad

La linealidad es la proporcionalidad que existe entre la concentracion de un analito y
los resultados obtenidos directamente o por medio de transformaciones matematicas
definidas, dentro de un determinado intervalo. Se utiliza el modelo de la ecuacion de la linea
recta (Y = mx + b ) para su evaluacion. También se evalda el intervalo dentro del cual se

cumple dicha proporcionalidad.

La linealidad del sistema es la proporcionalidad del andlisis de estandares de
referencia en el sistema de cuantificaciéon. Permite obtener curvas de calibracion que
relacionan la respuesta que genera el analito (Y) en una metodologia dada, con la
concentracion de soluciones estandar del analito (X). Las curvas de calibracién se preparan

con al menos 5 niveles de concentracion del estandar, cada nivel, al menos, por triplicado.

m
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La ecuacion que describe la tendencia se obtiene por el método de minimos
cuadrados, donde se obtienen coeficiente de determinacion (%), pendiente (m) y ordenada

al origen (b); ademas se estima el intervalo de confianza de la pendiente.

La linealidad del método es el comportamiento entre la concentracion del compuesto
de interés en la muestra y la respuesta obtenida, descrito mediante la ecuacion de la linea
recta. En este punto se debe considerar la metodologia involucrada en la preparacion de la
muestra (extraccion, tiempo de incubacion, etc.). Permite asegurar que los resultados que se
obtengan seran directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra,
dentro de un intervalo dinamico de trabajo. Se utilizan al menos tres niveles de

concentracion.

Existen dos formas de evaluar la linealidad del método:

* Cuando se conoce la totalidad de los componentes de la matriz donde se encuentra el
analito, se prepara un placebo y se adiciona en tres niveles de concentracion el analito a
cuantificar y el analisis se hace por triplicado.

+ Cuando no se conocen los componentes de la matriz, se utiliza la muestra misma como
matriz: sin adicionar el analito a cuantificar y analizando tres niveles mas de
concentracion del mismo, cada uno por triplicado. En cada nivel, se mantiene constante la
cantidad de muestra utilizada, con la finalidad de restar este resultado de las muestras

adicionadas. Cuando no es posible adicionar de manera directa el analito a la muestra, la
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adicion se hace en alguna de las primeras etapas del método, para lograr asegurar que

las etapas posteriores no den lugar a resultados incorrectos.

Los niveles de adicion se realizan considerando que los resultados obtenidos estaran
dentro del intervalo de linealidad del sistema. Se utiliza como referencia la misma sustancia
adicionada. La metodologia de la cuantificacion debe ser realizada por el mismo analista y

bajo las mismas condiciones.

En ambos casos, se reporta la cantidad recuperada (Y) en funcion de la cantidad
adicionada (X). Utilizando el método de estimacion por minimos cuadrados, se calcula la
pendiente (m), ordenada al origen (b) y coeficiente de determinacion (r’). Se estiman
también, los intervalos de confianza para la pendiente y para la ordenada al origen, ademas

del coeficiente de variacion de la regresion.

EXACTITUD

Se define como la concordancia entre un valor obtenido, empleando el método
propuesto, y el valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro del analisis de
muestras o placebos adicionados (cantidad cuantificada / cantidad adicionada X 100 ). El
intervalo de confianza del promedio de recobro debe incluir el 100% o el promedio
aritmético, de al menos 6 determinaciones.

Cuando se hace la evaluacion de la linealidad del método, puede determinarse
simultdneamente la exactitud del método, pues en la evaluacion de cada nivel de

concentracion adicionado, se determina la cantidad de muestra recuperada.
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La exactitud no fue evaluada ya que por tratarse de un sistema enzimatico, no se

asegura la determinacion real de actividad de la enzima.

PRECISION

Es el grado de concordancia entre ensayos individuales, cuando el método se aplica
repetidamente a multiples alicuotas de una muestra o referencia homogéneas. Se expresa
matematicamente como la desviacion estandar relativa (DER) o coeficiente de variacion

(C.V): desviacion estandar muestra / media aritmética X 100.

La precision del sistema se determina a partir del andlisis de una solucion a un solo
nivel de concentracion, por sextuplicado. La precision del método (o precision intermedia) se
obtiene del analisis por triplicado de una muestra homogénea o sustancia de referencia en

dos dias diferentes y por dos analistas diferentes.

REPETIBILIDAD / REPRODUCIBILIDAD

La repetibilidad es la precision expresada como la concordancia entre las
determinaciones independientes, aplicando el método desarrollado, realizadas bajo las

mismas condiciones (muestra, analista, tiempo, aparato, condiciones, etc.).
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La reproducibilidad también se refiere como precision, pero expresada en términos de
determinaciones independientes, realizadas en condiciones diferentes (analista, laboratorio,
equipo, etc.), analizando una misma muestra. La desviacion estandar relativa es la forma de

evaluar la reproducibilidad y / o repetibilidad.

SENSIBILIDAD

Cuanto mayor es la sensibilidad de un método, sera mas probable medir cambios
mas pequerios en la respuesta del sistema de deteccion. Los parametros que la definen son:
el limite de deteccion, que es la minima cantidad del analito que se puede detectar pero no
necesariamente cuantificar y el limite de cuantificacién, que es la minima concentracién del

analito que se puede determinar con exactitud y precision razonables.

Tanto el limite de deteccion, como el de cuantificacion, pueden ser estimados a partir

de la relacion sefial / ruido o de los paréametros de la curva de calibracion.

ESPECIFICIDAD / SELECTIVIDAD

La especificidad es la capacidad de un método analitico para obtener respuesta

debido Unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra, es decir,

evaluar inequivocamente al analito en presencia de compuestos endégenos.

La selectividad es la posibilidad del método de separar el analito de otros productos.

e ——————————
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La prueba mas simple para la evaluacion de especificidad es el analisis de un blanco

de la matriz biologica.

La evaluacion de selectividad, en los métodos enzimaticos requiere de evaluaciones

especificas para cada enzima.

ESTABILIDAD

Es la propiedad de una muestra, preparada para su cuantificacion, de conservar su

integridad fisicoguimica y la concentracion de la sustancia de interés, después de mantenerle

bajo condiciones especificas. 2%

D EEEEE———— e -
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METODOLOGIAS

Validacion del Método

Ratas macho Wistar de 4, 14 y 21 dias con
ayuno de 24 hrs.

l

Preparacion de la muestra.

Y

Ratas de 21 dias Ratas de 4 y 14 dias.

Raspado de mucosa
intestinal

Homogeneizar porcion
intestinal.

Validacion: linealidad, exactitud,
precision, estabilidad.

Protocolo para la Cuantificacion de
Fosforo inorganico liberado.

R,

Validacion de Proteina por el
Método de Lowry.

Protocolo para la Determinacion de
Proteina.

>

-v

Analisis de muestras:

Repetibilidad.

e e e e e ——— ———————————
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Cuantificacion de fésforo inorganico liberado por la accion de ATPasas

Analisis de Muestras.

Ratas macho Wistar de 42 dias sometidas a una dieta
Control(leche), Harina de Maiz-Calabaza Desengrasada y
Grenetina con ayuno de 12 horas. Sacrificio por degollado.

A
Preparacion de la muestra.

|

Homogeneizado.

l

Medios de reaccion

0.5 volimenes de fraccion de
para:

homogeneizado en un volumen de
ATPasa Total. > o9

medio de reaccion.
ATPasa-Mg?*.
ATPasa-Ca’*. l

Incubacién 10 minutos a 37 °C.

l

Detener la reaccion con TCA 10 % y se revela el fosforo
inorganico liberado.

!

En opacidad centrifugar 5 minutos a 3500 rpm.

,

Leer absorbencia a 700 nm con respecto a un blanco.

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata.
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Preparacion de muestras

Disectar el intestino delgado de rata.

v

[ Lavar con solucion salina 0.9 % fria.

'

Dividir en 3 porciones proximal, media, distal.

!

Raspado de la mucosa intestinal de cada porcion
y suspension del peso total en 5 mL de solucion
salina 0.9 %.

|

v
Homogeneizar las tres suspensiones por un lapso

de 7 min. con un minuto de reposo entre cada
minuto. Mantener en bafio de hielo.

l

Centrifugar 15 minutos a 3500 rpm.

'

Homogeneizados guardados en alicuotas de
0.5 mL a -70°C.
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VALIDACION

1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE FOSFORO

INORGANICO.

En la validacion del sistema para determinar fosforo inorganico, se utilizd una
solucion estandar de fosfato monobasico de potasio (KH,PO4) equivalente a 0.0016 M de
fosforo inorganico (50 microgramos de fosforo inorganico (pgPi) / mililitro (mL) ). La
determinacion fue por el método espectrofotométrico mediante la deteccion de fosforo

inorganico a 700 nm, después de transformarlo en un compuesto colorido.

En la validacion del método se requirid de un homogeneizado de cada una de las
diferentes porciones del intestino delgado de 2 ratas Wistar de edad joven adulta, 10 ratas
de 4 dias de edad y 15 ratas de 14 dias de edad. Sus condiciones alimenticias y ambientales
fueron las que se establecen para ser considerado un reactivo bioldgico aséptico en un

bioterio.

