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RESUMEN

2 RESUMEN

El monofluorfosfato de sodio es utilizado con fines terapéuticos en pacientes con
osteoporosis. Habitualmente dicha medicacién es acompafada con la administracién de
sales de calcio (Ca®*). Luego de una dosis oral de monofluorfosfato de sodio una fraccién es
absorbida en el estmago mientras que en la luz intestinal el remanente es absorbido como
fluoruro luego de la hidrolisis por la fosfatasa alcalina intestinal (FAi). Experimentos previos
demostraron que el Ca®* en concentracién 50 mM inhibe no competitivamente la FAi de rata.
La FAi tiene maxima expresion en duodeno y si bien no tiene ain un rol definido a nivel
intestinal es llamativo que: 1) Su expresién es regulada por la calcitriol al igual que las
proteinas que participan en la absorcién de Ca®*. 2) La distribucion del transportador TRPV6
tiene el mismo patron que la FAi. 3) La FAi se expresa a nivel intestinal coincidiendo con el
sitio de mayor absorcién del cation. 4) La distribucion de los dos mecanismos de transporte
de Ca?* (activo y pasivo) en intestino delgado sea similar a la distribucién de las dos
isoformas de FAI.

El objetivo de este proyecto de tesis fue estudiar la interaccién entre el Ca** y la FAi y el
efecto de dicha interaccion sobre el proceso de absorcién del cation.

Para cumplir con los objetivos se purificé FAi a partir del duodeno de ratas adultas y se
produjo un anticuerpo por su inoculacion a cobayos.

Con la FAi purificada se hallaron los parametros de fijacion de Ca®* a la FAi. Los resultados
hallados indican que el Ca®* se une a la FAi siguiendo un modelo de “n” sitios
independendientes e igual afinidad. La constante de afinidad fue 19.1+8.4 mM™ con 7.8+4.4
sitio de union.

El efecto del Ca®* sobre la actividad de FAi se investigo espectrofotométricamente (1) y por
electroforesis (2). En ambos casos la actividad de FAi mostr6 un efecto bifasico
dependiendo de la concentracién de Ca®*. A concentraciones de Ca®* menores a 10 mM la
actividad se incrementé linealmente, mientras que con concentraciones de Ca®* mayores a
20 mM la relacion fue inversa [ 1) r = 0.946;r =-0.703; (2) r = 0.721; r =-0.773]

Se investigaron los cambios estructurales de la FAi purificada de rata producidos por
incubacién de la enzima con Ca®* 50 mM por cromatografia de exclusién molecular y
Western blot. Se detectaron dos fracciones de la enzima: 168+6 kDa (con actividad
enzimatica) y 425+45 kDa (sin actividad enzimatica).

El punto isoeléctrico de la enzima resulté mas alto en la presencia de Ca** (0 mM =

4.3510.02; 50 mM = 4.8510.06) , pero fue el mismo para la enzima y la forma agregada. El
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RESUMEN

tratamiento con EGTA después de la adicion de Ca®* no restaur6 la actividad enzimatica,
pero produjo desagregacion de la enzima y aparicion de sus mondémeros, indicando que el
Ca* podria ser requerido para la accién de la enzima o estar involucrado en la estabilidad
de la estructura dimérica.

Empleando el modelo de intestino aislado in situ y determinacién histoquimica se determiné
el efecto de las diferentes concentraciones de Ca*" in vivo sobre la actividad de la FAi. No se
observo el efecto bisfasico hallado in vitro, sino se observé un aumento significativo de la
actividad de la enzima en la membrana a medida que se incrementd la concentracién de
Ca*. Los resultados de expresién de FAi en la membrana no mostraron diferencias
significativas entre los grupos afirmando que las diferencias de la actividad observadas por
histoquimica no se deben a un cambio de expresién

Estos datos sumados a que la FAi modifica su expresion de acuerdo a los niveles de
calcitriol hacen sospechar que podria actuar en el mecanismo de absorcién de Ca®*. La FAi
hidroliza éster monofosféricos generando fosfato y protones y existe evidencia de que la
disminucién del pH del lumen intestinal modificaria la actividad de los canales de Ca**
TRPVG.

Se realizaron experimentos de sacos duodenales evertidos a fin de determinar el pH y la
absorcion de Ca®* en funcion de diferentes concentraciones de Ca®* luminal (1, 10, 50 y 100
mM). Se observé un descenso significativo del pH en solucién mucosa de los grupos con 10,
50 y 100 mM. La fraccion de absorcion disminuyé a medida que se incrementé la
concentracion de Ca’*, paralelamente al descenso de pH. Los experimentos indican que el
fosfato generado por hidrdlisis no seria el responsable de la disminucién de la fracciéon de
absorcién. Finalmente cuando los experimentos de sacos evertidos duodenales fueron
llevados a cabos en presencia de L-fenilalanina se observé un descenso de pH
significativamente menor con un incremento en la fraccién de absorcién en todos los grupos

experimentales.

Estos resultados fortalecerian la hipétesis que el pH regularia la entrada de Ca®* por via
transcelular y la FAi seria sensora de las concentraciones de Ca** luminal e impediria el
ingreso de cantidades téxicas del catién al enterocito.
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3 INTRODUCCION

3.1 MARCO HISTORICO

El monofluorofosfato de sodio ((MFP], CAS 10163-15-2) utilizado con fines terapéuticos en
pacientes con osteoporosis [1,2,3], habitualmente es co-administrado con sales calcio
(Ca®). El estudio de la asociacion entre el MFP y el Ca®* ha mostrado resultados
contradictorios. Algunos trabajos hallaron disminucion de la biodisponibilidad del MFP [4],
otros no encontraron influencia del Ca®* [5,6], mientras que algunos reportaron un aumento
de la biodisponibilidad de flor a partir del MFP [7,8].

