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IMPCGRTANCIA DE LA UROPEPSINA:

La medida de la cantidad de pepsinégeno en la orina (uro-
pepsindgens), ha sido recomendada como una prueba cuantitati-
va para b investigacion deota funcion seeretora gastrica,

Clinicamente ha sido aplicada también para el estudio de al-
coyas: gistrien, dendenal v oveyvunal: asi enmo también en algunos
casos de elneer pastrico, ctertor casos de trastornos endocerinos,
comae In enfrrmedad e Addizon, ote,

FUahpeto de cate teabiio e evidenciar ol uso que en la elinica
tene b dosiflicacion de uropepsana en Jos casos anteriormente ex-
puerton, ademas de da facilidad que presta =u cuanteo en el con-
trol Jde Tor gquimismos gdstricos en el estdmago post.operado en el
cual Ly succidon presenta eiertas dificultades téenicas,

Lo exereeior de urepepsina en la oring, refleja la actividad
peptica del cstomago, va que la uropepsina deriva de la secrecion
de peprsindgeno en o sangre divectamente de las células pépticas.
Posteriormente es transportado a los rifiones v excretado por la
orina en form:i de uropepsinogeno. Al acidificar la orina (pH
comprendido entre 1.0 a 2) este uropepsinogeno es convertido a
uropepsina vy cuanteado como tall

La cantidad de uropepsina exeretada mide la produceion de
pepsizdgeno del estomago v pone de manifiesto la diserepancia de
la enzima, antes v después de una gastrectomia total. La uropep-
sina ha demostrado ser un indice de la secreeion de pepsina del
Jugo gastrico v representa uanae fraceion constante de la secreeion
gastrien, aproximadamente 1'.

Ion la presencia de una fesion uleerativa gastrica, ta exerecion
de uropepsina se encuertra en los limites normales miximos v so-
brepasando en algunos cientos de unidades este limite. Si se trata
de dleera deudenal, Tos valores reportados son superiormente mas
elevados a los dados por ol tipo de dleera anterior, En el caso de
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caneer gastrico los valores pueden ser normales en el limite mi-
nimo o bien ser cifras de escasas unidades.

L.a anemia perniciosa da valores mas bajos que los reportados
en cazos de cancer gastrico, sin embargo las cifras de uropepsina
son perfectamente diferenciadas en el caso de anemia perniciosa,
por ser minimas,

El nivel de uropepsina tiene un valor considerable en la di-
ferenciacion de las dleeras deudenales v de las varices de esofago
cuando hay ulceraciones masivas del tracto gastrointestinal su
perior,

l.a excrecion normal de uropepsina varia segin la edad, sin
embargo no parcce tener importarcia la diferenciacion del sexo.

Esta tesis se orienta al estudio de la uropepsina en pacientes
con tleera gastriea, duodenal v cancer gdstrico unicamente. Los
valores normales se obtuvierop de personas sin padecimientos gas
trointestinates ni endocrinos v e efectuaren sabre muestras de ori-
nat de 24 horas o bien de micciones separadas en periodos de 12
horas cada muestra,

En la mavoria de los casos clinicos estudiadox se tom) como
dato importante la acidez iibre veportada por la succion gastrica
del individue en estudio, a fin de relacionar la excerecion de uro-
pepsina con la produccién de aidez libre.
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HISTORIA

L.a enzima uropepsiva fue descubierta alrededor de 1860 por
Bricke, el cual pensando que era una pepsina estudio su actividad
protealitica en un substrato altamente icido. No fué sino hasta
1881 cuando Grutzner (bioquimico de Nashville Tenr) confirmé
Fu presencia en la oring por medio de gsu método de fibrina para
fa determinacion de pepsina grastrica v el que adoplo posterior.
mente para usarlo en orna,

Después de este tiempo, investigadores ocasionales han re.
portado informacion concerniente a la naturaleza de ésta enzima,
U principios v factores que rigen su aparicion en la orina.

Posteriormente investigadores tales como Carnsworth, Speer
v Alt, han presentado trabajos bastante recientes; pero cuyva exac-
titud se presta atn a discusion.

Bucher ha resumido en una excelente obra todos éstos tra.
bajos, muchos de los cuales requieren aun de confirmacion.

El nombre de uropepsing se debe a Bendersky v le puso pre-
cisamente uropepsina por la identidad tan grande con la pepsina
v el prefijo ure, por encontrarse en la orina.

Los primeros investigadores que estudiaron la uropepsina
hicieron sus trabajos antes del descubrimiento del pepsinégeno y
su posterior conversién a pepsina por medio del dcido y conside-
aron a la uropepsina como ‘‘pepsina libre”.

Oppenheimer define a las pepsinas como proteasas que ac-
tiian sobre substratos de alto peso molecular a un pH dptimo de
2.0 v en donde el substrato se encuentra casi enteramente disocia.
do como base,

*ara cuarntearla se idearon varios métodos; pero en la actua-
lidad, casi todos ellos se encuentran en desuse por haber sido re.
futados como inexactos, Entre éstos métodos se encuentra log usa-
dos por Grutzner, cuyo substrato era fibrindgeno, Jacoby Solm
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que usabi caseina, ete.

Kolibb v Falk, dizscutieron en sus trabajos sobre el especimen
de orina que debin ugarse para la investigacion y cuanteo de la
uropepsing, Hegando a la corclusion de que lo ideal seria trabajar
robre muestras completas de 21 horas para evitar errores. Los es.
tudios de Bucher v Farnsworth tinen notas relacionadas con éstos
purtos,

Frouin v Delezzene encaminaron sus estudios a investigar
en que clase de orinas se encontraba la uropepsina, cn cuales es-
taba ausente v cuando cambiaba su cantidad habitual de exere.
cidon,

Flinger v scholtz pensaron que o uropepsina era una mezela
compuesta de pepsina v pepsindgeno, porque en sus estudiog com.
pararon al alealivizar levemente ol jugo giastrico de perro, la es-
tabilidad de éstas enzimas,

Herviot, mir tarde demostrd que La “pepsina” de la orina era
una enzimia proteolitica diferente de fa pepsina v del pepsinogeno,
sus trabnjox e encuentran recopilados enouna valiosa obra ex
perimertal,