La curva de calibracion para determinar la cantidad de fosforo inorganico liberado
estd planteada de tal manera que en ella puedan interpolarse los datos para obtener los
valores de concentracion de fosforo inorganico de cualquier ATPasa que se esté evaluando.
Asi que la validacién del sistema considera, la cantidad de fosforo inorganico liberado

mediante la accion enzimatica de todas y cada una de las ATPasas.

———————
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1.1.Linealidad

Para la validacion del sistema se requirid de una curva estandar de calibracion de tipo
Y = mx + b, con 8 niveles de concentracion, analizado cada uno por triplicado. Para la
obtencion de cada una de las concentraciones se partio de una sola concentracion de
solucién estandar ( 50 pgPi / mL). Estableciendo asi los siguientes niveles de concentracion
0, 1.5, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 37 y 50 ugPi / mL. Se observd que en este intervalo de
concentraciones se mantiene una tendencia lineal en la curva, de ahi que se haya

establecido de esta forma.

La curva de calibracion es de tipo Y = mx + b, con el método de minimos cuadrados
por lo que se pudo obtener el coeficiente de determinacion (%), ordenada al origen y

pendiente.

El criterio de aceptacion empleado para la curva fue el de un coeficiente de

determinacion (r?) mayor a 0.98.

Se adecuaron las muestras intestinales de acuerdo con la metodologia establecida
para la determinacion de ATPasas, para cada una de las diferentes edades. Cada porcion
intestinal se determind por triplicado. Se calculd promedio, desviacion estandar, coeficiente

de variacion y andlisis de varianza en todas.

Como criterio de aceptacion se establecio un coeficiente de variacion menor del 10%.
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1.2. Sensibilidad

Para evaluar la sensibilidad del sistema se requirio de la curva de calibracién con al
menos 8 niveles de concentracion por triplicado cada uno. Se determinaron los limites de
cuantificacion y los limites de deteccion. El criterio de aceptacion fue el de un coeficiente de

determinacion (r?) mayor a 0.98.

La sensibilidad del método se llevd a cabo mediante la determinacion de los limites
de cuantificacion y de deteccion. Se considero la edad de las ratas y la porcion intestinal. El
analisis se realizo por triplicado en cada una de las diferentes edades de las ratas, asi como

cada una de las diferentes porciones intestinales.

Se calculo promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion. Como criterio de

aceptacion se consideré un coeficiente de variacion menor al 10%.

1.3. Precision (Evaluada como Repetibilidad y Reproducibilidad)

La reproducibilidad del sistema fue mediante la comparacion de 3 curvas de
calibracion a 2 diferentes dias. La repetibilidad se evalud, como el promedio de un
sextuplicado de cada una de las concentraciones de la curva estandar, cuyo resultado debid

de cumplir con el criterio de aceptacion.

Ea—————————— ——————————E S ——
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La repetibilidad del método, se llevd a cabo mediante la determinacion de la cantidad
de fosforo inorganico liberado por la accion enzimatica de las diferentes ATPasas, en cada
una de las porciones del intestino delgado de una misma muestra evaluada por triplicado, en

un mismo dia.

La reproducibilidad del método, se llevd a cabo mediante la determinacion de la
cantidad de fdsforo inorganico liberado por la accion enzimatica de las diferentes ATPasas,
en cada una de las porciones del intestino delgado de una misma muestra evaluada por

triplicado, en 2 diferentes dias.
Se obtuvo el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion porcentual de

cada uno de los analitos. El criterio de aceptacion fue un coeficiente de variacion porcentual

menor del 10%.

1.4. Estabilidad
Para evaluar la estabilidad del sistema, se establecié un tiempo limite de 2 horas para
la lectura de la absorbencia a 700 nm, debido a la inestabilidad del derivado de fésforo, una

vez desarrollado el color con los reactivos especificos.

La estabilidad de la muestra se realizd de dos formas:
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La primera consistio en determinar si existe una variacion significativa en cuanto a la
cantidad de fésforo inorganico liberado en cada una de las porciones intestinales para un
mismo extracto, de una misma muestra, sometido a una primera y una segunda

descongelacion, en diferentes dias de analisis.

La segunda consistio en determinar si el homogeneizado es estable, conservado en calidad
de extracto, evaluando los diferentes extractos de una misma muestra, en distintos dias de

analisis.

El andlisis se realizd por triplicado, obteniendo promedio, desviacion estandar y

coeficiente de variacion porcentual menor al 10% y analisis de varianza.

2. VALIDACION DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA.

En la validacion del sistema se utilizo la metodologia para la determinacion de
proteina por el Método de Lowry y requirié de una solucion estdndar de alblimina sérica

bovina (1 mg / mL). La determinacion fue por el método espectrofotométrico a 750 nm.

En la validacién del método se requirid del mismo homogeneizado utilizado en la

validacion para la determinacion de fésforo inorganico.

-“
Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 29



METODOLOGIAS

2.1. Linealidad

Para la validacion del sistema se requirio de una curva estandar de calibracion de tipo
Y = mx + b, con 8 niveles de concentracion, cada uno por triplicado. Para la obtencion de
cada una de las concentraciones se partio de una sola concentracion de solucion estandar
(100 pg proteina /mL), teniendo esta concentracion como limite para conservar una
tendencia lineal. Dando asi los siguientes niveles de concentracion 0, 5,10, 20,40, 60, 80 y

100 pg proteina /mL.

La curva de calibracion es de tipo Y = mx + b, con el método de minimos cuadrados

se obtiene el coeficiente de determinacion (), ordenada al origen, pendiente.

El criterio de aceptacion empleado fue el de un coeficiente de determinacién (r)

mayor a 0.98.

Se adecuaron las muestras intestinales de acuerdo a la metodologia establecida para
la Determinacion de Proteina, para cada una de las diferentes edades y cada una de las
diferentes porciones intestinales. Cada porcion intestinal se determind por triplicado. Se

calculé promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacion y analisis de varianza.

Como criterio de aceptacion se establecié un coeficiente de variacion menor del 10%.
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2.2. Sensibilidad

Para evaluar la sensibilidad del sistema se requirid de la curva de calibracion con al
menos 8 niveles de concentracion por triplicado cada uno. Se determinaron los limites de
cuantificacion y los limites de deteccion. El criterio de aceptacion fue el de un coeficiente de

determinacion (r’) mayor a 0.98.

La sensibilidad del método se llevo a cabo mediante la determinacion de los limites
de cuantificacion y de deteccion. Se considero la edad de las ratas y la porcion intestinal. Se
realizd por triplicado de cada una de las diferentes edades de las ratas, asi como cada una

de las diferentes porciones intestinales.

Se calculd promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion. Como criterio de

aceptacion se considerd un coeficiente de variacién menor al 10%.

2.3.  Precision (Evaluada como Reproducibilidad)

La reproducibilidad del método se llevd acabo mediante la determinacion de la
cantidad de fésforo inorganico liberado por la accién enzimatica de ATPasa Total, ATPasa-
Mg’*, ATPasa-Na*/K*, *ATPasa-Ca’, en cada una de las porciones del intestino delgado de

una misma muestra, a diferentes dias por triplicado.

Se obtiene el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion porcentual con

un criterio de aceptacion menor del 10%.

e ——— e
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2.4. Precision (Evaluada como Repetibilidad)

La repetibilidad del sistema se realizd determinando cada uno de los puntos de la
curva de calibracion por sextuplicado. Se calculé promedio, desviacion estandar y coeficiente

de variacion.

La repetibilidad del método se determind por triplicado en una misma muestra con

una misma concentracion.

Se calculd promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion. El criterio de

aceptacion es de un coeficiente de variacion menor al 10%.

ANALISIS DE MUESTRAS

Para evaluar el efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas se
utilizaron 3 grupos de 6 ratas Wistar de 42 dias de nacidas, alimentadas por 21 dias, con 3
diferentes tipos de dietas, cuya diferencia radico en la calidad proteinica de cada una de
ellas. Un primer grupo fue alimentado con una dieta control a base de caseina considerada
como una dieta de alta calidad proteinica. Un segundo grupo fue alimentado con una dieta a
base de maiz y de harina de pepita de calabaza desengrasada, en una proporcién de 50:50

con respecto a la cantidad de proteina de cada componente base, ésta se consideré como

L8
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una dieta de buena calidad proteinica. El tercer grupo fue alimentado con una dieta a base

de grenetina, considerada como una dieta de baja calidad proteinica.

La composicion porcentual de cada una de las dietas con las que se alimentaron a los

animales de estudio, se presenta en la Tabla 1, conservando cada dieta el 10% de proteina.

Tabla1. Composicion porcentual en la que fueron diseiiadas las dietas
alimenticias para ratas.