Nuestro grupo demostrd que, luego de una dosis oral de MFP, una fraccién del mismo es
absorbida en el estbmago, mientras que en la luz intestinal el remanente [9] es absorbido
como fluoruro luego de la hidrélisis por la fosfatasa alcalina intestinal [10]. En ausencia de
Ca** la velocidad con que se hidroliza el MFP es superior a su tasa de absorcion por lo que
la absorcion intestinal de MFP sin hidrolizar es despreciable [9].

Experimentos in vitro e in vivo realizados en nuestro laboratorio demostraron que el Ca** en
concentracién 50 mM disminuye la actividad de la fosfatasa alcalina intestinal en la rata,
produciendo una inhibicién compatible con un modelo no competitivo (llustracién 1) [11].
Esta inhibicién produce una disminucién en la velocidad de hidrélisis del MFP a fluoruro,
aumentando de esta manera la vida media del MFP en la luz intestinal, favoreciendo su

absorcion intestinal y produciendo un aumento de su biodisponibilidad.
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llustracion 1. Representacion de Lineweaver Burk para fosfatasa alcalina intestinal con Ca* (O) y sin
ca* (m), empleando p-nitrofenilfosfato como sustrato. Modificada de Beinlich A, 2003 [11].
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Paralelamente se hallaron diferencias en la concentracion plasmatica de fluoruro y flior
total en ratas luego de administrar una dosis oral de MFP con y sin la co-administracion
de Ca®. El Ca®* produjo una disminucién del fluoruro plasmatico sin modificaciones
significativas en el fltor total, hecho compatible con una disminucién de la hidrélisis a
nivel gastrointestinal (llustracién 2).
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llustracion 2. Concentracion plasmatica de fluoruro (O) y fluor total (W) en ratas luego de una dosis
oral de 80 umoles de MFP, conjuntamente con 50 pmoles de calcio (panel superior) y sin calcio (panel
inferior). Modificada de Beinlich A, 2003 [11].

Experimentos realizados con intestino aislado in situ demostraron que el Ca** produce
disminucién de la formacién de fldor a partir del MFP, con un patrén similar al producido
por el agregado de L-fenilalanina, inhibidor de la fosfatasa alcalina intestinal (llustracion
3).
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llustracion 3. Concentracion de fluoruro en la luz intestinal (experimento de intestino aislado in situ)
para diferentes soluciones de llenado: () MFP 80 mM, (O0) MFP 80 mM mas calcio 50 mM y (O) MFP 80
mM mas L-fenilalanina 10 mM. Modificada de Beinlich A, 2003 [11].

En la Tabla 1 se observan los valores de constante de velocidad de hidrélisis (Ky) y
absorcion de MFP (K,) correspondientes a los experimentos para de intestino aislado in

situ mencionados para la llustracién 3.

Tabla 1. Efecto de la L-fenilalanina y el Ca** sobre la velocidad de hidrélisis y la absorcion de MFP.
* p<0.05 respecto del grupo control. Modificada de Beinlich A, 2003 [11].

Ky, (min’™) K, (min”)
Controles 0.040+0.0009 0.006+0.0015
+ Ca®* 50 mM 0.012+0.011* 0.042+0.0016*
+ L-fenilalanina 10 mM 0.011+0.011* 0.023+£0.0015

3.2 FOSFATASA ALCALINA

La fosfatasa alcalina (FA, C 3.1.3.1) es una fosfomonoesterasa que hidroliza enlaces éster
fosférico de manera inespecifica a pH alcalino. Se localiza a nivel del glicocélix de las
microvellosidades de los enterocitos, con predominio en las células ubicadas en la parte
superior de las vellosidades. Su cantidad se incrementa a medida que los enterocitos
ascienden desde la base de la vellosidad hacia el apice, sector donde las células
absortivas son mas maduras [12]. La FAi se adhiere a la superficie celular a través de un
anclaje donde interviene el fosfatidilinositol e interacciones hidrofébicas. El glicocéalix
consiste principalmente en hidratos de carbono de la familia de los glicosaminoglicanos
unidos a proteinas que conforman los proteoglicanos que se proyectan de la membrana
apical de las células intestinales hacia la luz del intestino. También contribuye en su
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constitucion el acido sialico unido a proteinas de membrana . El glicoclix proporciona
una superficie de proteccion con carga superficial negativa que contribuye en los
procesos de digestion y absorcion de proteinas e hidratos de carbono, pinocitosis,
transporte activo, reconocimiento y adherencia celular e interaccion célula-célula [13,14].
También es importante mencionar la presencia de mucus producido por las células
caliciformes y por las glandulas de Brunner que vierten su secrecion en las criptas y junto
con el glicocdlix constituyen una interfase entre la membrana plasmatica y el contenido
luminal [15,16].

Se encuentran varias isoenzimas como la fosfatasa alcalina ésea (FAo), hepatica (FAh),
renal (FAr), intestinal (FAI) y placentaria (FAp), entre las mas importantes. A nivel 6seo se
expresa en la membrana del osteoblasto cuando estos se diferencian a partir de células
progenitoras; en higado se la encuentra en la membrana luminal de las células epiteliales de
los canaliculos biliares; en rifién en la membrana apical de los tubulos contorneados
proximales principalmente y en menor medida en los distales; en intestino en la membrana
apical de los enterocitos; y en placenta en el sinciciotrofoblasto.

Las siguientes evidencias indican que las isoenzimas hepatica, renal y 6sea humanas
son productos de un mismo gen por lo que se conocen como isoenzimas tejido no
especificas (TNAP): a) muestran similar termoestabilidad y sensibilidad a inhibidores; b)
la actividad de las 3 isoenzimas esta deprimida en la hipofosfatasia autosémica recesiva;
c) presentan reactividad cruzada inmunoquimica; d) muestran similar patrén
electroforético luego de la digestion con neuraminidasa [17]. Estas similitudes indican que
las diferencias halladas entre ellas se deberian a modificaciones post-traduccionales,
principalmente a nivel del contenido de &cido sidlico. El gen responsable se localiza en el
brazo corto del cromosoma 1 (p34-p36) [18].