Gotthieb afirmda, on <us trabados de investigacion, que la ure
pepsina es un pepsinageno exclusivamente, que es ademas activa
do por el substrato dcido en lox procedimientos de ON=Rayo porque
el pH o de o oring normal ex reducido raramente mis abajo de 5.1

- {) -




o
P

-

GENERALIDADES

La uropepsina es una enzima de actividad protelitica y de
una reaccion fuertemente acida, Se encuentra siempre en la orina
del hombre v animales rormales donde crecimientos bacterianos
y restos celulares estin excluidos. Solamente en animales de san-
gre frin: rana y salamandra se reporta como excenta de uropep-
sina i oria. No ose ercuentra tampoco en orinas de perros gas-
trectomizados o de pacientes con aquilia gastrica o anemia perni-
cioga, asi como en agquellos que han sufrido gastrectomias totales

Las glinduias pépucas del estomago secretan ura proenzima,
el pepsindgeno, el cual por una conversion autocatalitica se trans-
forma en pepsina con actividad proteolitica, por medio del HCI
existente en ol estomago,

Una vez que existe pepsina dentro del estémago, no se reab-
sorbe v por Io tante no aumenta ¢l pepsindgeno sanguireo. Ya que
en ol organo normal existe considerable cantidad de acido, la en-
zima secretada dentro del estéamago es convertida inmediatamente
a pepsina, esto tiene lugar en un intervalo de tiempo sumamente
corto lo que tiende a demostrar que el pepsindgeno sanguineo no
miuede aumentar a expensas de la pepsing contenida en la luz del
eslomago por no ser posible su reabsorcion desde este lugar.

La administ acion oral de pepsinégeno en el perro con o sin
solticion huffer no incrementa la secrecion de uropepsina en el pe-
rro, estos resultados deben ser interpretados desde el punto de
vista que tanto el pepsindgeno como la pepsina no pueden ser re-
absorbidos desde Ia luz del estomago para despuds eliminarse co-
mo nropepsina inerementado porteriormente ta exerecion habitual,

Sobre la materia del modo de originarse la uropepsina se pro-
pusieron varias teorias cuya evidenein era relativa ¥ en la que se
encontraban atin muchos puntos sin una explicacion satisfactoria :

i) .——Absoreion desde el tracto grastrointestinal,
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b).—Secrecién directamente dentro de la sangre por célulag
de funcion endocrina,

De estas dos teorias la que era mis aceptada era la segunda por
contener mayvoer nimero de datos experimentates v solo quedaba
por aclarar el sitio de pepsina o pepsinogeno relacionados por las
células secretoras v esta ex ura materia de la cual se sabe muy
poco. No se sabia si se trataba de una seerecion interna de pepsi.
nogeno, es decir una secerecion interna directa de pepsinogeno dern-
tro de la sangre v posteriormente ser secretada como uropepsina
|iuna diferencia de activacior ocurria en la luz del estémago, una
“nosgibilidad de abzorei 'in de pepsindgeno dentro de ia sangre exis
ta., Actualmente <o comprobo que esta suposicion estia descartada.

La anatomia inaceesible de las glandulas gastricas ha hecho
estas experimentaciones muy dificiles por 1o que se desconoe si
su gecrecion interna ocurre antes de su liberacion desde las células
productoras o antes de <u activacion por las secreciones paren-
teraloes,

I transporte de pepsina eon la sargre os necesariamente una
ascer-iin, pero su modo de transladarse ha sido muy deficiente

en das explicaciones dadas por medio de log estudios Nevados

a
cabo,

Sin embargo se habian sugerido que podian existir tres po
“thilidades de trarsporte:

a).-—Incorporado a los globulos blancos.

H).—Como ur inhibidor de pepsina complejo en el plasma

¢).—Como pepsiadgeno libre en el plasma.
La primera sugestion ha recibido muy poca atencion v por lo tan-
to no ha sido estudiada a fondo,

Las otras dox teoriag son mas o menos apovadas por los di
ferentes estudios realizados en los laboratorios de investigacion,
estas observaciones

dlv que la =angre contiene una antipepsina la cual ayuda 2 la pep-
sinaen una combinseion inactiva hasta que os libo
formacion de la oring. |

fueron constituidas como soporte a la teoria

ada durante la
Ny avincidencia de un inhibidor de pepsina es.
l‘(‘('.‘flv(n en da sangre ha sido negada, por numerosos trabajos muy
recientes, ' '

ED pepsindgeno ha sido considerado como ol transporte mas
i IH'UDU-*’WT- por su estabilidad al pH de 1a singrre, pero su haja
concentracion adicionado de tas dificultades on su demostracion es

-8 -




e TR R

3
3

lo que ha retardado 1a afirmacion neta de su presencia. Después
de ganada su entrada a la sangre la enzima es aparentemente eli-
minada por el rinon asf como otros productos de desperdicio. La
talla moleculay no tiene problemas de filtracion glomerular ya
que el pepsinogeno es probablemente una molécula mas pequefia
gque ia de Ja albimina de huevo o la de 1a homoglobina (42.000;
14.500; 69.000 respectivamente),

En resumen, si Ia uropepsina cs originada en el estomago, de-
he ser transportada al rinon por la sangre. El modo de entrada
de la enzima a la circulacidn se desconoce atun y so6lo se han emi-
tido teorias que tienden a demostrar este punto de un modo u otro.

Fe concebible que el pepsinogero pueda ser reabsorbido den.
tro de 1n eorriente sanguinea después de su secrecion por medio de
las células pépticas dentro de 1a cavidad estomacal. Entonces la
enzima puede ser absorhida por la sangre divectamente desde las
células seerotoras sir una previa secrecion dentro del lumen. La
prueha de ésta hipitesis ex que la enzima se encuentra en hom-
bres alimentados sanamente, los pacientes que no tienen secrecion
de uropepsgina es debido a un elemento patoldgico como por ejem-
plo ¢n los enfermos con anemia perniciosa.