Dieta Control Dieta Dieta Grenetina
Harina desengrasada de
pepita de calabaza y Harina
de maiz (HDM)

Componente % Componente % Componente %
Caseina(95.2% proteina)  10.5|Harina desengrasada de 8.3 | Grenetina(95.2 % 10.6
Sacarosa 22.0 | pepita de calabaza (Cucurbita proteina)

Dextrosa 19.0 | argirosperma) Sacarosa 22.0
Dextrina 25.0 [Harina de maiz nixtamalizada  53.8 | Dextrosa 19.0
Manteca Vegetal 8.0 |Sacarosa 9.0 | Dextrina 25.0
Aceite Vegetal 6.0 | Dextrosa 7.8 | Manteca Vegetal 8.0
Mezcla de vitaminas 1.0 | Dextrina 6.9 | Aceite Vegetal 6.0
Mezcla de minerales 2.0 [Manteca Vegetal 6.6 | Mezcla de vitaminas 1.0
Colina (sol. al 50%) 0.4 | Aceite Vegetal 5.0 | Mezcla de minerales 1.8
Celulosa 6.1 |Mezcla de vitaminas 1.0 | Colina (sol. al 50%) 0.4

Mezcla de minerales 1.2 | Celulosa 6.2

Colina (sol. al 50%) 0.4

Celulosa -
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Esta evaluacion bioldgica fue realizada por alumnos de la clase de Nutricion I de la
Facultad de Quimica en la Universidad Nacional Auténoma México, siguiendo el método
denominado REP (relacion de eficiencia proteinica), el cual bajo condiciones estandarizadas

da una medida confiable del valor nutricional de una dieta proteinica.”’

Una vez concluido el ensayo en un tiempo de 21 dias en el que fueron alimentados
los animales, se procedio a la obtencion de las muestras de mucosa intestinal de las ratas de

los 3 grupos de dieta.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Las 6 ratas Wistar de cada una de las dietas, se mantuvieron en ayuno por un lapso
de 12 horas, para poder ser sacrificadas por degollado, disectando asi el intestino delgado,
el cual fue lavado con solucion salina fria al 9 %, la que ayuda a remover todo residuo
contenido en el intestino delgado, su limpieza reduce la interferencia en los factores que se

quieren evaluar. Una vez limpio se divide en tres porciones la proximal, la media y la distal.

Para cada una de las porciones se obtuvo la mucosa intestinal, siguiendo el método
de Carmona # . Esto se realizé raspando la mucosa de cada porcién con un portaobjetos de
vidrio. La mucosa de cada porcion intestinal fue suspendida en 5 mL de solucion salina fria al
9 %, cada suspension se centrifugd a 3500 rpm por un tiempo de 15 minutos, el

sobrenadante se guardé en alicuotas de 0.5 mL a —70 ©°C, para el posterior analisis de

ted
prieg

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata.



METODOLOGIAS

cantidad de proteina contenida y cantidad de fdsforo inorganico liberado por la accion

enzimatica de las ATPasas.

A continuacion se hara la descripcion de las metodologias que se llevaron a cabo para

la determinacion de proteina y de fdsforo inorganico liberado.

DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOWRY.

La determinacion de proteina presente en las muestras de intestino delgado se baso

en la técnica de Lowry.

1. FUNDAMENTO.

El método se fundamenta en el uso de la reaccion de Biuret, donde las proteinas
reaccionan con los iones cobre en medio alcalino. El reactivo fenol Folin-Ciocalteu (acido
fosfomolibdico-fosfotingstico) se reduce por los residuos de tirosina y de triptofano
presentes en la proteina. La intensidad del color refleja la formacion del complejo cobre-
proteina, este complejo puede ser detectado espectrofotométricamente a una longitud de

onda de 750 nm.

Para determinar el contenido de proteina se prepara una curva de calibracion usando
albumina sérica bovina, cada vez que se realice el ensayo, ya que puede presentar

comportamientos no lineales debidos al mecanismo de reaccion.
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2. REACTIVOS

-Solucion estandar de albumina sérica bovina, Sigma A-3425 (1 mg / mL).

Disolver 10.43 mg de albamina sérica bovina (Sigma A. 3425), en agua destilada, llevando al
aforo lentamente para evitar la formacion de burbujas a un volumen final de 10 mL con
agua destilada. Aimacenar en alicuotas de 1 mL a -70 °C.

-Solucion de hidroxido de sodio (0.8 mol NaOH / L).

Disolver 32 g de hidroxido de sodio en agua destilada y llevar al aforo a 1000 mL con el

mismo disolvente.

-Reactivo A.
Disolver 0.2 g de tartrato disodico dihidratado y 10 g de carbonato de sodio en 69 mL de

NaOH 0.8 M, llevar al aforo a 100 mL con agua destilada.

-Reactivo B.
Disolver 2 g de tartrato disodico dihidratado y 1 g de sulfato de cobre pentahidratado en
12.5 mL de NaOH 0.8 M, llevar al aforo a 100 mL con agua destilada.

Almacenar protegido de la luz.

-Reactivo mezcla.
Incorporar 25 volumenes de solucion de NaOH 0.8 M, con 18 volumenes del reactivo A y 2
volumenes de reactivo B. Preparar al momento.

-Reactivo C.

Diluir 1 volumen del reactivo comercial de Folin-Ciocalteu con 2 volumenes de agqua

destilada. Preparar al momento.
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3. EQUIPO

Balanza analitica Sartorius Mod.022605.

Espectrofotometro Sequoia Turner Mod. 340, con celdas de 1 cm.
Vortex. Super-Mixer N® 1290.

Matraces volumeétricos de 10 y 100 mL.

Probeta graduada de 100 mL.

Pipetas automaticas Finnpipette (200-1000 pL y 1-5 mL).

Tubos de ensaye de 16 X 150 mm.

Tubos de microfuga Eppendorff.

4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA EN LA MUCOSA INTESTINAL DE RATA.

Para la determinacion del contenido de proteina se utilizaron extractos diluidos del
homogeneizado de la mucosa del intestino delgado de ratas. Sabiendo con anterioridad que
cada una de las porciones posee una cantidad distinta de proteina, se establecid el siguiente
patron de dilucion para cada una de las porciones intestinales, en condiciones

estandarizadas de alimentacion:

Porcion proximal 1:400
Porcion media: 1:400

Porcion distal 1:50

e e e e e e e e e e e e e e e
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Cabe aclarar que la dilucion puede variar de acuerdo con el tipo de alimentacion que
reciba el animal de estudio, se ha encontrado que el factor de dilucion es menor en animales

desnutridos. Considerando lo anterior, la determinacion se procedio de la siguiente forma:

Colocar en un tubo de ensaye 1.2 mL de la porcion del homogeneizado diluido;
adicionar 0.9 mL de reactivo mezcla y agitar en vortex, adicionar 0.6 mL de reactivo C y
agitar inmediatamente, adicionar 0.6 mL de reactivo C y mezclar vigorosamente. Incubar el

tubo a 37 °C por 45 minutos, protegido de la luz. Este procedimiento se llevd a cabo por

triplicado.

Leer las absorbencias de las muestras problema en un espectrofotometro a 750 nm.
Ajustar el espectrofotometro con el blanco de reactivos de la curva patron. Determinar el

contenido de proteina de cada muestra, interpolando su lectura en la curva patrén.

5. PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE ALBUMINA

Para la preparacion de la curva patron de albimina se prepararon soluciones con
concentraciones de 0, 5, 20, 40, 60, 80 y 100ug / mL, a partir de una solucion de albimina

sérica bovina (1 mg / mL).

Colocar en tubos de ensaye, 1.2 mL de cada solucién estandar; afadir a cada tubo
0.9 mL de reactivo mezcla y agitar en vortex, inmediatamente adicionar 0.6 mL de reactivo C

y agitar, para adicionar nuevamente 0.6 mL de reactivo C y mezclar vigorosamente. Incubar

“‘
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los tubos a temperatura ambiente por 45 minutos, protegidos de la luz. La determinacion de
cada concentracion se hizo por triplicado.

Leer las absorbancias en un espectrofotometro a 750 nm, ajustando el
espectrofotometro contra el blanco de reactivos .

Para la obtencion de la curva se debe trazar la grafica de absorbancia contra

concentracién de albimina sérica bovina (expresando el valor como ug de proteina / mL).

6. CALCULOS.

La concentracion de proteina de la muestra se lee a partir de la curva patrén y los
resultados se expresan en ug de proteina / mL, este resultado se multiplica por el factor de
dilucion de la alicuota del extracto, quedando expresado en miligramos de proteina (mg Pr-)
/ mililitro (mL)

Es importante primero llevar a cabo la determinacion de proteina antes que la de
fosforo inorganico, ya que la cantidad de proteina contenida se toma como base para
estimar la cantidad de fdsforo presente y de ahi considerar la dilucién a la que se sometera
el extracto para determinar el fosforo inorganico. Este ajuste técnico debe ser considerado
cuando no se cuenta con una gran cantidad de muestra.

Las alicuotas utilizadas en un solo ensayo, para la determinacién de proteina y de
fosforo inorganico liberado, proceden de una misma fraccion de 0.5 mL de extracto
homogeneizado, en cada una de las porciones intestinales.

A continuacion se describe la metodologia que se siguid para la determinacion de

fosforo inorganico liberado por la accion enzimatica de las ATPasas:

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 39



METODOLOGIAS

DETERMINACION DE ATPasas

1. FUNDAMENTO

La determinacion de la actividad de las ATPasas esta basada en la medicion de
fosforo inorganico (Pi) liberado después de la hidrdlisis del ATP disddico con la enzima,
originando ADP y Pi. La determinacion se hizo siguiendo el método de Fiske y col.”’, con las
modificaciones planteadas por Omoruyi *'?*, que consiste en la reduccion del acido
fosfomolibdico formado, al adicionar sulfato ferroso, dando lugar a un compuesto de color

azul, cuya intensidad va a depender de la cantidad de fosforo inorganico presente.