Por su parte, las isoenzimas intestinal y placentaria, presentan una homologia del 87%,
comparten ciertos determinantes antigénicos, termoestabilidad y sensibilidad a
inhibidores, pero presentan diferencias en la movilidad electroforética. Por ello se planted
que debian ser originadas en genes diferentes los cuales han sido identificados en el
cromosoma 2 (q34-937) [19].

En suero normal mas del 90-95% es de origen hepatico y 6seo, existiendo un predominio de
la primera, excepto en los jévenes en crecimiento donde es mayor la isoenzima ésea y en el

tercer trimestre de embarazo donde la isoenzima placentaria es la que adquiere

! A diferencia de las isoenzimas del tejido éseo, hepatico y renal, la FAi no contiene residuos de
acido sialico demostrado por cambios en la movilidad electroforética por efecto de la incubaciéon
con neuraminidasa. Referencia 30: Kaplan MM. Gastroenterology. 1972
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importancia. La contribucion de la FAi a la actividad de la FA sérica total es poca, aun en
condiciones patologicas [20,21].

3.2.1 Propiedades

Todas las isoenzimas tienen un pH éptimo proximo a 9.8, similar afinidad por los
sustratos, y semejante coeficiente de sedimentacion. Ademas todas son metaloproteinas

dependientes de zinc (Zn**) y magnesio (Mg®*) [22,23,24].

El aminoacido L-fenilalanina es inhibidor no competitivo y estereoespecifico de las
isoenzimas de fosfatasa alcalina de manera diferencial. Estudios realizados empleando
homogenados de tejido hepatico, 6seo e intestinal demostraron que la isoenzima intestinal
es la mas afectada por este inhibidor (actividad remanente: FAi 5%, FAo 74.5%, FAh
74.5%) [25,26,27]. Resultados similares se han obtenido con el amino&cido L-triptéfano, el
cual en concentracion 3 mM produjo aproximadamente un 70% de inhibicién de la FAi y
FAp, mientras que logré solo un 25% de inhibicion sobre la actividad de la FAo y FAh
[28].

A diferencia de L-fenilalanina, el levamisole " (5-20 mM) o su analogo el R8231 ", el L-p-
bromotetramisol " (0.10-0.27 mM) y la L-homoarginina (8 mM), actdan inhibiendo
predominantemente las isoenzimas 0sea, hepatica y renal. Con el primero la actividad
remanente de las mismas ronda, segun la concentracién utilizada, entre 0.7 y 2%. Por otra
parte, las isoenzimas intestinal y placentaria presentan una actividad remanente entre 47 y
75%. El L-p-bromotetramisol muestra 3-10% de actividad remanente para las isoenzimas
0sea, renal y hepatica, con un 82-90% para las isoenzimas intestinal y placentaria
[29,30,31,32]. Con L-homoarginina hallaron un 80% de inhibicién de las isoenzimas 6sea
y hepatica y menos del 10% de las isoenzimas intestinal y placentaria [33].

Las isoenzimas 6sea y hepatica son relativamente inestables a la temperatura (15 min
56°C) y a la desnaturalizacion por urea (18 min, 3M) [34].

Empleando Sephadex® G200 se determiné el peso molecular de las isoenzimas hepatica
(225 kDa), intestinal (190k Da), 6sea (180 kDa) y renal (170 kDa). Estas diferencias son
atribuidas al contenido de carbohidratos (fucosa, N-acetilgalactosamina, N-acetil
glucosamina). A diferencia de la isoenzima intestinal, las del tejido éseo, hepatico y renal
contienen residuos de acido sialico demostrado por cambios en la movilidad electroforética
por efecto de la incubacion con neuraminidasa [35].

" Clorhidrato de [(-)-2,3,5,6-tetrahidro-6-fenilimidazol(2,1-B)tiazol]
" Oxalato de [(+/-)-6(m-bromofenil)-5,6-dihidroimidazol(2,1-B)tiazol]
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3.2.2 Funcioén

El rol fisiologico de la fosfatasa alcalina es parcialmente conocido. Su localizacién sugiere
un rol en el movimiento de moléculas a través de las membranas.

Algunas investigaciones sugieren que la isoenzima osea tendria funciones en el proceso
de mineralizaciéon. La mineralizacién tanto del cartilago como del hueso requiere la
presencia de vesiculas en la matriz que son el sitio de acumulacién de Ca** y fosfato (Pi).
La fosfatasa alcalina crea un ambiente favorable para la deposiciéon de este material y la
formacion del nucleo del cristal de hidroxiapatita (HA). Luego de alcanzar los cristales
cierto tamano, se romperia la membrana de las vesiculas y se liberarian los cristales de
HA a la matriz. Luego, la matriz extracelular contiene suficiente Ca®* y Pi, para mantener
el proceso de nucleacion y propagar la mineralizacion. El mecanismo de ensamble del
mineral ain no se conoce, pero hay evidencias que participarian la anexina (Anx) y la
fosfatasa alcalina. De los 12 miembros de la familia de las anexinas, las AnxA2, AnxA5 y
AnxA6 se identificaron en las vesiculas de la matriz. Se asocian a ambos lados de la
membrana por lo que se sospecha que estarian involucradas en el transporte de Ca** al
interior de las vesiculas. También interactian con la matriz extracelular dado que AnxA2
y la AnxA6 se fijan al condroitin sulfato y AnxAb5 fija colageno tipo II.