Cuande se ha dado pepsina a suietos normales inmediatamen.
te excretan cantidades apreciables de uropepsina; esta adminis.
tracion se hace por vin orall, Fnorepetidas ocasiones, varios pacien-
tes con anemia perniciosa ingirieron b gr. de una potente prepa-
racion de pepsina, i una cantidad tan pequeiia de pepsina como
v.17; dada adicionalmente a una dieta da origen a exereciones en
grran cantidad de uropepsina, se haee indispensable que log pa.
cientes anemicos que o exeretaron uropepsina a pesar de lo fuer
te de la preparacion se debio o que para que exista la fermacion
eenrin oo actividad integral del estomago v
por lo tanto se puede afirmar que la uropep-
sinn es derivada de da secrecion divecta de pepsindgeno denty o de
Ia corriente sangninea por las glandutas de seerecion de Ia proen
absorcicn de pepsina desde la laz del es-

de uropepsira es ne
seereciones gastricas,

sima v no desde la

tomago, . - A
on el hombre revelioun aumento de uropepsing en oriras re

varios dias, después de una administracion dosificada
. . T . .

1o succde 1o mismo, perroes gue han sido
cor %0 mg, de pepsina por kilogra

cogidas de
dn pepsina, Fnoel perron
inyvectados intravenosamente
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mo de peso corporal, se obgerva en lax orinas colectadas despuds
del experimento un incremento nulo en Ia excrecion de uropepsi.
na. Iin vista de tales resultados es razonable pensar que la pepsina
de ellos no es absorbida desde ol estomago, dentro de ta corviente
sanguinen o tal ver ex inactivada en Ia circulacion v ose exerela
por ol ritthn en forma ivactiva,

Una mueztra coruda de pepsindgeno ha sido preparada de mu.
cosa gastrica de puevco, una cantidad de ez preparacion ha sido
inyeetada a4 perros, vio que ¢l perro eomo se denosted anterior
mernte omite resultados en la exereeion de uropepsina con la pep-
sina, la inyeccion intravasculay de pepsinoueno en tales animales
se ha considerado comao Ja pracha ideal parn dilucidar of problema.

Los resuliados obtenidos con estos experimentos (grifica N»
1)y demuestran marcado meremento de exerceron de uropepsina
después de In inveceién de pepsindgeno intravenoza, tales pesul
tados confirman fa hipotesis de o que ol pepsindgreno puede ser ex-
cretado en la orina comu uropepsina una vez wanada =u enteada
al torrente circulatorio,

~« 10 -
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EFECTO DE LA INYECCION INTRAVEN
. D OSA DE PEPSINOGE.
NO SOBRE LA EXCRECION DE UROPEPSINA EN UN PERRO.
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digs del experimento

.o diferencia fundamentad ontre uropepsinogeno y uropep-
sina se basa en que o primera se puede cecontray en orinas alea-
Hinas v en cambio la gropesing es inactiva en tales orinas,
ESTABIIDAD DE LA UROPEPSINA:

L.as abservaciones hechas sobre los trabajos Hevados a c¢abo
para evidenciar la estabilidad de L uwropepsina en la orina han
sido confirmados por numerosos experimentos hechos en muestras
de orinas, humana v ode gato, Hegando @ dos sigpuienies resultados:

1.——Cuardo se mantiene I muestra de orina o temperatura
ambiente (mas o menos de 20 a 26 rados centigrados) la activi
dad de 1a uropepsina sube a lex b dias =i el pH e estable v no ocu
rre turbidez bacteriana,

9 Cuando se guardan en refrigerndor ambas orinas, humana

v ode gato, retieren su actividad de 2 a3 semanas a lo mas,
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3.—Adicionando a la muestra de orina de una cantidad equi
valente al volumen de orina de toluol ¥ manteniendola a una tem-
peratura de 3 a H grados contigrados se asegura su perfecto alma-
conamionto sin alterar nivguna de sus propicdades y sin menos-

eaba en 10 que se refiere ala cantidad de la uropepsina.

ESTABILIDAD DE LA UROPEPSINA

Durvein de Tempernturs Hefngerador - Adieion de Actividad
In prueha et enartn (3a 5 Toluoi
Pias 2 C s tirosing
0 No Ity
n No 74
| . a3 Ny )
i - S 7H
7 X ' Si 78
B 8 73
EX X Si 74

FIECTO DEL pll SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA URCGPEPSINA:

EFstudios previos sobre uropepsina han asumido que la activi:
dad proteolitica de la urepepsina v sus reacciones fuertemente aci-

das es ura prucha de su naturaieza parecida a la de Ly pepsina,

Se ha demostrado gque ol maximo de actividad proteotitica de
la enzima es evidente en un bajo pH cuando la orina y el subtrato
son incubados a un pll de 3.5, Este pH ha sido designado como el
apropiado para a determinacion de la actividad “péptica™ en los
diversos pHL Su actividad de 1007, 1a tiene entre fox pH de 1.0 a
2.5 decavendo despuéds rapidamente hasta tener un minimo de acti-
vidad al adeanzar an pH oalealino corprendido entre 7 v 8

o
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INFLUENCIA DE LA DIETA SOBRE LA EXCRECION DE URO-
PEPSINA

Una deeta especaial puede alterar Jos resultados en cuanto a
oxereeton de uropepsina se refiere. Es necesario saber qué dieta y
sapecialmente qué proteinas alteran esta excrecion.

Durante Ia noche la excrecion de uropepsina es significativa-
stente baga en o] hembre, Bl ineremento en la excrecion de uropep-
sina aparcee totilimente constante y caracteristico en los individuos
de dicta regular, sin embargo hay que tener en cuenta las condi-
ctones de reposo,

Su ineremento incurre subsccuentemente al ingreso de gran
cantidad de proteinas en la dieta, Se ha encoutrado que cambiando
fa alimentacion de un perro de pan a carne, causa un incremeto
I veces maver que i cifra habitual de uropepsina excretada en
24 horas,

Un reremento correspondiente en concentracion de pepsina



en ¢l jugo gastrico humano, ambia de alto a bajo los valores de la
dieta proteica v por lo tanto la exerecion de uropepsina,

Se ha seguido un estudio con tres dietas extrictamente segui
das. Las experiencias sacadas de este estudio son:

1.—Sobre up menn uniforme dgiariamente por tres dias, la uro
pepsina excretada es relativamente constante, tal como 2o observo
en 13 sujetos sometidos a una alimentacion rica en proteinas,

2 __Una dieta en la cual las proteinas eran sumamente altas,
favorecieron un aumento en la excreeion de uropepsima.