2. REACTIVOS:

Cloruro de sodio (NaCl) 1 M

Cloruro de potasio (KCl) 100 mM

Cloruro de Magnesio (MgCl;) 25 mM

Cloruro de Calcio (CaCl;) 40 mM

Sal disodica del acido etilendiamino tetraacético (EDTA) 1 mM
Ouabaina 2mM Sigma 0-3125

ATP 25mM Sigma A.1023

Tris-HCl 100mM (pH= 7.4)

Acido tricloroacético (TCA) al 12.5% en solucion acuosa.

Acido tricloroacético (TCA) al 20% en solucion acuosa.

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 40



METODOLOGIAS

Molibdato de amonio ( (NH4)s-M0;0,4) al 1%, con Sulfato Ferroso (FeSOs) al 4%, en acido
sulfurico (H,S0,) al 1.15N
Acido ascérbico al 0.2% en solucién acuosa.

Solucion estandar de KH,PO, 0.0016M (equivalente a 0.0016 M de Pi).

3. EQUIPO

Balanza analitica. Sartorious Mod. 022605.

Espectrofotometro Sequoia Turner Mod. 340, con celdas de 1cm.
Vortex. Super-Mixer N° 1290.

Matraces volumétricos de 5, 10 y 100 mL.

Probeta graduada de 100 mL.

Pipetas automaticas Finnpipette (50-200 pL, 200-1000 pL y 1-5 mL).
Tubos de ensaye de 16 X 150 mm

Tubos de microfuga Eppendorff.

4. DETERMINACION DE FOSFORO INORGANICO LIBERADO POR LA ACCION DE LA

HIDROLISIS ENZIMATICA DE LAS ATPasas: Na*/K* y Ca?*.

Para poder determinar la cantidad de fdsforo inorganico liberado por la accion de las

ATPasas se requiere:

Primero.- De un medio de reaccion especifico de la ATPasa ya sea de Na*/K* o de

Ca®. La determinacion de la ATPasa-Na*/K* se efectda de forma indirecta, ya que es una

e —————————
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enzima cuyo aislamiento requiere de un equipo muy especializado y los métodos
convencionales que se utilizan para identificar a otras enzimas, no son viables para ésta, de
ahi que su determinacién se base en la accion de su cofactor que es el ion Mg®* mediante la

presencia y ausencia de un inhibidor directo de la enzima, como lo es la ouabaina.

En la mayoria de las publicaciones la determinacion de la actividad especifica de la
ATPasa-Na*/K* se reporta con la presencia o la ausencia del inhibidor.>' **. En este trabajo
la actividad especifica de la ATPasa-Na*/K*, se determina como: la actividad especifica de la
ATPasa Total (ausencia del inhibidor), y la actividad especifica de la ATPasa-Mg?* (presencia
del inhibidor). El valor de la actividad especifica de la ATPasa-Na*/K"* se obtiene mediante la
diferencia entre el valor de la actividad especifica de la ATPasa Total y el valor de la

actividad especifica de la ATPasa-Mg®*.

Segundo.- Se utilizd el resto del extracto del homogeneizado intestinal empleado para
determinar proteina. Este extracto requirid de una dilucion previa a su analisis, tomando
como base el contenido de proteina en mucosa, esta medida se realizé procurando que se
ajustara en la zona media de la curva patron de fosforo inorganico, ya que la cantidad de

muestra con la que se contaba no era muy grande.

En la tabla 2 se presentan los medios de reaccion utilizados para la determinacion de
fosforo inorganico, para cada una de las enzimas y cuyo valor es necesario para la

determinacion de actividad especifica.
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Notese que cada uno de los medios llega a un volumen final de 5mL
independientemente de la variacion de los reactivos, conservando el volumen de reaccion

para cada una de las enzimas.

TABLA 2. MEDIOS DE REACCION PARA LA ATPasa Total , ATPasa-Mg”>* Y
ATPasa-Ca**.

REACTIVO ATPasa Total ATPasa-Mg’*  ATPasa-Ca’*

NaCl 1 M 0.50mL 0.50mL .

KCl 100 mM 0.50mL 0.50mL -

MgCl; 25 mM 0.50mL 0.50mL -
CaCl; 40 mM - - 0.50mL
Ouabaina 2 mM - 0.50mL 0.50mL
EDTA 1 mM 0.50mL 0.50mL 0.50mL
ATP 25 mM 0.50mL 0.50mL 0.50mL
Tris-HCl 100 mM 2.50mL 2.00mL 3.00mL

(pH =7.4)

Volumen 5.00mL 5.00mL 5.00mL

final
Tabla 2. Medio de reaccién para ATPasas.

El procedimiento que se siguid fue el siguiente:

Colocar en un tubo de ensaye 1 mL del medio de reaccion de la enzima por evaluar,
la reaccion de hidrdlisis se inicia al adicionar 0.5 mL del extracto (muestra), e incubar la
mezcla a 37 °C por un tiempo de 10 min. La reaccion se detiene al precipitar proteinas con
1.5 mL de &cido tricloroacético al 12.5 %, y mantener en bafio de hielo por alrededor de 5

minutos, (si hay presencia de turbiedad en el tubo, se debe de centrifugar a 5000 rpm por 5

e ———————————————————————————  ——
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minutos y separar el sobrenadante, de no presentar turbiedad se continua con la medicion).
Adicionar 2.0 ml de molibdato de amonio al 1.0 % con FeSO; al 4 % en H,S0,41.15 N, agitar
y agregar 2.0 mL de acido ascorbico al 0.2 %, volver a agitar y desarrollar color a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Leer la absorbencia a 700 nm, ajustando con el

blanco de la muestra e interpolando los valores en la curva estandar.

4.1  ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA: ATPasa-Na'/K".

La actividad especifica de la ATPasa-Na‘/K" se obtiene mediante la diferencia del
valor de la actividad especifica de la ATPasa Total menos el valor de la actividad especifica

de la ATPasa-Mg?*, de una misma muestra.

5. PREPARACION DEL BLANCO DE LAS MUESTRAS

Colocar en un tubo de ensaye 1 mL de la solucion de sales como medio de reaccién
(tabla 2), adicionar 1.5mL de acido tricloroacético (frio) al 20 % y como simulacion de la
hidrdlisis enzimatica adicionar 0.5 mL de agua, en lugar de la muestra, incubar a 37 °C en
un tiempo de 10 min. Mantener la reaccion en un bafio de hielo por alrededor de 5 minutos.
Adicionar 2.0 mL de molibdato de amonio al 1.0 % con FeSO, al 4 %, en H;SO; 1.15 N,
agitar y agregar 2.0 mL de acido ascorbico al 0.2 %, volver agitar y desarrollar color a

temperatura ambiente durante 10 minutos. Leer la absorbencia a 700 nm.
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6. CURVA ESTANDAR DE FOSFORO INORGANICO

Realizar por triplicado la curva estandar con una solucién estandar de fosfato
monobésico de potasio (KH,PO,) 50 pg fosforo inorganico /mL equivalente a 0.0016 M de

fosforo inorganico.

En la Tabla 3 se muestran los 8 niveles de concentracion y los volimenes utilizados
de la solucién estandar de fésforo inorganico, agua desionizada y acido tricloroacético al

20% necesarios para alcanzar la concentracion de cada nivel.

TABLA 3. PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE

FOSFORO INORGANICO.
Tubo Concentracion  Solucidn estandar de Agua TCA  Volumen
ug Pi / mL fésforo inorganico. Desionizada 20 % final
(50 pgPi / mL)? (mL) (mb)  (mL)
(mL)
1 (blanco) 0.000 0.000 2.000 1.000 3.000
2 1.500 0.050 1.950 " "
3 3.125 0.150 1.850 - »
4 6.200 0.250 1.750 E: -
5 12.500 0.500 1.500 E: 3
6 25.000 1.000 1.000 X “
7 37.000 1.500 0.500 w
8 50.000 2.000 - " "

a. Solucion estandar de KH,PO4 0.0016M,

Adicionar a cada tubo 2.0 mL de la solucion: molibdato de amonio 1 %, con FeSO,
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4 %, en H,SO, 1.15 N, agitar y adicionar 2.0 mL de la solucion de acido ascorbico 0.2 %,
agitar y desarrollar color a temperatura ambiente por 10 minutos. Leer a 700 nm, ajustando

con el blanco.

CALCULO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE ATPasas.

La concentracion de fosforo inorganico en la muestra se obtuvo a partir de la curva
estandar en microgramos de fosforo inorganico / mL, por lo que se hace la conversion a
micromoles de fosforo inorganico. Se debe de considerar en el célculo el factor dilucion de la

alicuota del extracto.

Para poder calcular la actividad especifica, se necesita conocer el contenido de
proteina en la fraccion del homogeneizado, de acuerdo con la porcion intestinal que se esté
manejando, por lo que se debe de considerar, tanto el factor de dilucion del extracto como
la fraccion 0.5 mL del homogeneizado de la muestra. El valor se expresa en miligramos de

proteina / mL. El tiempo es de acuerdo con la duracion de la reaccion enzima-sustrato.