La FAo, marcadora de actividad osteoblastica, se localiza también en las vesiculas de la
matriz. En casos de hipofosfatasia se detectan defectos en la mineralizacion 6sea asi
como ratones con deficiencia en el gen de TNAP presentan un cuadro similar a la
hipofosfatasia [36]. Se propone que la FAo participa en el proceso de mineralizacion
proveyendo Pi por hidrélisis de sustratos ya que en cultivos celulares, la suplementacion
de PB-glicerofosfato como fuente externa induce osteogénesis y deposicion de HA. El
levamisol, inhibidor de fosfatasa alcalina, previene esta induccion por B-glicerofosfato.
También hidrolizaria el pirofosfato inorganico (PPi) y de esta forma estimularia la
formacién de HA [37,38].

Varios trabajos sugieren una participacion de la isoenzima intestinal en el transporte de
nutrientes.

La administracién de vitamina D a pollos raquiticos produce un incremento en 2-3 veces
de la actividad de FAi y esto se incrementa paralelamente al transporte de Ca®* [39].

Se demostrd6 que la alimentacién con aceite de pescado por sonda orogastrica
incrementé un 94% la actividad de la FA en plasma [40]. En ratones con knock-out del
gen de FAi alimentados por 6-8 meses con una dieta con alto contenido graso se observo
mayor absorcién de grasa, aumento de triglicéridos en plasma y ganancia de peso

"V Etano dioato de [(-)-6-(4-bromofenil)-2,3,5,6-tetrahidroimidazol[2,1-B]tiazol]
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acelerada respecto de los animales controles. Estos mismos resultados no se observaron

cuando los animales fueron alimentados con dieta normal [41].

Respecto a la funcién de la isoenzima hepatica, se la relaciona al transporte de colina a
través de la membrana canalicular de los hepatocitos y en la superficie luminal de las
células epiteliales biliares [42].

Las FA tejido no especifica y de intestino de ratén estan codificadas por los genes Akp2 y
Akp3 respectivamente. No se observaron anormalidades metabdlicas severas en ratones
con disrupcién del gen Akp3, mientras que ratones Akp2-null exhibieron una severa forma
de hipofosfatasia. El raton Akp3-/- presenta una ganancia de peso acelerada y aumento
de los triglicéridos en plasma a las 7 horas, indicando la participacion de la enzima en el
proceso de absorcién de grasa [36,41,43].

3.2.3 Alteraciones séricas de la fosfatasa alcalina

La actividad de FA se encuentra muy elevada en enfermedades hepaticas, pancreatitis,
neoplasias hepaticas o pancreaticas debido principalmente al incremento de la isoenzima
hepatica, ya que se encuentra alterada su sintesis o su eliminacion biliar.

Los incrementos de la actividad plasmatica de FA a expensas de la isoenzima 6sea son
normales en los estados de crecimiento y reparacion de fracturas asi como en patologias
como hiperparatiroidismo, osteomalacia, osteomielitis, y neoplasias 6seas [42].

En seres humanos la actividad plasmatica de FA varia segun el grupo sanguineo. Los
enterocitos de pacientes grupo A fijan avidamente a la isoenzima intestinal, por ello una
fraccion muy pequefa de la actividad plasmatica de FA es debido a dicha isoenzima.
Mientras que los enterocitos de pacientes grupo B o O fijan menos a la isoenzima
intestinal teniendo esta isoenzima mas importancia en la actividad plasmatica total de FA.
Normalmente menos del 10% del valor de actividad de FA en plasma es derivada de la
isoenzima intestinal [42,44].

Algunas isoenzimas de FA estan relacionadas con neoplasias. Una variante de la
isoenzima placentaria llamada Regan se incrementa en neoplasias de pulmoén, tracto
gastrointestinal, ovario y Utero. También se describe una variante denominada Nagao en
seminomas y una conocida como Kasahara que se incrementa en algunos hepatomas
[35,42].

Descensos en la actividad de FA plasmatica son de valor en el diagnéstico de
hipofosfatasia, enfermedad autos6mica recesiva caracterizada por una extrema
disminucién de la actividad de FA tejido no especifica causada por una mutacién del gen
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que codifica estas isoenzimas. Esta deficiencia resulta en una marcada disminucion de la

mineralizacién 6sea que puede ser fatal en neonatos e infantes [37].

3.2.4 Fosfatasa alcalina intestinal (FAi)

La FAi es una fosfomonoesterasa del ribete en cepillo del enterocito. Presenta un pH
optimo de 9.45 y contiene 15-20% de carbohidratos: fucosa, N-acetilgalactosamina, N-
acetil glucosamina [45]. Es una glicoproteina dimérica de subunidades idénticas que
requiere 4 4&tomos de Zn?* por mol de dimero.

Su peso molecular es de 157-160 kDa determinado por filtraciéon en gel y centrifugacion
en gradiente de densidad. El tratamiento de la FAi nativa con clorhidrato de guanidina 6
M o con un buffer a pH 3, produce la separacién en dos subunidades idénticas de pesos
moleculares de 78 y 70 kDa respectivamente. La FAi, como otras enzimas intestinales, es
resistente al tratamiento con neuraminidasa [46].

Su contribuciéon a la actividad de la FA total es menor al 10%, aun en condiciones
patolégicas de aumento de esta isoenzima [21].

Presenta su maxima expresion a nivel del duodeno, con disminucion gradual a lo largo de
todo el intestino. La actividad de FAi es mas elevada en la punta de la vellosidad en
comparacion con las criptas, siendo la actividad de la enzima un marcador de madurez de
los enterocitos [47,48]. Estudios de expresién entre sexos no han mostrado diferencias [49].
Experimentos realizados en pollos con dieta con bajo contenido de Ca®*, demostraron a los
10 dias un incremento de calcitriol y un aumento adaptativo de la absorcion de Ca®. De los
parametros estudiados del transporte transcelular de Ca?* se hallaron aumentados la bomba
de Ca* y el intercambiador Na*/Ca®". Paralelamente la FAi también aumenté su expresién
confirmandose su regulacién por el calcitriol [48].

La enzima es secretada tanto hacia la luz intestinal como hacia el plasma [50], hallandose
en estos sitios de manera soluble en lugar de anclada a membrana. La forma soluble,
probablemente por descamacion celular, se incrementa a lo largo del intestino [51,52].