3.—Una dicta constituida vinicamente por jugo de naranja
por tres dias seguidas contribuyeron a bajar la excerecion de uro-
pepsina en el segundoe v tercer din de su estudio,

Aparte de estas tres dietas se¢ ha demosztrado ademas que una
dieta corstituida nnicamente por leche no alters laexcreeion ha
bitual de uropepsina,

Iin estor ensavos b dieta v regulanidad del sueno debe ser ex
trictamente considerada,

EFECTO DE LA INGESTION ORAL DE PEPSINA SOBRE LA EX
CRECION DE UROPEPSINA

Para esto se sigue el siguicnte procedimients;

A cada sujeto de estudio =e le administraron 5 gr. de pepsina
par via oral; despuds se recogio i orinn a tos tres dias v oen ella se
dosifico la cantidad de uropepsina. Se compard este resultado con
el dado por la exerecion habitual de ubopepsina antes de ta inges-
tion de pepsina,

b cundro siguicnte nos gratica este extudio pare dar ana idea
mas clara de fos resultados:

A, B, v O, exerecion de nropepsina en tres sujetos maseulivos nor
males,
D, excreeion de uropepsing Jdeoun paciente con ancinin perniciosa,

Sobre Ia linea ordenada e toman en unidades por hora la ex
crecion de uropepsina,

n la linea absisa, <o colocan el niamero de dias que durd la
experimentacion,

- 14 -
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Efccto de la ingestién de pepsina sobre la excrecién de la

'Uropt.‘psma

prc ingestion post ingestidn
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VALORES MAXIMOS Y MINIMOS DE pH EN LA MEZCLA DE
DIGESTION A LA HIDROLISIS OPTIMA DEL SUBSTRATO POR
LA UROPEPSINA EN CINCO MUESTRAS DE ORINA

claxima hidrolisis,

MUESTRA ESPECIE pH DE LA pH DE LAS MEZCLAS

MUESTRA DE DIGESTION
1 humana 5.27 202 - 30
D " " 276 — 315
3 . " 2,18 ~ 330 B
4 " 6.44 2,02 — 280
5 gato 5.2 ? - 3,00

Algunos pacientes con tlcera péptica demostrada clinicamen-
te, excretan uropepsina a un vilor aproximadamente dos veces del
valor del hombre sano.

Pacientes con sintomas gastricos; pero sin tuleera péptica tien-
den a semejarse a los hombres sinos, es decir, tienden a tener su
oxcrecion normal habitual de uropepsina,

La relacion de exerecion de uropepsina con la hiperacidez
gastrica no es fortuita, ha aido asertado, este estudio lo ha confir-
mado, que es notable el aumento de uropepsina cuando aumenta
Ia neidez libre de los quimismos gastricos.

Hombres sanos excretan cantidades apreciables de uropepsina
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a un valor constante enteramente, de dia a dia y dentro del dia,
Este valor no es afectado por el volumen, densidad o acidez de la
orina, pero si por ¢l ejercicio o algunas fluctunciones en la dieta
habitual.

La ingestion de comida no pareee estimular grandemente la
exereeion de uropepsina el valor de la oxereeion es caracteristiea
on cada sujeto individualmente.

Fvidentemente se doduce que la excrecion de la uropepsina
depende de la actividad uncional endocrina de las glandulas pep-
ticas del estomago,




v

DIVERSOS METODOS USADOS EN EL CUANTEO
DE UROPEPSINA EN LA ORINA:

EY primer método usado v que fué vigente hasta 1914 es el
que ubilizaba como substrate una soluciop de fibrina,

Esencialmente consiste vp colocar fibrina especialmente con-
servada con una muestra de orina fria de 3 a 4 horas. Se conside.
raba que Ia uropepseia se absoabe sobre 1 fibrina 1a cual o3 romo-
vida con mtervalos de Gempo crorometrados,

Despuds secaliente on hano de agua tibia v oo pone después
de estaineubaeidn, con S oces de HCLal 1, a upa rogrunda incuba-
clon er una temperatura de 38 o 40 prados contiprados. Este paso
dure de 2000 120 horas

FUmétada como <o diseute actualmente, os muy inexacto de-
bido sque Lot nxada de ovica no se toma de un tiempo de-
rerryvinndo, n e esipre Inrecoleceon deoana cantidad previamente
cstipulada,

Posterinrmente oo huc apovada laidea de usar sarva o) cuanteo
de uropepsina tods I orna emitida en 21 horas a fin de que los
vestiltados sear mas exactos, Fnocaso de no poder usar 1a miccion
de 2t horas, se acepta como alting vecurso la orina de la mafiana
vl de L tarde, ex deeir, unn muestra de 12 horas,

Lo extension de da digestion de este mdtodo fué juzgada por la
cantidad de color Hberada del digerido de fibrina. Los valores de!
coler Tueron estandarizados en términos de un extracto de esté-
mago e conego en o glicering, necesarios para producir ¢l mismo
velor

Otros de los metodos empleados necesitaba 10 c.e, de edestina
(1, de edestina para oring o juge gastrico y uro por mil para en.
sitvos deosangre) a o completin un volumen de 11 coe. v se digeria.

La veacceion se efectia a un pHode 1.6 a 1.7, las orvinas se di-
rivicron 20 horas; el sucro o plasma 120 horas, finalmente el jugo
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gastrico de una a dos horag a una temperatura de 37 a 10 grados
centigrados, La edestina quedaba en los digeridos cuando eran tri-
wrados con cloruro de sodio v sulfato de amonio, los cuales la pre-
cipitaban,

El punto final de la reaccion se determira por igualimiento de
la turbidey en ol digerido activado v en el inactivado. Este trabajo
adolece de muchos defectos que dan lugar a objeciones principal-
mente en lo que se refiere a pH va que es una acidez demasiado
alta a la que se trabaja, debe ser en estag condiciones a un pH de
2.8 a 3.1, segun se explicd anteriormente,

Métodos mas actuales v que se acercan mucho entre ellos en
lo gue se refiere a normales son los siguientoes:

METODO 1:

Se necesita una muestra de orvina de 2.4 horas,

Dos porciones de un c.c. cada una, colocados en 2 tubos de en-
sayve mircados como AT v BT

El tubo “A" ¢ pone a bafio maria de 37 grados Co por espacio
de una hora,

La orina contenida en el tubo “B” se inactiva por la adicion
de 10 c.¢ de dceido tricloroacético 0.3 N Se haee uso de un subs
trato hemoglobinice del que se tiene una solucion concentrada (al
10¢;) y del que se hacen las diluciones en la proporcion de 2 e.c.
del concentrado v 3 c.c. de HCE 0,125 N a 0,145 N (pH final de
1.75.2.0).