Asi, finalmente se hace la relacion matematica de fosforo y proteina teniendo:

Actividad Especifica (AE) = micromoles (umoles) de fosforo inorganico (Pi) /

miligramos (mg) de proteina(Pr-) / minutos (min)
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RESULTADOS Y DISCUSION

VALIDACION

1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE FOSFORO

INORGANICO LIBERADO POR LA ACCION ENZIMATICA DE ATPasas.

VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE FOSFORO

INORGANICO LIBERADO POR ATPasa TOTAL (ATPasa-Na'/K* y ATPasa-Mg**).

1.1 Linealidad del sistema

El sistema presenta una linealidad de entre 1.5 — 50 pgPi. pasando por cero. La
respuesta es directamente proporcional a la concentracion de fosforo inorganico que se
maneje. En todas las curvas realizadas por triplicado se obtuvo un coeficiente de

determinacion (r*) mayor de 0.98 como se observa en la Figura 3.

e e
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Curva para evaluar la linealidad del sistema.

Curva estandar para la determinacion de fosforo
inorganico (Pi)

E
s 14
8 y = 0.035x - 0.0012
2 0.5 #=0.9988
0 T T T —
o059 20 40 60

concentracion (microgramos de Pi/mL)

Figura 3. Curva estandar para la determinacion de fosforo inorganico, mediante el uso de
una solucion estandar de KH,PO, con concentraciones de 0, 1.5, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 37
y 50 ug Pi/ ml. Condiciones de incubacion: 10 min a temperatura ambiente.

Considerando como satisfactorios los criterios de aceptacion de la linealidad del
sistema, se procedio a evaluar la cantidad de fdsforo inorganico contenido en las diferentes
porciones de la mucosa del intestino delgado de ratas jovenes adultas y del intestino delgado

de ratas de 14 y 4 dias de edad.

En la Tabla 4 se muestra la cantidad de fosforo inorganico liberado mediante la accion
enzimatica de la ATPasa Total, ATPasa-Mg?* y ATPasa-Ca’*, en la mucosa intestinal de ratas
jovenes adultas, en la diferentes porciones de intestino delgado. Cada una determinada por

triplicado.

I e e =———————)
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Tabla 4. Fosforo inorganico liberado por la accion de ATPasas, presente en cada
una de las tres porciones del intestino delgado de ratas adultas jovenes.

porcion pg Pi ATPasa Total / mL ug Pi ATPasa-Mg>*/ mL g Pi ATPasa-Ca’* / mL en

en mucosa de rata. en mucosa de rata mucosa de rata
promedio promedio promedio
Proximal 205.8 +8.6° 81.8 + 6.02° 108 + 5.69
CV (%) 6.1 i 5.2
Media 66.0+2.4° 25.7 + 1.80° 29 + 1.7
CV (%) 3.7 7.0 5.6
Distal 433+25° 9.7 + 0.59' 173+ 0.3
CV (%) 5.8 6.1 2.0

Letras distintas denotan diferencia significativa, entre cada porcion y entre cada ATPasa

Como puede observarse, cada una de las porciones para las tres ATPasas cumple con
el criterio de aceptacion para esta prueba (CV menor al 10 %), por lo que puede

establecerse un analisis de los valores encontrados.

Se observa una diferencia significativa entre cada una de las porciones para cada una
de las enzimas, indicandonos que el comportamiento enzimatico en cada porcion no es el

mismo y va a estar relacionado con la funcionalidad de cada porcion.

Se observa que la mayor cantidad de fosforo inorganico se tiene en la porcion
proximal del intestino delgado, y la menor cantidad de fdsforo, en la porcidn distal, teniendo
una cantidad intermedia en la porcion media del intestino delgado. Lo cual indica que en la

porcion proximal existe una mayor presencia de ATPasas.
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El que exista mas cantidad de fosforo inorganico en la porcion proximal del intestino
delgado, no es mas que el indicio de una mayor funcién reguladora de cationes, de modo

que es la region en donde se lleva a cabo la absorcion de la mayoria de los metabolitos.

En la tabla 5 podemos observar la cantidad de fdasforo inorganico en cada una de las

porciones del intestino delgado en ratas de 4 y 14 dias de edad.

La respuesta obtenida para la evaluacion del homogeneizado de intestino delgado de
ratas de 4 y 14 dias, cumple con el criterio de aceptacion (CV menor al 10 %) para cada

edad y cada porcion.

La determinacion de actividad enzimatica no se realiza directamente en mucosa
intestinal, debido a su falta de viabilidad, ya que la fraccion intestinal a esta edad aun no ha
alcanzado un estado de madurez que permita la obtencion de mucosa, por lo que la
determinacion de cantidad de fésforo inorganico liberado por la accion enzimatica de ATPasa
se realiza en cada porcion del intestino como tal. Debido a que la porcion intestinal de cada
fraccion obtenida fue minima, se procedio a hacer un pool (concentrado) de cada porcion del
intestino delgado de todas las ratas de una misma edad, y aun asi se obtuvo muy poca
cantidad de muestra, siendo solo posible evaluar la accion enzimatica de la ATPasa Total. De
antemano debe de considerarse que los datos sobre la cantidad de fosforo inorganico
encontrado en estas muestras, no son del todo confiables, ya que pueden existir
interferencias causadas por el tejido epitelial del que esta constituido el intestino, dando

falsos positivos, sin embargo siguen siendo datos registrables para estudios que se deseen
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realizar en un futuro. De igual forma estos datos nos ayudan a validar el método en la

actividad de ATPasas Totales.

Tabla 5. Fosforo inorganico liberado por la accion de las ATPasas totales en un

pool intestinal de ratas de 4 y 14 dias de edad.

porcion ugPi / ml en un pool de intestino de  pgPi / ml en un pool de intestino de
10 ratas de 4 dias + DE 15 ratas de 14 dias + DE
promedio promedio
Proximal 342.5+19.99 4384+ 1.18° -
CV (%) 5.8 0.27
Media 3778+21" 624 +7.7°¢
CV (%) 5.5 1.24
Distal 530.5+9.2' 681.6 + 16.6'
CV (%) 1.7 2.44

Letras diferentes indican diferencia significativa, entre cada porcion y entre cada edad. La determinacion se realizo
por triplicado. DE (desviacién estandar).

Para las ratas de 4 y 14 dias de edad se encontré que existe una diferencia en cuanto
a la cantidad de fdsforo inorganico en cada una de las porciones intestinales. La porcién
distal del intestino delgado, contiene la mayor cantidad de fdsforo inorganico, después la

porcién media y finalmente la menor cantidad se encuentra en la porcién proximal.

R R, e e eSS ——— S
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Se ha encontrado’® que en ratas de 4 y 14 dias se tiene una mayor cantidad de
fosforo inorganico en la porcion distal, a diferencia de las ratas adultas, donde la mayor
cantidad de fosforo es en la porcion proximal. Simplemente se refleja las etapas de
maduracion del intestino en ratas. En etapas tempranas de desarrollo en el intestino de
ratas, se observa una mayor actividad enzimatica en la region distal y a medida que el animal
va creciendo, se va incrementando la actividad enzimatica, siendo la region proximal la que
lleva a cabo una mayor actividad. Para cuando el animal ha alcanzado una etapa de
maduracion, la funcionalidad del intestino en sus distintas regiones, permite que sea apto
para el proceso de absorcion de los nutrimentos de manera especifica , logrando ajustarse a

las necesidades metabdlicas del animal.

1.2  Sensibilidad

1.2.1 Limites de deteccién del sistema:

La concentracion a la cual se detect6 la minima cantidad de fésforo fue a 0.3 pgPi /
mL (Tabla 6 ), conservando la curva su tendencia lineal. La curva de calibracion cumplié con

los criterios de aceptacion.
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Tabla 6. Curva estandar de fésforo inorganico para limite de deteccion.

uPi / mL Abs 1 Abs 2 Abs 3
0.000 0000 0000 0000
0.300 0.001 0.001 0.003
0.600 0.014 0.011 0.013
0.900 0.017 0.015 0.015
1.500 0.033 0.026 0.030
3.125 0.084 0.091 0.093
6.250 0.155 0.138 0.149
12.500 0.270 0.299 0.276
25.000 0.533 0.567 0.548
37.000 0.911 0.830 0.903
50.000 1.078 1.201 1.122

r’ = 0.9806
m = 0.0225
Ord = 0.0128

1.2.2 Limite de cuantificacion del sistema:

En la tabla 7 se citan los 8 niveles de concentracion establecidos para la
determinacion de fdsforo inorganico, encontrando que el limite de cuantificacion para el

sistema es de 1.5 pug Pi / mL.
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Tabla 7. Curva estandar de fosforo inorganico para el limite de cuantificacion.

wPi / mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 CV(%)
0.000 0.000 0.000 0.000 0.00
1.500 0.056 0.052 0.054 3.70
3.125 0.110 0.113 0.111 1.37
6.250 0.240 0.237 0.245 1.68
12.500 0.483 0.490 0.501 1.85
25.000 0.973 0.982 0.978 0.46
37.000 1.448 1.448 1.436 0.48
50.000 1.930 1.930 1.917 0.39
r’ = 0.9993
m = 0.039
Ord =-9.3 E-3

Este parametro cumplio con los criterios de aceptacion con un coeficiente de variacion
(CV) menor del 10 % dentro de cada concentracidn para las tres curvas, con un coeficiente

de determinacién (r’) mayor a 0.98.