La rata presenta dos isoformas de FAi con un 79% de identidad con diferencias
marcadas a nivel del extremo carboxiterminal. Se ha demostrado la expresién de dos
genes de la isoenzima intestinal que codificarian a FAi | de ubicacién a lo largo de todo el
intestino y FAi Il de ubicacion predominante en duodeno [53]. Esta Ultima seria la

involucrada en el transporte de lipidos a nivel duodenal [47].

En el desarrollo de esta tesis se mostraran los efectos del Ca** sobre la estructura de la
FAi. Para un mejor entendimiento de los resultados, se aclara que se empleara la
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abreviatura FAi para hacer referencia a la enzima activa, dimero de subunidades
idénticas. Cada una de las subunidades se denominara “monémero”, mientras que una

especie de mayor peso molecular se denominara “agregado molecular” (llustracion 4).

Monémero FAi Agregado molecular

llustracion 4. Representacion esquematica de las diferentes formas de la fosfatasa alcalina intestinal.

3.2.5 Fosfatasa alcalina intestinal y calcio

Existe informacién sobre interaccién FAi-Ca®. Esta descripto que a nivel intestinal existen
dos isoenzimas, una Ca?* y otra Mg?* dependiente [54]. Hay evidencia de una FA de
cartilago que liga 25 iones Ca®* por mol de proteina, pero en este caso la enzima es de
menor peso molecular que la intestinal [55].

Deliconstantinos et al. describieron un efecto inhibitorio rapido del Ca®* (0-10 mM) sobre la
FAi tanto en enzima soluble como en la ligada a membrana [56].

Finalmente y como ya fue mencionado, un trabajo de nuestro laboratorio, demostré que el
Ca* en concentracion 50 mM produce una inhibicion no competitiva sobre la FAi [11].

En sintesis, si bien su rol no esta completamente definido a nivel intestinal, su participacién
en el metabolismo mineral pareceria incuestionable dado que:

e Su expresion es regulada por el calcitriol al igual que las proteinas que participan en
la absorcion de Ca®* transcelular.

e La distribucion del transportador de Ca®* mas importante a nivel intestinal (TRPV6)
tiene el mismo patrén de distribucion que la FAi con predominio en la punta de las
vellosidades donde los enterocitos son mas maduros respecto de los de la cripta.

e La FAi se expresa a nivel intestinal con un maximo en duodeno y una disminucion
gradual a lo largo de todo el intestino coincidiendo con el sitio de mayor absorcion
del cation.

e La distribucion de los mecanismos de transporte de Ca®* (transcelular y paracelular)
en intestino coincide con la distribucién de las dos isoformas de FAi (1 y Il).

e EI Ca®* produce una inhibicién no competitiva sobre la FAI.
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3.3 CALCIO

3.3.1 Generalidades

El Ca® es el catién mas abundante en nuestro organismo y es esencial, no sélo en la
formacion de tejidos calcificados, sino también a nivel intracelular participando en la
excitabilidad y permeabilidad de la membrana plasmatica, secrecién exdcrina, regulacion
enzimatica, neurotransmisién, contraccién muscular, segundo mensajero en los procesos
de transduccién de sefiales, entre otros. Sin embargo sélo el 1% del Ca** total del
organismo esta presente en forma iénica en los fluidos biolégicos y como es de esperar,
su nivel se encuentra regulado por hormonas calciotrépicas como la parathormona (PTH)

y el calcitriol que actuan principalmente sobre el hueso, rifidn e intestino (llustracion 5).

Las fuentes dietéticas y la ingestién de Ca** se han modificado durante la evolucién del
hombre. El hombre primitivo obtuvo Ca** de raices, tubérculos, nueces y legumbres en
cantidades que se supone excedian los 1500 mg/dia y quiza se elevo al doble en el
periodo recolector-cazador. EI humano moderno consume, una cantidad de Ca** mucho
menor, siendo actualmente el grupo de alimentos lacteos los que suministran la mayor
cantidad de Ca®* en la dieta. Dentro de los alimentos de origen animal algunos pescados
como la sardina tienen muy alto contenido en Ca** siempre y cuando se lo consuma con
el esqueleto. Las fuentes vegetales comprenden algunas verduras de hoja verde,
legumbres, frutas secas, semillas y algas, pero su biodisponibilidad es baja [57].

Ademas del aporte de Ca* nutricional, existen algunas patologias que requieren la
administracion de Ca®* como terapéutica. Tal es el caso de la osteoporosis, que si bien no
se puede decir que esté relacionada Unicamente con un aporte deficiente de Ca®, el
hueso no puede alcanzar una adecuada estructura 6ésea y menos aun mantenerla. El
aumento de la expectativa de vida y el envejecimiento de la poblacion, exigen que
centremos la atencién en el metabolismo del Ca®*.

3.3.2 Metabolismo del calcio

El 99% del Ca’ corporal total, unos 1000 g aproximadamente, se encuentra en el mineral
0seo formado los cristales de hidroxiapatita.

En el plasma el 50% se halla como Ca® iénico libre, un 10% ligado a aniones y el 40%
restante ligado a proteinas, fundamentalmente albimina. Dado que la fraccion i6nica es
la biol6gicamente activa, es importante destacar posibles errores en la interpretacion del
Ca?* plasmatico total. Los cambios en el pH plasmatico afectan su unién a proteinas

plasmaticas. Las patologias que conducen a acidosis disminuyen su unién a proteinas
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mientras que las que conllevan a alcalosis la aumentan. Otro factor a considerar son los
cambios en la concentracion de proteinas plasmaticas, por lo cual es necesario restar 0.8
mg/dl por cada gramo de albimina que exceda los 4 g/dl y sumar la misma cantidad por
cada gramo de albumina por debajo de dicho nivel.