Cinco c.e. de este substrato diluido se calivmian a 38 grados
centigrados, se adiciona a ambos tubos A v “B” v ¢l tubo “A”
se pone a digerir siguiendo I téenica usada en el micro Kjeldhal.

Después de una hora de digestion al tubo A’ se le adiciona
10 c.c. de acido tricloroacético 0.3 N, mezclando todo perfecta-
mente.

El contenido de cada tubo se filtra v se guarda ¢l filtrado.

Log aminodcidos como tirosina o de estructura reductora, pro-
ducen una coloracion azulada de mayor o menor intensidad con los
veactivog de fenol, segin sea su concentracion en tirosina o subs
tancias afines.

Este color puede ser cuanteado dentro de los limites colorimé-
tricos en esoy filtrados de la manera siguientoe:

En un matraz de 50 c.c. se adicionan 2 c.c de eada filtrado en
sendos recipientes, 12 coe. de agua destilada, 8 c.o. de NaOH 0.5
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N ¥ 3 .. de reactivo de fenol diluide al tercio con agua destilada.

Después de 30 minutog que =e esperan para el total desarrollo
de eolor se lee en fotocolorimetro Klett Summerson o en espectro-
fotometrs Colleman Jroen filtro 54 6 540 respectivamente en cada
une, peiienda el 0661 100 con agpua destilada segin se use Klett
Summerson o ¢l ospectrofotometro Colleman Jr.

Las Jecturas se anotan r “A"” v r “B” v la diferencia colorimé.
trica entre estas dos lecturas ge interpretan como microgramos de
tirosina despurcs de haber hecho la conversion necesaria de acuerdo
eon Ia curva estardard,

Fate valor representa ' del digerido por 1o cual hay necesi
dad de multuplicar ol resultado por 8 para obtener el equivalente
«n mg. de trosing relacionados con el digerido completo.

Este dato s multiphicn por log oo de orina emitidos en 24
horas.

El desarrolla de color de la curva estandard se hace en fras.
Coa e colitionen 1y 2 eoesde una solucion estandard de tirosina
(0,150 my. ey, a cada fraseo se le adicionan 4 c.e. de una solu-
crton de HCT vt N, R ceode NaOTT 0.5 N, agrua degtilada a 22 c.c.
v 3 ceo de reactive de ferol dituido al tercio,

S tee en las eondiciones anotadas anteriormente.

METODO 2:

Su usn es mas posterior al anterior, tiene mayor exactitud
puesta que no se somete a digestion v por lo tanto no hay riesgo
de perder por ealrntamiento excesivo parte del filtrado que se di-
giere, Se Heva o cabo como sigue:

En 2 tubos marcados “a” ¢ i (activado e inactivado) se
pone un c.c. de la muestra de orina de 21 horas. Se anota el pH
de 1a orina en o]l momento de comenzar el método, si la muestra
esta muy alealing se acidula con unas gotas de HCI N,

Fl tubo “a® se pone a incubar a 38 grados centigrados. Mien.
tras se prepara una dilucion del subs’ ato hemoglobinico en las
mismas condiciones en que se usi para el método anteriormente
citado v so anade en proporcion de 5 c.eoal tubo *a’ e *1”, dejando
ln mezela incubar a 37 grados ¢ por espacio de 30 minutoy, Des.
pues de transcurridog Cstos, se anade a los tubos incubado y sin in-
cubar, 10 c.oo de dcido Tricloroacético 0.3 N,

Se agita perfectamente el contenido de ambos tubos v se filtrs
con papel filtro Whatmann N» H0,

-0 -
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In un matraz aforado de 20 c.e se ponen 2 .. de filtrado -0
c.c. de agua destilada, 10 c.c. de NaCHl 0.h Ny degpués 3 c.c de
reactivo de fenol dituido al tercio.

Lo mismo sc hice con ol filtrado del tubo que ne <e incubo y
sirve como control.

Se lee despues de 30 minutos con filtra 410 del espectofoto
metro Calleman .

Tomar las lecturas r cat oy e U saear 1a diferencia de ambas
v transferirias de acuerdo con la curva de calibracion hecha en pa-
pet semilogaritmico.

Fl resutado se multiplica por las diluciones hechas v final-
mente por los ¢.c. de 1 orna de 24 horas,

1 valor normal est 1 comprendido entre 1ono v Joon unidades
pépticas en 214 horas,

La escaln de color se hiee por medio de una serie de dilucio.
nes, sacidas Jdeuna coluvion de tiresinan en O patron previamen
te titulada, agrepando Tos peaetivos para desiroliar ol color yose
lee on las mismas condiciones que las e roplicadas para el meétodo.

Qe loma como uropepsin, los miligramos de tirosina lihera:
dos por un c.oode onni, achi ando en 5 oees de substrato ac wdificado,

-alentado (l.\."( grraddos € spateio deuna hora,

Sahre estos dos dltimoz metodos que 2on Tos mas exactos ¥ouss-
dos se [)\lt‘(l( 1 cncontray ofins, pere on PHHL[]HU todos son vart
ciones de éstog, va sea en volumen de reactivos, pi, tiecmpo de i
grostion, ete.
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METODO USADO:

). —Principio,

b).—Reactivos,

c).—Material

d).—Téenica

). —Calenlos

a).—PRINCIPIO:

Fate métaodo se basa en la coloracion azul que desarrollan
los compuestos como aminoacidos reductores (tirosina, triptofa-
no. histidina, cisteina, ete) con el reactivo de fenoles. Dicho co-
Ior es directamente proporcional a la concentracion y puede ser
leido colorimétricamente, expresando el resultado en mg de ti-
rosinn,

H) —REEACTIVOS:

HCL . e 0.3 N
H(‘lll’)N
HCI i . ... 3B N
NaOH e 0.5 N
Acido tricloroacético ... .. 0.3 N

Solucion concentrada de hemoglobina :

Para preparar esta solucion, hago uso de la hemoglobina pro-
ducida por la Casa Difeo, es un producto ya estandarizado, se
presenta como un polvo y esti adicionado de urca. Se disuelve en
un frasco de H00 c.c. 10 gro de hemoglobina, se le afiade 100 c.c.
de HCL 0.130 (PI final de 180), se introducen unas perlitas de
vidrio v se agita vigorosamente hasta perfecta disolucion de los
Erumos, sioes necesario se afora al volumen con el mismo HCI
v se guarda en refrigerador, de preferencia en el congelador a
fin de que solidigue, esto es con ¢l objeto de evitar una descom-
posicion de la solucion.