1.3  Repetibilidad / Reproducibilidad

1.3.1 Repetibilidad del sistema.

En la Tabla 8 se presenta la repetibilidad del sistema que cumple con los criterios de
aceptacion: un coeficiente de variacion (CV) menor al 10 % y un coeficiente de

determinacion (r*) mayor a 0.98.
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Tabla 8. Repetibilidad del sistema.

ugPi / mL Abs 1 - Abs 2 Abs 3 Promedio CV (%)
03/06/02  03/06/02  03/06/02 ugPi / mL
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.00
1.500 0.038 0.033 0.032 0.034 + .003 9.36
3.125 0.106 0.09 0.102 0.099 + 0.008 8.38
6.250 0.218 0.222 0.233 0.224 + 0.007 3.46
12.500 0.488 0.494 0.496 0.492 + 0.004 0.84
25.000 0.95 0.971 0.97 0.963 + 0.012 1.23
37.000 1.375 1.382 1.389 1.382 + 0.007 0.50
50.000 1.797 1.828 1.791 1.805 + 0.019 1.09
e 0.9987 0.9985 0.997 0.9986 + 0.0009 0.09
m = 0.0366 0.0372 0.0367 0.0369 + 0.0003 0.87
ord = 0.0024 -0.0026 0.0062

1.3.2. Reproducibilidad del sistema.

En la Tabla 9 se presenta la reproducibilidad del sistema que cumple con los criterios
establecidos, en cada una de las concentraciones: un coeficiente de variacion (CV) menor al

10 %, y un coeficiente de determinacién (r*) mayor a 0.98.
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Tabla 9. Reproducibilidad del sistema.

ugPi/mL  Abs 18/07/02 Abs 23/07/02 Promedio pgPi / mL CV (%)
0.000 0.000 0.000 0.000 0.00
1.500 0.044 0.046 0.045 + 0.001 3.14
3.125 0.103 0.099 0.101 + 0.002 2.80
6.250 0.218 0.218 0.218 +0.000 0.00
12.500 0.456 0.451 0.4535 +0.003 0.77
25.000 0.88 0.871 0.8755 + 0.006 0.72
37.000 1.389 1.382 1.3855 + 0.005 0.35
50.000 1.843 1.713 1.778 + 0.092 5.17
P = 0.999 0.998 0.998 + 0.0007 0.01
m= -0.0110 0.0006 0.036 + 0.014 3.93
ord. = 0.037 0.035 : =

1.3.3. Repetiblidad del método.

La repetibilidad del método, se evalud realizando la determinacién por triplicado, en
cada una de las porciones de mucosa intestinal de ratas jovenes adultas. Cumple con los

criterios de aceptacion: un coeficiente de variacion (CV) menor al 10 % (Tabla 4).

La prueba de repetibilidad para la determinacion de fosforo inorganico en ratas de 4 y
14 dias de nacidas, cumple con el criterio establecido, es decir, un coeficiente de variacion
(CV) menor al 10% para cada una de las diferentes porciones, en cada una de las diferentes

edades (Tabla 5).
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1.3.4. Reproducibilidad del método.

Los resultados de la determinacion de fosforo inorganico en la muestra de mucosa
intestinal de ratas jovenes adulta, presentan un coeficiente de variacion menor al 10 %, en
las porciones proximal y distal; pero en la porcion media, el valor del coeficiente de variacion
es mayor. Esto puede deberse al proceso de homogeneizacion, por lo que a veces es
necesario homogenizar mas de una ocasion, aungue no es del todo recomendable ya que un
manejo excesivo de la muestra puede incrementar la variabilidad. El coeficiente de variacion

de 2 diferentes dias cumple con los criterios de aceptacion para la reproducibilidad.

Esto puede apreciarse en la Tabla 10, donde se presenta los valores de las cantidades
de fosforo inorganico liberado por la accion enzimatica de la ATPasa Total, de la ATPasa-
Mg?*y de la ATPasa-Ca’", recordando que no se define el estado de la ATPasa-Na‘/K*, hasta

tener datos de actividad.

Tabla 10. Reproducibilidad del Método, para determinacion de fosforo inorganico
por la ATPasa Total, ATPasa-Mg?' y ATPasa-Ca’* en ratas adultas jovenes.

ATPasa Total ATPasa-Mg?* ATPasa-Ca®*
Variacion de dos Variacion de dos Variacion de dos
dias pgPi / mL dias pgPi / mL dias pgPi / mL
promedio i promedio promedio .
Proximal 180.2 + 11.9° 98.2 + 6.3° 113 +5.9°
CV (%) 6.6 6.4 5.2
Media 64.2 + 6.4° 24.2 + 1.4° 302+ 24"
CV (%) 9.9 5.8 7.9
Distal 255 + 1.F° 10.5 + 0.7' 15.5 + 0.4'
CV (%) 6.6 6.6 26

Letras diferentes indican Jé&ﬁ-aéﬁlﬁcat|va en cada porcion intestinal y en cada una de las enzimas.

=
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Es de hacer notar, que la cantidad de fosforo inorganico es mayor en la porcion
proximal, seguida de la porcion media y una menor cantidad en la porcion distal, lo que

indica un comportamiento consistente con lo anteriormente observado.

La evaluacion de la reproducibilidad del método para la determinacion de fosforo
inorganico en ratas de 4 y 14 dias de nacidas no se realizo, ya que no se contaba con

cantidad de muestra suficiente para poder evaluar este parametro.

1.4. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Se evaluo la estabilidad de la muestra con el extracto homogeneizado, de la mucosa
intestinal de ratas adultas y el extracto intestinal homogeneizado, de ratas de 4 y 14 dias de
edad, mediante la determinacion de la cantidad de fésforo inorganico liberado por la accion

enzimatica de la ATPasa Total.

Se sometio el extracto 1, a una primera y a una segunda descongelacién, asi como
también a una primera y a una segunda homogeneizacion, con el fin de evaluar la estabilidad
del extracto en diferentes dias de analisis. Se usan un extracto 2 y un extracto 3 con una
sola descongelacion y una sola homogeneizacion, para evaluar la estabilidad de diferentes

extractos en diferentes dias de analisis.

La estabilidad del extracto homogeneizado de la mucosa intestinal de ratas adultas se

presenta en la Tabla 11. En los datos para el extracto 1 se observa una diferencia
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significativa entre un dia y otro, lo que significa que no se puede congelar y descongelar un
solo extracto, para llevar a cabo las determinaciones requeridas en distintos dias.

En los datos obtenidos usando diferentes extractos para determinaciones en distintos
dias se tiene, que no hay una diferencia significativa entre cada uno de ellos para cada una
de las porciones, lo que significa que para realizar el analisis de la muestra, se requiere de un

nuevo extracto cada vez que se lleva a cabo el analisis del mismo.

Tabla 11. Estabilidad de la muestra de mucosa intestinal de ratas adultas.

Mismo extracto Diferentes extractos
Dia Extracto1  Extracto 1 Extracto 2 Extracto 3
23/07/02 24/07/02 25/07/02 26/07/02
ugPi / mL ugPi / mL ugPi / mL ugPi / mL
promedio promedio promedio promedio
Proximal 208.7° +7.38 181.8°+ 11.1 188.7° +0.38 171.8°+ 10.8
CV(%) 35 6.1 2.0 6.3
Media  78.7°+231 58.79+0.9 58.7°+ 0.81 55.7° £ 2.9
CV(%) 29 1.5 1.37 5.3
Distal 443°+04 2697+2.1 24.3° + 0.04 26.7°+ 1.5
V(%) 0.9 7.8 1.64 5.7

Letras diferentes indican diferencia significativa.

Para muestras intestinales de ratas de 4 y 14 dias se encontré que no cumplieron con

los criterios de aceptacion cuando se realiza una primera y una segunda descongelacion del

———————
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mismo extracto. Esto quiere decir que un mismo extracto no puede ser utilizado por segunda
ocasion, una vez descongelado, para efectuar la determinacion, de hecho una segunda
descongelacién requiere de una segunda homogeneizacion del extracto y esto trae como
consecuencia un mayor manejo de la muestra, por lo tanto un mayor dafio celular,
incrementando la variacion en el analisis.

En la Tabla 12 se presenta el promedio de las dos determinaciones efectuadas
en el extracto descongelado dos veces, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion
donde se observa que el uso de un mismo extracto no cumple con los criterios de

aceptacion.

Tabla 12. Estabilidad de un mismo extracto de muestras intestinales en ratas de 4
y 14 dias de edad.

Rata 14 dias ug Pi ug Pi CV(%)
06/09/02 10/09/02
promedio promedio
Proximal 443.0 + 21.8 556.4 + 1.18 15.9
Media 524.4 + 13.6 624.0 + 7.7 12.3
Distal 568.3 + 20.6 681.6 + 16.6 12.8
Rata 4 dias
Proximal 304.1 + 9.4 362.4 + 11.9 124
Media 324.3 + 18.5 416.0 + 8.6 17.5
Distal 329.73 + 15.3 539.7 + 27.5 34.1
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Se evalud la estabilidad de la muestra utilizando diferentes extractos para determinar
la cantidad de fosforo inorganico liberado mediante la accion enzimatica de la ATPasa Total,
observandose que la muestra es estable, cuando se usan diferentes extractos para

determinar la cantidad de fdsforo inorganico, cumpliendo con los criterios de aceptacion.