A nivel celular, la concentracién del Ca®* citosélico es del orden de 10”7 M, mientras que

en el liquido extracelular es de 10° M.

Como se puede observar en la llustracion 5 los 6érganos involucrados en el metabolismo

del calcio son principalmente el rifién, el hueso y el intestino.

T s Fluido
. ransstg)lr;acwn intracelular
Dieta 9 11.000 mg
1.000 mg
Ab L. /4 Ca rapidamente
Tracto 738"“0" intercambiable
intestinal mg Fluido 4000 mg
1.600 mg | extracelular |
900 m
M / Secrecion = l
R 600 mg Ca estable
1.000.000 mg
/—\\
l Reabsorcion | -
Tubular Filtracion
Ca Fecal 9.900 mg glomerular
900 mg 10.000 mg

\

Orina
100 mg

llustracion 5. Esquema del metabolismo del calcio en un adulto con ingesta de 1 g de calcio por dia.
Modificada de Norman AW, 1979 [58].

3.3.2.1 Parathormona

La parathoromona (PTH) es una proteina de 84 aminoacidos sintetizada por las glandulas
paratiroides, ante disminuciones de la calcemia como principal estimulo. A nivel éseo,
PTH estimula la liberacion de RANKL por los osteoblastos, lo que induce proliferacién de
osteoclastos con el consecuente aumento de la resorcidon 6sea. A nivel renal estimula una
mayor reabsorcion de Ca®* por estimulacién de receptores asociados a adenilil ciclasa en
las células de los tabulos renales. Ademas estimula en el rifdn la sintesis de la enzima 1-
o-hidroxilasa lo cual conduce a un incremento de vitamina D activa y como consecuencia

una mayor absorcién de Ca®* a nivel intestinal.
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3.3.2.2 Vitamina D

La vitamina D puede obtenerse por ingesta de dos vitameros: la vitamina D, o
ergocalciferol y la vitamina D3 o colecalciferol, de origen vegetal y animal,
respectivamente. Los alimentos que la contienen no son habituales en nuestra dieta, por
lo que se obtiene principalmente por sintesis endoégena. Esta uUltima consiste en la
conversion del 7-dehidrocolesterol en vitamina D3 en la piel por exposicion a la luz
ultravioleta. Posteriormente, es transportada por el plasma al higado donde, por accién
de la enzima 25-hidroxilasa, se convierte en calcidiol (25(0OH)-vitamina Ds). Luego en
rinédn es transformado por la 1-a-hidroxilasa en calcitriol (1,25(OH),-vitamina Ds), forma

hormonalmente activa [59] (llustracion 6).

H I
—_— —_— f
- — = ———
HO

iel iel
p p HO
7,8-dehidrocolesterol pre-vitamina D3 vitamina D3
higado
25-hidroxilasa
OH
O OH OH
[e]
I Tejidos blanco ) rifion )
1 - - - | —f———— |
24-hidroxilasa lo-hidroxilasa
HO OH HO OH HO
Acido calcitroico 1,25-dihidroxivitamina Ds 25-hidroxivitamina Ds

llustracion 6. Sintesis, activacion y catabolismo de la vitamina D. Modificada de Dusso AS, 2005 [59].

El calcitriol desempefia un rol central en la regulacién de la homeostasis de Ca**

(llustracion 7), modulando los flujos de Ca®* hacia y desde el medio extracelular. Actia a
través de un mecanismo gendmico mediado por un receptor intracelular, tipico de
hormonas esteroideas y ademés produce efectos répidos sobre el transporte de Ca**

independientes de la accion génica.

A nivel intestinal el principal efecto del calcitriol es aumentar la absorcién intestinal de
Ca?" induciendo la sintesis de las proteinas que participan en la via transcelular. En
células intestinales la hormona estimula, en forma rapida, las vias de segundos
mensajeros intracelulares adenilil ciclasa/AMPc/PKA y fosfolipasa C/IP3/DAG/PKC que
participan en la regulacién del Ca®* intracelular promoviendo el influjo de Ca®* a través de
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canales dependientes de voltaje y provocando la liberacién de Ca®* de los depdsitos
intracelulares. En estas células, el calcitriol también estimula vias de senalizacion
intracelular ligadas a la fosforilacién en tirosina que conducen a la activacion de la tirosina
quinasa citosoélica c-Src la que participa en la fosforilacién de la fosfolipasa Cy y de las
proteinas quinasas reguladas por mitégenos (MAP quinasas) ERK1 y ERK2, enzimas que
regulan la proliferacion celular. También estimula la absorcién de fosfato, aunque
significativas cantidades de fosfato son absorbidas aun en ausencia de calcitriol.

Los principales reguladores del nivel de calcitriol y sus metabolitos son: la PTH, el Ca*'y
el fosfato plasmatico y el mismo calcitriol. La hipocalcemia incrementa los niveles de
calcitriol por estimulacion de la enzima 1-a-hidroxilasa, mientras que la hipercalcemia
deprime la actividad de esta enzima e incrementa la actividad de la 24-hidroxilasa,
enzima clave en la via de inactivacién y eliminacion del calcitriol. La paratiroidectomia
deprime severamente la induccién de la enzima 1-a-hidroxilasa mientras que la
administracion de PTH a animales intactos o paratiroidectomizados incrementa la
produccion de calcitriol. El efecto de PTH es directo sobre las células del tubulo proximal
renal y es mediado por AMPc [59].

El calcitriol se une a su receptor intracelular (VDR, vitamin D receptor) el cual se halla en
organos relacionados al metabolismo mineral: intestino, hueso, riidn, glandulas
paratiroideas y en érganos no relacionados a este metabolismo como piel, musculo,
pancreas, 6rganos reproductivos, sistema nervioso, inmune y hematopoyético. Luego de
su unién al calcitriol se heterodimeriza con el receptor de &cido retinoico e interacciona
con secuencias especificas del ADN, aumentando la expresion de los respectivos ARNm.
Por otro lado el calcitriol se uniria a receptores de membrana que estimulan las vias de
PKA y PKC, que fosforilan canales de Ca** voltaje dependiente del tipo L, produciendo el
ingreso de Ca®* al citoplasma.
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llustracion 7. Principales factores involucrados en la regulacion de la calcemia.