De esta solucion concentrada se toma para hacer la mez-

03 .
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cla  diluida, 2 c.c. de la solucién al 109 we diluye con 3 c.e. de
HCI 0.3 N,

Reactivo de fenol:

Preparado segin la siguiente técenica:

En un frasco de 1,500 c.c. colocar 100 gr. de tungstato de
sodio, 25 gr. de molibdato de sodio, 700 c.c. de agua destiladz,
50 c.e. de dcido fosforico al 85 vy 100 c.c. de HCI concentrado.

Poner a reflujar la mezela durante 10 horas, Después de es
te tiempo, agregar 150 ¢r. de sulfato de litio v una gotas de bro
mo, se hierve la mezela por 15 minutos sin condensador a fin de
quitar el exceso de bromo, Se enfria la solucion a fin de tener un
aforo perfecto, diluvendo con agua destitada, Se liltra y el reactivo
no debe presentar tinte verdogo, Guardese protegido del polvo v en
frasco obscuro.

). —MATERIAL:

Potenciometro Deckmman,

Gradillas con =uficientes tubos de ensave de 13 por 170 (8
tubos para cada determinacion).

Embudas de 5 c.e. de diametro,

Papel filtro Whatman N+ 50,

Matraces de 125 ¢.c.

Pipetas de 5 coo. volimelricas,

Pipctas de 10 ¢.e.

Celdilla para Fspectrofotometro Colleman Jr.

Bafio de agua de 37 Grados centigrados.

d).—TECNICA :

Preparacion del material:

Preparar unia soh cion de substrato homoglobinico diluven-
do 2 ce. del concentrado con 3 ces de HCL 01 N Ponerlo en
bafio maria a 37 grados O,

Numerar los tubos de ensaye necesarios para la cantidad
de determinaciones que se lleven a cabo, poniende en un gradilla
lox tubos que se incuben v oen otra aquellos que no se lloven a
incubacidén,

Distinguirlos por medio de nimeros, Los que se incuben por
medio de nimeros primos v con nimero dnicamente los que no
se lHeve a bano mari: |

Registray nombre, fecha, volumen v ohoras en que se reco-
feetd Ta muestra total de orina enviadi al laborntorio,
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Estandarizar ol potenciémetr, Reckmann con una solucién
buffer conocida,

Anotar ia trmperatura del cunrto ¥ hacer la correceidn co.
trespondionte on o] potencidmetro,

Procedimiento :

Medir 20 ¢ de Ia muestra de orinag,

Anotar ol PH o |a orina,

Acidificar Ya muestry segin convenga a PH 1.5 con HCI 1.15
N, Tomar ecte PH en o potenciametro. Si 5 c.e. de HCI 1.15 N
no Hevar ol PI de 1a muestra de orina a 1.5, descirtese esta mues-
Wy vuelvase aomaedie 29 .. de 1a misma muestra de orina y
acidificaria con gnax wotus de HCL 3.5 N (gotero de 0.25 c.c.
por gota),

Se vuelve a tomar ol PH en o) botenciometro v va puesto a
PH de 1.0 se prosigae o) meétodo,

Flevir ol volumen total de e parte de orina a 25 c.e. con
sgua destilada, Téngase on cuenta ol HC anadido al acidificar
Ia orina,

Pipetear un coel de la muestra de orina diluida dentro de
< tubos de ersave mareados con los niameres 1y 17,

Actdificar ¢l substrato con HCE 0.3 N,

Afadic 0 ¢ ¢ de substrata hemoblobinico acidificado, a ca.
da tubo, mezelar bier v poner los tubos marcados con nimeros a
incubar a 37 prados O por espacio de 30 minutos,

Después de laincubacion afadir 10 c.e. de acido tricloroacé.
tico 0.3 N o la muestra incubada v a la que no se incubd, mez-
clar perfectamente regresando el contenido dol tubo entre éste
Vool varias veces,

Se filtra e} contenido de lox tubos incubado v sin incubaxy
después de haberlos agitado, con filtro Whatmany N« 50, reco.
giendo los filtrados en tubos respectivos, El precipitado se d s
hecha, .

Faoparte incubada v sinincubar se trabajan igual enteramen.
te dexdr ol momento de anadir el dcido tricloroacético como pre-
cipitarte.

Afadiv despudés D e,
en sendoxs tubos de ensayve,

Adicionar a cada uno de éstos filtrados marcados, 10 c.c. de -

NaOll 0.5 N,

de cada filtrado (tubo 1 y tubo 1)
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Afadir 3 c.c. de reactivo de fonoles diluido, a cada tubo.

Este reactivo se prepara diluvende un e, de peactivo de fe.
noles concertrado, con 2 c.e. de arua destilada,

Fsperar 5 minutos antes de leer, aforar el espeetrofotometro
Coleman i, a 100 con agua destilada,

Foes Tor tubos con filire 540 on erpoctrofotometro Collemann
Ji o enr filtro verde en fotocolorimetro Kictt Sumerson (lonei-
tud de onda de 300 4 370 mim).