En las determinaciones para evaluar la estabilidad de la muestra se observé un
comportamiento igual, tanto en ratas adultas en donde se utilizé la mucosa intestinal y en
ratas de 4 y 14 dias en donde se utilizo el intestino.

La estabilidad de la muestra se estudio Unicamente evaluando la accion enzimatica de
la ATPasa Total, ya que la cantidad de muestra no fue suficiente para la determinacion de las

demas enzimas.

1. VALIDACION DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE PROTEINA.

Los parametros evaluados para el sistema fueron:

2.1. Linealidad, Sensibilidad: limite de cuantificacion y limite de deteccion y Precisién:
Repetibilidad.

En la evaluacion de la linealidad los niveles de concentracion para la curva de
calibracion son: 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100ug proteina / mL, utilizando una solucion
estdndar de albimina sérica bovina Sigma A-3425. La curva presenta una tendencia lineal,
cumpliendo con el criterio de aceptacion: un coeficiente de variacion menor al 10 % en una

determinacion por triplicado para cada una de las concentraciones. (Figura 4).
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El limite de deteccion fue de: Sug proteina / mL (Figura 4).

El limite de cuantificacion fue de: 5ug proteina / mL (Figura 4).

Figura 4. Curva de linealidad para la Determinacion de Proteina.

Determinacion de Proteina

(Met. de Lowry)
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La proteina de homogeneizados de mucosa intestinal de rata se determina utilizando como estandar
una solucién de albiimina sérica bovina a 8 niveles de concentracion: 0, 5, 10 20, 40, 60, 80 y 100ug /
mL. Condiciones de incubacion: temperatura ambiente protegido de la luz, durante 45 minutos.

En la tabla 13 se muestra la repetibilidad del sistema cuya curva de calibracion se
realizé por sextuplicado, obteniéndose coeficientes de variacion para cada concentracién de
la curva, menores al 10 % y un coeficiente de determinacion (r*) menor a 0.98, con lo que se

cumplio con los criterios de aceptacion establecidos.

%
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Tabla 13. Repetibilidad del sistema para la determinacion de proteina.

ug proteina /mL promedio CV(%)
o 0 0
5 0.026 =0.002 9.40
10 0.031 + 0.001 4.90
20 0.108 + 0.005 4.70
40 0.214 + 0.017 8.30
60 0.308 + 0.016 5.40
80 0.388 + 0.003 0.80
100 0.488 + 0.011 2.40
= 0.9959
m= 0.0048
ord = 0.0008

Cada nivel se realizd por sextuplicado.

2.2. Linealidad, Reproducibilidad y Repetibilidad del método.

2.2.1. Linealidad.

Considerando como satisfactorio el criterio de aceptacion para la linealidad del
sistema en la determinacion de proteina, se obtienen las cantidades de proteina en cada una
de las porciones de la mucosa intestinal en ratas jovenes adultas, cada una cumpliendo con

el criterio de aceptacion: un coeficiente de variacion es menor al 10%. La determinacion se

realizo por triplicado. (Tabla 14)

Se encontré que la porcion proximal contenia la mayor cantidad de proteina, en la

porcion media se encontré una menor proporcién de proteina, y la cantidad mas baja de
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proteina fue en la porcion distal. La cantidad - contenida en cada una difiere

significativamente.

Tabla 14. Linealidad del método para la determinacion de proteina en mucosa
intestinal de ratas jovenes adultas.

Porcion mg proteina / mL
promedio
Proximal N 127 + 0.4
CV (%) 5.10
Media 576 + 0.2
CV (%) 9.80
Distal 44+0.2
CV (%) 3.30

Cantidad de proteina contenida en cada una de las porciones intestinales.

2.2.2. Precision (Evaluada como Reproducibilidad)

En la tabla 15 se muestran los datos de la evaluacion para la reproducibilidad del
meétodo en ratas de 4 y 14 dias de edad, considerando que la evaluacion de proteina se
realizo en el intestino delgado como tal y no en la mucosa intestinal como se ha venido
realizando, ademas la evaluacion se hizo con un pool de intestino de 15 ratas de 14 dias y
otro de 10 ratas de 4 dias. Los resultados de la evaluacion de cada pool cumplieron con los
criterios de aceptacion, ya que el coeficiente de variacion fue menor al 10% en todas las
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porciones, analizadas cada una por triplicado en 2 diferentes dias, se observé el mismo
resultado en cuanto a la cantidad de proteina en la mucosa intestinal de ratas jovenes
adultas. Mayor cantidad de proteina en la porcion proximal, menor cantidad de proteina en la
porcion distal y una cantidad intermedia de ambas, en la porcion media. Debe considerarse
que la cantidad de proteina encontrada en la mucosa intestinal, es considerablemente

diferente a la cantidad de proteina encontrada en el epitelio intestinal.

Tabla 15. Reproducibilidad del método para la determinacién de proteina en
intestino de ratas de 4 y 14 dias de edad.

Pool intestinal de 15 ratas de Pool intestinal de 10 ratas de

14 dias 4 dias.
Porcion mg proteina /mL mg proteina / mL
promedio en 2 diferentes dias promedio en 2 diferentes dias

Proximal 43.81 + 2.2 3296 + 1.7

CV (%) 4.90 5.20

Media 3499+ 1.3 20.34+ 2.0
CV (%) 3.70 9.80

Distal 30.15+ 0.8 16.84 + 0.3

QV (%) 2.70 1.80

2.2.3. Precision (Evaluada como Repetibilidad).
Se encontrd que el método cuenta con repetibilidad para las muestras de extracto de
mucosa intestinal de ratas jévenes adultas, pues cumplié con los criterios de aceptacién: un

coeficiente de variacion menor al 10% en todas las porciones, analizadas cada una por
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triplicado, observandose el mismo comportamiento en cuanto a la cantidad de proteina.
(Mayor cantidad en la porcion proximal, menor cantidad en la porcion distal y una cantidad

intermedia en la porcion media).(Tabla14)

El método para la determinacion de proteina en ratas recién nacidas, cumple con el
criterio de aceptacion para la repetibilidad. Las determinaciones se efectuaron por triplicado y
su coeficiente de variacion resultd ser menor del 10%, en cada una de las porciones

intestinales y en las diferentes edades de rata.(Tabla 16).

Tabla 16. Repetibilidad del método para la determinacion de proteina en intestino y
mucosa intestinal de rata.

Porcion  Mucosa intestinal de ratas Pool de intestino de Pool de intestino de
jovenes adultas Ratas 14 dias Ratas de 4 dias
Proteina mg / 5 mL Proteina mg / 5 mL Proteinamg / 5 mL
promedio Promedio Promedio
Proximal 0.155 0.548 0.412
Media 0.074 0.437 0.127
Distal 0.055 0.196 0.109

OBTENCION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS ATPasas:
Total, Mg?*, Na*/K*, Ca?*.

La actividad especifica de cada ATPasa se obtuvo relacionando la cantidad de
fosforo inorgénico en micromoles, con la cantidad de proteina en miligramos a un tiempo de
10 minutos, que fue el tiempo de incubacion, quedando las unidades: umol de fdsforo

inorganico (Pi) / mg de proteina (Pr-) / min.
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En la Tabla 17 se presenta la actividad especifica de ATPasa Total obtenida de las
muestras de intestino de ratas de 4 y de 14 dias de edad. Debido a que la cantidad de
muestra fue limitada, Unicamente pudo evaluarse la ATPasa Total. En la tabla se ejemplifica
la manera en la que a partir de los datos, se calculo la actividad especifica de cada enzima.

La determinacion se efectuo por triplicado, en cada caso.

Tabla 17. Actividad Especifica ( AE) de la ATPasa Total en ratas de 4 y 14 dias

PORCION  umol Pi mg Pr- min AE (umol Pi / mg Pr- / min)
promedio promedio
Ratas de 4 dias
Proximal 14.14 0.548 10 2.58
Media 20.12 0.437 10 4.6
Distal 21.98 0.196 10 11.2
Ratas de 14 dias
Proximal 11.05 0.412 10 2.68
Media 12.2 0.127 10 9.59
Distal 17.11 0.109 10 15.69

De acuerdo con los valores de actividad especifica para la ATPasa Total en ratas de 4
y 14 dias, en ambas edades se presenta una mayor actividad en la porcién distal, una menor

en la media y la mas baja en la proximal, contrariamente a lo que se ha encontrado con ratas
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jovenes. Esto se debe a que el tracto digestivo de ratas jovenes ha madurado conforme a su

crecimiento.”

Entre cada porcion existe una diferencia significativa, asi como también entre las
edades, ya que se observé una mayor actividad en todas las porciones del intestino de ratas

de 14 dias, en comparacion con las porciones intestinales de ratas de 4 dias.

En la tabla 18 se presenta la actividad especifica de las ATPasas: Total, Mg**, Na*/K*
y Ca®*, en las diferentes porciones de la mucosa intestinal de ratas jovenes adultas,
observandose una mayor actividad en la porcion proximal, una actividad media en la porcién
media y la actividad mas baja en la porcion distal, con una diferencia significativa entre cada

una de ellas.