3.3.3 Regulacion renal de calcio

El tdbulo proximal renal es el sector de mayor importancia en la reabsorcion renal de
Ca**, reabsorbiendo 70% del total. El pasaje se realiza por difusién pasiva acompafando
la reabsorcién de Na*. El asa gruesa de Henle participa en el 20% de la reabsorcion renal
de Ca*' y los tubulos contorneados distales y colectores sélo reabsorben 10% del Ca?*
filtrado por un mecanismo activo.

La regulacion de Ca®** a nivel renal depende de varios factores, la cantidad de Ca**
presente en la dieta es uno de ellos. EI Ca®* fecal endégeno y el Ca** urinario son las
Unicas dos vias por las que se elimina el exceso de Ca®. En una dieta con exceso de
Ca*, la excrecion urinaria del catién estar4d aumentada de manera de mantener el
balance Ca®* en un valor cercano a cero.

La fisiologia renal es el otro factor interviniente. El riién actia depurando Ca* y su
funciéon depende de parametros hormonales, organicos y hemodinamicos. La PTH tiene
receptores en rifidn, que producen reabsorcion renal de Ca®*. La presencia de otras
sustancias puede modificar la excrecioén renal de Ca?*, como lo son los complejantes de
Ca®* como el oxalato, citrato y sulfato, los cuales forman con el Ca** compuestos poco
disociados y/o insolubles que dificultan su reabsorcion [60].

El funcionamiento del rifidn es determinante en la excrecién de Ca®* ya que se
reabsorben 98-99% del total del Ca** filtrado. Estos datos revelan que la regulacién renal

es altamente efectiva.
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3.3.4 Absorcion intestinal de calcio

La absorcién de calcio varia fundamentalmente a lo largo del ciclo de la vida, siendo la
etapa de lactancia el periodo de mayor absorcién, con un porcentaje que ronda un 55-
60%; en la adolescencia estos valores descienden a 35-40%, para estabilizarse en un
30% aproximadamente en la etapa adulta. A partir de los 50 afos, la eficiencia de
absorcién declina casi 0.2% por ano, con un porcentaje adicional del 2% en la
menopausia [57].

Con respecto al consumo de Ca®*, se observa una relacién inversa con la eficiencia de la
absorcion; ésta disminuye a medida que la cantidad ingerida aumenta, siendo éste un
mecanismo adaptativo de proteccién a las altas concentraciones de Ca®* luminal. Esta
comprobado que superando 1 g/dia de Ca®* en la dieta la absorcién normalmente no
supera 500-600 mg/dia (llustracién 8) y se incrementa simultaneamente el Ca®* fecal [58].
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llustracion 8. Absorcion neta intestinal de calcio en funcién del calcio dietario.
Modificada de Favus MJ, 2006 [61].

El intestino presenta tres mecanismos de transporte de Ca?*: transcelular, paracelular y
vesicular [62,63,64], siendo los 2 primeros los que cuentan con mayores evidencias
experimentales. A nivel del duodeno se puede demostrar la presencia de un mecanismo
saturable y otro no saturable (llustracién 9, izquierda), mientras que en el ileon solo
existiria un mecanismo no saturable (llustracion 9, derecha). La accion de cada
mecanismo depende de la longitud de cada segmento del intestino y del tiempo de
transito en los mismos. En general para los diferentes segmentos en la rata se puede
considerar: duodeno 8 cm y 3 minutos, yeyuno: 36 cm y 45 minutos, ileon: 36 cm y 150

minutos.
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llustracion 9. Transporte transcelular y paracelular. Modificado de Bronner F, 2003 [62].

3.3.4.1 Transporte paracelular

El mecanismo paracelular opera principalmente a altas concentraciones luminales de
Ca®*, es no saturable y estd presente a lo largo de todo el intestino delgado,
predominando en el ileon por su longitud y tiempo de transito. Es un mecanismo de
difusion simple a través de las uniones estrechas, siendo la cantidad transportada
proporcional a la concentracién luminal de Ca®* e inversamente relacionado a la velocidad
de transito del quimo.

Las uniones estrechas son un sector especializado de la membrana basolateral que se
localiza préximo a la membrana apical y tiene propiedades de selectividad i6nica y
permeabilidad concentracion dependiente. Las uniones estrechas estan formadas
principalmente por proteinas denominadas claudinas, familia de proteinas integrales de
membrana con 4 dominios transmembrana y otras proteinas accesorias como las
ocludina y espectrina [63]. El calcitriol produce en ratas disminucién de claudina-3,
reguladoras de las uniones estrechas intercelulares, y de esta manera regularia también
el pasaje de Ca’* a través del camino paracelular [65].

3.3.4.2 Transporte transcelular

El transporte transcelular opera a bajas concentraciones de Ca?*, es saturable y
dependiente de los niveles de calcitriol [66]. El mecanismo comprende el transporte a
través de la membrana apical del enterocito por unién al canal epitelial de Ca** TRPV6
principalmente, el transporte intracelular por las calbindinas D9k (CBPg) y la extrusion en
la membrana basolateral por la bomba Ca?-ATPasa (PMCA1b) y el intercambiador
Na*/Ca?* (NCX1) (llustracién 10) [62].
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llustracion 10. Transporte transcelular de calcio.

Ingreso de calcio al enterocito

La familia TRP (Transient Receptor Potential) son canales de Ca?* de 6 dominios
transmembrana de los que se conocen seis miembros: TRPV1 (VR1), TRPV2 (VRL-1),
TRPV3, TRPV4 (VRL-2, OTRPC4), TRPV5 (CaT2, ECaC1) y TRPV6 (CaTi1, ECaC2,
CaT-L) [63,67].