.o diferencia de ecolor azul entre los filteados de las mues.
tras incubadas, es cquivalent s al ineremento en tirosina soluble
voen substaneiny afines o ésta, hberada de e metéeula de hemo-
globina dwrante I incubaciin,

T.os tuhog sin incubar <rven como control,

Frie inoremerto (de lo tiraries o0 directamente proporeional
a b cantidad de pepsira presente en b orina (uropepsina) aci-
dificada v estp cantidad puede zer utilizada como medida irdi
reeta parn investiear la actividad péptica en la muestra original
de evinn,

Sila concentracion de color en lus muestras va adicionadas
de reactivo de fenoles diluidn ex demasinda altae por comparacion
de Loy lecturas de calibracion colorimétricas, se diluyve el filtrado
dos veces vy media con 2 el de deido tricolroacetico 0.3 Ny st es-
ta dilucion aun no es =uficiente, = diluve ) filtrado 5 veees usar
do solamente un c.e. de filtrado v 4 c.e de dcido tricloroacétice
0.3 N,

Se registran fas lecturas v so transforman de acuerdo con las
tables hechas a propdsito con la curva estandard de tirosina.,

e).—CALCULOS:

Ya que lo orina original ha sido diluida 1 veces, antes de 1a
fectura final ‘a cantidad de tivosina en 5 c.e. de filtrado represen
ta la actividad péptica de solamente 0,25 ¢.e. de orina original.

Para obtencr la actividad péptica de un c.e. de vrina se de-
be multiphicar ¢l resultado por 1,

Solo empiricamente para evitar usar myg. de trosina como la
medida o unidad de fuerza péptica, ol myg. de tirosina por un c.c.
de orina ese convertido en Unidades Pépticas (U.P.).

Una unidad, péptica ha sido definida como: “la canudad de
pepsina que pueden fiberar 004 mg. de tirosina de un substrato

hemoplobinico ol 2059 en 20 minutos do o ahacion on nuestras
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condiciones de experimctacién’™,

Ficmplo:

Diferencia colorimétrica entye las lecturas dadas por el fil-
trado sin incubar v ¢! incubadoe es igual a 25.

De la curva de tirosina estacdard esta diferencia represen.
ta 0.01 mg. de tivosina en c.c. de filtrado, yva que esta cantidad
reprecenta o tnosna libevada por 0.25 cc. de la orina original,
cntonees un o o dnoorina puede produciv 4 por 0,01 o sea 0.04
mg. de tirosina,

Para convertir ol my de tiroxina a Unidades Pépticas simple-
mente se dividen los mg. de tirosina encontrados entre 0.04. En
este ejemplo particular, la orina conticne una Uridad Péptica
por c.e. de orma, multiplieando este resultado por tos c.c. de la
muestra total de orina en 24 horas se obtienen las Unidades Pép-
ticas totales,

Supongamos gue ¢l volumen tetal de orina en 21 hores fue do
1000 oo multiphicando Ia Uridad Péptica por el volumen se oh.
tiene lane U0 P que en exte caso fueron de 1000 U.P, en 2.4 horas,

1. NORMALES:

Seo heoestablecido como limiter normales de uropepsina de
1000 o 30010,

FETANDARIZACION DEL SUBSTRATO HEMOGLOBINICO:

T'na curva eqstandard de tivosina puede ser hecha con canti-
dades eonocidas Jde tirosing on 5 coe de velumen, esta curva es
proporcional a las lecturas colorimétricas,

Para hacer estas soluciones de concentraciones incrementa-<
das gradualmente, se disuelve ep HCL 0.1 N, 0.16 myg de tirosina,
0.032 mg. de tirosina, ete, a Hegar a la dilucion 0.64 mg. por c.c.
v se afora a un c.e.

Un c.c. de cada una de estas diluciones, se incuba en 5 c.c,
de substrato hemaglobinico acidificado a 37 Grados C. por 30
minutos, usando como blarco una mezela sin incubar de HCI 0.1
N vy 5 c.c. de substrato,

Desde este punto se signe el mismo procedimiento que el des.
crito en el método v se lee también en las mismas condiciones.

f.a concentracion conocida en 5 c.e. de filtrado es de 5/16
de la concentracion del c.e. de la solucion estandard de tirosina
anadida al substrato, va que un c.c. de la solucion conocida de
tirosira, 5 c.c. de substrato v 10 c.c. de dcido tricloroacético hacen
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un total de 16 c.c. de filtrado. Utilizando esta curva estandard cada
diferencia colorimétrica obtenida por la orina desconocida puede

aer directamente convertida a mg. de tirosina por H c.c. de filtrado.

e S

1 método anteriormente descerito, 1o realicé sobre 80 casos,
hechos 1n mayoria de ollos con su correspondiente estudio de jugo
gastrico, a fin de tener una relacion de la acidez libre con In ex
crecion de uropepsina.

ntre esCos CHSGR, los hay de individuos rormales, que repor:
taron resultados comprendidos entre 1050 a 2215 ULP, como cifra
menor y mayor respectivamente.

Enformos con tlcera gastrica o duua.nsl o ambas reportaron
dator que se especificaran en lag conclusiones posteriormente.
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ACIDEZ OEL UROPLPSINA R UROPLPSINA TN

OBSERVACIONES

QUINISMO 12 HORAS 1t BORAS
0 147y 2167
0 774 —
[\ 870 S

68 — 9R7
] TH6 -
4] s 23350
0 — 2670
0 — 1940

D6 2000 O

68 1800 S
0 =60 —e

YA 2998 2792

80 900 ——

86 2020 2920

%O T30 —

g0 600 3330
0 —_— 1600
0 1170 —_
U 134 —_—
0 1080 3514

["lcera gastrica.
Fstenosis pitorica.
Cancer gastrico,
Cancer gastrico,
Uleera duodenal.

PFleera

Normal,

Ulcera
Ulcera
{lcera

Ulcera
Ulcera
Ulcera
Ulcera
Ulcera
Ulcera
Ulcera

Cancer
Ulcera

Ulcera

rastrica.

gastrica.
duodenal,
gastrien, prob. dlcera duode]
(denal.
rastrica.
duodenal,
gastrica.
gastrica,
duodenal,
duodenal.
gastrica, prob. dlcera duode-
(denal
gastrico,
gastrica, prob. ilcera duode-
(denal.
duodenal.