Tabla 18. Actividad especifica de las ATPasas: Total, Mg**-ATPasa, Na*/K*-ATPasa

y Ca’*-ATPasa en ratas jovenes.

PORCION ATPasa Total Mg**- ATPasa Na*/K*' ATPasa Ca”*- ATPasa
AE (umol Pi /mg Pr-  AE (umol Pi /mg Pr-  AE (umol Pi /mg Pr- AE (umol Pi /mg Pr-
/min) /min) /min) /min)
Proximal 4.280° 1.696° 2.584¢ 2.24
Media 2.864° 1.122¢ 1.742" 1.26%
Distal 0.228° 0.051" 0.177' 0.09'

Letras diferentes indican diferencia significativa entre cada porcion y entre cada enzima. La actividad de la
Na+/K+-ATPasa se obtuvo mediante la diferencia de la actividad entre la ATPasa Total y la Mg"'—ATPasa.
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DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE ATPasas: TOTAL, Mg?*, Na*/K*, Y Ca’' EN

RATAS ALIMENTADAS CON LAS DISTINTAS DIETAS.

DIETA DE CASEINA (CONTROL).

En la dieta control a base de caseina, se observo que la actividad total de las enzimas
es mayor en la porcién proximal, sequida de una menor actividad en la porcion media y la
mas baja actividad en la porcion distal, con diferencias significativas. Comportamiento
semejante se observa en cada porcion para cada una de las ATPasas. La actividad entre cada
una de ellas es diferente significativamente y la enzima que presenta una menor actividad es
la ATPasa-Na*/K*-. Esto se debe principalmente a la dificultad que existe para efectuar una
determinacién directa, ya que suele ser una enzima sumamente delicada, por lo que su
determinacion es indirecta y se obtiene mediante la diferencia entre el valor de la ATPasa
Total y el valor de la ATPasa-Mg?*, cosa que no ocurre para la determinacion de ATPasa-
Mg?* y ATPasa-Ca’*, cuya determinacion es directa, por lo que permite una deteccion mas
clara de su actividad, de ahi que la actividad entre ambas sea mas evidente, siendo la

actividad de ATPasa-Ca®* la mayor.
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En la Figura 5 se observa el comportamiento de las diferentes ATPasas. Es necesario
considerar que la denominada ATPasa Total, involucra la actividad de la ATPasa-Na*/K" y
ATPasa-Mg?* y que el valor de la actividad de la ATPasa-Na*/K" se obtuvo de la diferencia del

valor de la actividad de la ATPasa Total y la ATPasa-Mg?*.

Figura 5. Actividad especifica de ATPasas en mucosa intestinal de ratas

alimentadas con la dieta control de Caseina (n=4).

Actividad especifica de ATPasas en la dieta control

AE(Pi micromol / proteina mg /

proximal distal
Porciones intetinales para la Dieta control

] @ Total @Mg2+ [0 Na+/K+ JCa2+

Los valores de actividad son el promedio de 4 animales de estudio, debido a que la

variacién entre ellos era muy alta.
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DIETA HARINA DE MAIZ Y HARINA DE PEPITA DE CALABAZA

DESENGRASADA (HMCD).

En la dieta de harina de maiz:pepita de calabaza desengrasada (HMCD),se logra una
buena suplementacion de los aminoacidos dando lugar a una proteina de buena calidad. En
la Figura 6 se tiene que en la porcion proximal, las actividades de la ATPasa Total, la ATPasa-
Mg?* y la ATPasa-Na'/K' son diferentes significativamente a la de la dieta control,
registrandose la menor actividad por la ATPasa Na*/K*. El valor de actividad de la ATPasa
Total y la ATPasa-Ca’* no difieren significativamente, lo que muestra que la actividad de la

ATPasa-Ca’* es potencialmente igual a la ATPasa Total, por lo menos en esta porcion.

En la porcién media las actividades de la ATPasa Total, de la ATPasa-Mg®* y de la
ATPasa-Na*/K*, muestran un perfil similar al control, aunque todas se observaron

disminuidas.

En la porcion distal se observd el mismo comportamiento que en las anteriores
fracciones, aunque en esta porcion la actividad de la ATPasa-Mg®* resulté ser mayor que la
de la ATPasa Total. La explicacion podria ser el nimero de animales ( n = 6) que se
utilizaron para este estudio y el hecho de que solo basta tener un dato diferente a los demas,
para que varie el analisis. En este caso lo que se sugiere es el uso de un numero mas

elevado de animales.

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 71



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 6. Actividad especifica de ATPasas de intestino de ratas alimentadas con la

dieta de HMCD (n=4).
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Al comparar la actividad especifica de estas ATPasas para la dieta de HMCD con la
actividad de las ATPasas de la dieta control, se observd que difieren significativamente,

siendo menor la actividad en la dieta de HMCD, con una diferencia de casi un 50%.

DIETA DE GRENETINA

En la Figura 7, correspondiente a la actividad especifica para las ATPasas de la dieta
de grenetina, que es la proteina de mas baja calidad, se observa que en la porcién proximal

las actividades de la ATPasa Total, de la ATPasa-Mg** y de la ATPasa-Ca**, no difieren

Efecto de la desnutricion sobre la actividad de las ATPasas del intestino delgado de rata. 72




RESULTADOS Y DISCUSION

significativamente, por lo que se les consideré como iguales, solo la actividad de la ATPasa-
Na'/K* fue menor. En la porcién media se observé una disminucion en cuanto a la actividad
de todas las enzimas, tomando como referencia la actividad enzimdtica de la porcidn
proximal, pero muestran el mismo comportamiento. En la porcion distal se encontrd que la
actividad de todas las enzimas disminuyo con respecto a la actividad enzimatica de la porcién

media y de la proximal.

Figura 7. Actividad especifica de ATPasas en la mucosa intestinal de ratas
alimentadas con un dieta de Grenetina (n=4).
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Al considerar la dieta de HMCD como una dieta de buena calidad proteica, la
respuesta de actividad para las ATPasas, debid ser equivalente a la actividad de la ATPasas

en la dieta control, sin embargo esto no resultd asi, ya que la actividad de las ATPasas de la
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dieta de HMCD en todas las porciones disminuyd mas de la mitad, comparada con la
actividad de ATPasas de la dieta control (Figura 5) y aun con la dieta de grenetina (Figura 6).

Estudios anteriores * han encontrado que la presencia de fibra en la dieta estimula la
actividad enzimatica de ATPasas en todo el intestino, la cual es directamente proporcional al
incremento de la proliferacion celular epitelial. Esto se ha confirmado parcialmente en este
estudio, pues el peso de la mucosa intestinal en la dieta HMCD se mantuvo
significativamente igual, con respecto al peso de la mucosa en la dieta control, pero no
resultd asi en cuanto a la actividad enzimatica, ya que ésta fue menor comparada con la
control.

Se puede decir que la composicion fisiologica se conserva, gracias a la composicion
proteinica, mas no resulta asi para la funcion enzimatica. Una especulacion a esta alteracion
enzimatica estd enfocada hacia la presencia de fitatos, contenidos en la dieta HMCD,
especificamente en el maiz que tiene mas fibra. Los fitatos tienen la particularidad de ser
agentes quelantes de cationes como el Ca, Fe, Zn, Mg y Cu.”® y dado que las ATPasas son
dependientes de cationes como el magnesio, podria entenderse la alteracion en la actividad

de estas enzimas con dicha dieta.

Se ha encontrado por otro lado que la actividad de las ATPasas también es
directamente proporcional a la cantidad de proteina contenida en una dieta ' ** *, Esto
evidencia de alguna manera la influencia dietaria sobre la actividad de las ATPasas en el
intestino delgado de rata y que su actividad va a depender no sdlo de la calidad proteinica
sino también de la cantidad de proteina proporcionada, asi como también de otros

componentes, en este caso los fitatos, presentes en la dieta.

D e S e s PSS ——e—— o L
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CONCLUSIONES

Se demostré la validez de las metodologias para las determinaciones de fosforo
inorganico y proteina, en términos de precision (evaluada como repetibilidad y
reproducibilidad), linealidad, limites de sensibilidad y  cuantificacion.
Consecuentemente se establece la medicion de la actividad de las ATPasas del

intestino delgado de rata en las tres secciones del mismo: proximal, media y distal.

El comportamiento de actividad enzimatica especifica de cada una de las enzimas fue
mayor para la ATPasa Total, sequida en forma decreciente la ATPasa-Na‘/K*

posteriormente la ATPasa-Ca’* y por Ultimo ATPasa-Mg?*.

La actividad especifica de las ATPasas en intestino de ratas alimentadas con una
proteina de muy buena calidad (caseina) fue mayor que la obtenida en las dietas de
buena calidad proteinica (maiz:pepita de calabaza desengrasada) y de mala calidad

(gelatina).

La actividad especifica de las ATPasas se observd mas afectada en la dieta a base de
harina de maiz y pepita de calabaza desengrasada, que con la de gelatina. La
explicacion que se da a estos resultados no esperados, es que es probable la
presencia de fitatos, provenientes principalmente de la harina de maiz, tuvo un efecto
quelante sobre los iones calcio y magnesio disminuyendo de esta manera la actividad

de las ATPasas correspondientes.
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