ACIDEZ DEL UROPEPSINA X UROPEPSINA EN

CASO  VOLUMEN HORAS QUIKISHO 12 HORAS 2 HORAS OBSERVACIONES
N7 21 1020 c.c. 24 68 _ 3478  Uleera duodenal.
o 22 150 ce. 20 a 52 148 ———  Estenosis piloriea,
. 23 GO0 cc. R oa 20 H2 10OKD 3511 Ulecera duodenall
,, 24 1200 c.c. 24 70 —_ 3200 Ulcera duodenal.
o 2D 1300 c.c. 24 H6 —_— 1R60  Probable dlcera duodenal.
W 26 1350 c.c. 24 23 S 1560  Normal.
o 27 15300 ¢.c. 24 20 —— 1560 Cancey gastrico,
. 28 450 co. 20 4 8 0 915 lLeucemia aguda,
W 29 1350 c.c. Roa 20 0 TH6 — Ulcera gastrica.
.. 30 2000 c.c. 2.4 40 1044 1800 Uleera duodenal.
., 31 o0 e | 104 —_— 2860 Ulcera gastrica.
o332 1300 c.c. 2 67 —_— 2900 Teucemia aguda,
b 33 1210 ¢ce. R oa 20 0 1201 ———  Uleera duodenal.
R 325 coe. 20 a0 08 0 692 ———  Uleere duodenal,
O 985 ce. 20 a8 0 1015 e Ulcera duodenal.
., 36 415 ce. 20 a0 8 12 20945 ——  Ulcera gastrica.
. 37 1150 c.c. 8 a 20 0 57525 Ulcera duodenal.
.. 38 325 ce. 20a 8 2 1753 2328.25 Ulcera duodenal.
. 39 465 c.c 8 a 20 0 S8115 Ulcera duodenal.
410 1050 c. 202 8 0 19: 2814.45 Ulcera duodenal.




ACIDEZ DEL UROPEPSIHA EN - UROPEPSINA EY

11 650 c¢.c. 12 0 1200 ——  Ulcera duodenal sangrante,
12 1150 c.c. 12 0 205,05 Neoplasia artro pldrica estenosada
13 1200 c.c. 2.4 X6 _ 3400 Ut ora duodenal.
14 2060 c.c. 12 0 700 e leera dundenal,
15 600 c.c. 12 16 1400 — Aremia normocitica normocromica
(11
SO0 cle. 24 t —— 2200 Normal,
1700 c.c. 24 0 —— 2100 Normal,
650 c.c. 1 16 1600 B Aremin normoceiticai normocromica
(i1
300 c.c. 0 600 Fstencsis pilorica,
300 c.c. g 80 2492 3792 Uleera duodenal,
110 c.c. 8 60 1600 Ulcera gistriea.
100 c.c. 20 80 1300 3798 Uleera duodenal,
300 c.c. R 23 1080 Ulcera duodenal.
1020 c.c. g 20 1557.6 ——  Ulecera duodenal.
250 c.c. 8 0 1200 Ulcera duodenal.
260 c.c. 8 0 1062 2145 Uleera duoderal, prob. Ulcera gas.
(trica.
360 c.c. 0 3478 3962  Ulcera duodenal.
300 c.c. 0 630 Ullcera duodenal.
200 c.c. 0 612 —— lLeucemia aguda,
135 c.c. 0 648 ———  Ulcera duodenal,




ACIDEZ DEL UROPEPSINA EY  UROPEPSINA EN

N 61 900 c.c. 21 24 —_— 5855 Posible dleera duodenal sangrante.
. 62 1200 c.c. 2.4 23 —_— 3408 Uleera duodenal.
,, 63 1150 c.c. 24 26 — 2300 Colecistitis cronica.
, 64 1940 c.c. 24 25 —_ 2401 Coledoceolitiasis.

,, 653 695 c.c. 12 25 1779.2 1118 Ulcera duodenal.
,, 66 980 c.c. 12 13 2043 27984 Ulcera duodenal.
. 67 1660 c.c. 12 32 1705 1086 Probable gastritix,
., 68 1170 c.c. 21 36 —_— 4980 Uleera dundenal.
. 69 1200 c.e. 21 20 —_— 2980 Ulcera duodenal.
, 0 1550 c.c. 24 65 _— 1800 Uleera duodenal.
,e 11 1650 c.c. 244 39 — 3700 Ulcera gastrica.
,, 12 1500 c.e. 241 26 B 3700 Uleera duodenal.
. 13 1200 c.c. 24 249 — 2300  Normal,

. T 1G40 c¢.c. 2.4 24 —— 2010 Normal,

W 1D 1200 c.c. 24 31 m— 2100 Normat,

. 16 1000 c.c. 24 R _— 1700 Normal.

W 17 1150 c.e. 2.4 32 —— 2600  Normal,

., 18 1200 e.c. 24 — S 530 Normal,

. 19 1000 c.c. 24 — _ 2100 Normal,

,. 80 1200 c.c. 24 —_ — 2100 Normal,

.. 81 1600 c.c 21 R — £000  Ulcera duodenal.
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COMPARACION DE LA EXCRFS!ON DE UROPEFSINA EN SUJETOS NCRMAL"™S Y EN PACIENTES
CON ULCERA DUODENAL, ULCERA GASTRICA Y CANCER GASTRICO:
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COMPARACION DE LA EXCRESION DF URDPEPSINA EN SUJETOS NCRMALTS Y EN PACIENTES

CON ULCERA DUODENAL, ULCERA GASTRICA Y CANCER GASTRICO:
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Vi
CONCLUSIONES

I.—Cuando trabajé¢ sobre muestras de orina de 24 horas,
fraccionadas en poreiones de 12 horas cada una, encontré siempre
mayor Ia excrecion de uropepsina en la muestra de las 8 a las
20 horax que la de fas 20 4 las 8 horas,

2 ~Los enfermes con dleera gastrica dieron resultados com-
prendidos dentro de los limites normales a 4,000 U.P. en lo que a
excrecion de uropepsina se refiere,

So—Pacientes con dleera duodenal diagnosticada clinicamen-
te, reportaron valores que sobrepasaron los Hmites maximog de la
normalidad, alcanzando cifras hasta de 8,000 U.P. en 21 horas.

do—La orina de enfermos a los que se les habia practicado
quimismo gastrico v se encontrd en dste una acidez libre normal o
casi normal, reportaron una excrecion de uropepsina normal,

Do—Aquellos enfermos cuva acidez libre en su examen de
Jjugo gastrico demostrd valores altos, reportaron en un exanmen de
orina, exprecion de uropepsina tambien alta,

6.—l.0x caxos de cancer gastrico estudiados dieron escasas
cifras en excerecion de uropepsina, éstas extuvieron comprendidas
entre los limites normales minimos o disminuidos en algunos cien-
tos de unidades,
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