TRPV5 y TRPV6 presentan una homologia del 75.6% y comparando con los demas
integrantes de la familia la homologia es menor al 30%. También se diferencian en que
TRPV5 y TRPV6 son transportadores selectivos de Ca®* mientras que los demas son

transportadores no selectivos.

TRPVE

El TRPV6 (CaT1 o ECaC2) es una proteina de aproximadamente 85 kDa de peso
molecular, constituida por 725 aminoacidos en humanos y 727 en ratas y ratones. El gen
se encuentra en el cromosoma 7qg33-35 y contiene un extremo N-terminal citoplasmatico,
6 dominios transmembrana, una regidn extracelular que actuaria como poro entre las
regiones transmembrana 5-6 y un extremo C-terminal citoplasmatico [63].

El glutamato 522 de la estructura que se ubica entre el 5° y 6° dominio transmembrana
parece ser el involucrado en la regulacién del canal para el Ca®* [68]. El aspartato 542
parece estar involucrado en afinidad por el catién e histidina 557 en la fase rapida de
inactivacién del canal. Proximo al extremo C-terminal presenta un sitio de unién a
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calmodulina (CaM), sitio que se ha hallado relacionado a la fase lenta de inactivacion del
canal. También presenta sitios de fosforilacién por PKC que previenen la inactivacion por
CaM.

Se localiza en intestino, rifdn y placenta, principales 6rganos involucrados en el
transporte de Ca?. También se expresa en glandulas exdcrinas como pancreas,
estdbmago, glandula salival y mamaria. Su presencia en tejidos exdcrinos se deberia a
que podrian cumplir un rol en la recaptacién del Ca®** necesario para la secrecion
vesicular. Ademas se ha encontrado sobreexpresion de TRPV6 en canceres de prostata,
mama, tiroides, ovario y colon [69,70].

En intestino y la placenta el TRPV6 es el canal de mayor importancia en el ratén, la rata y
el humano. En el rifidn, sin embargo, TRPV5 es el mayor transportador renal en el ratén y
en la rata, pero en el humano la cantidad de TRPV6 es 10 veces mayor que TRPV5.

Las dietas con alto contenido de Ca** decrecen la expresion de TRPV6, TRPV5 y CBDg.
En ratones knock-out de VDR los niveles de ARNm de TRPV6 se redujeron un 90%, asi
como también disminuyen los niveles de TRPV5 [71].

TRPV6 es inducido por el calcitriol mas que la CBDg en lineas celulares intestinales
Caco-2, precediéndolo por varias horas.

Empleando muestras de mucosa duodenal humana, obtenida por endoscopia se
determiné que tanto el calcitriol como el calcidiol incrementan significativamente el
TRPV6 luego de 6 horas de incubacion [72].

Cuando el Ca?* ingresa por el canal, produce aumento intracelular de Ca?*, el que se une
a proteinas fijadoras de Ca®* como la CaM. La unién a esta ultima determina que se una
a dominios préximos al extremo C-terminal, produciendo la inhibicién del canal. EI Ca**
difunde de CaM a CBDg, liberando la CaM y produciendo asi la inhibicién del canal.

Un reciente trabajo de Kutuzova et al, plantea que la falta del canal TRPV6, considerado
hasta el momento crucial para la entrada del Ca®*, no disminuyé la absorcion intestinal
del cation. Adicionamente, la sobreexpresion del canal inducida por un analogo de la
vitamina D, no produjo incremento de la absorcion intestinal del catién [73]. Si bien estos
resultados demuestran que el canal TRPV6 no seria esencial en el mecanismo de
absorcién intestinal de Ca®* se requieren mas trabajos que apoyen esta hipétesis.

TRPVS

El TRPV5 (CaT2 o ECaC1) es una proteina de 729 aminoacidos en humanos y 723
aminodcidos en ratas y ratones. El gen codificante se ubica en el cromosoma 7g35.
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Contrariamente al TRPV6, predomina en rindn y esta practicamente ausente en intestino,
cerebro, corazon, higado, pulmoén, musculo esquelético, bazo, timo, testiculo y glandula
suprarrenal.

Interviene en la captacion apical de Ca** por células del tdbulo contorneado distal y
segmentos conectores del nefrén donde tiene lugar la reabsorcion activa de Ca®* a través

de la via transcelular.

TRPV5 y TRPV6

Estudios funcionales indican que serian las primeras moléculas diana en la regulacién del
pasaje transepitelial de Ca®* tanto en intestino como en rifdn [64].

El receptor TRPV5 es activado por concentraciones bajas de Ca®* y pH alcalino, mientras
que TRPV6 también es activado por concentraciones bajas de Ca?, pH alcalino y
deplecién de Ca** intracelular [69].

Ambos son permeables a Ba®* y Sr** pero no a Mg®. TRPV5 y TRPV6 pueden ser
bloqueados por cationes tri y divalentes como La*, Gd**, Pb**, Cd** y Cu®*. Son
relativamente insensibles (inhibicion menor al 10-15%) a bloqueadores de los canales
activados por voltaje tipo-L como nifedipina, diltiazem y verapamil [69].

Debido a que altas concentraciones de Ca® son toxicas para la célula existen
mecanismos para evitarlas como la capacidad buffer de la calbindina y la inactivacién de
los canales de entrada.

TRPV6 tiene una fase de inactivacion rapida (50 ms) y otra lenta (1 s). La fase lenta
depende de CaM la cual presenta un sitio de union al receptor en la region C-terminal. Un
sitio protein quinasa C existe en la unién CaM-TRPV6. La fosforilacién de esta protein
quinasa previene la unién de la CaM. TRPV5 muestra soélo la fase lenta de inactivacion.
La necesidad del TRPV6 de tener una fase de inactivacion rapida se debe a su
localizacion intestinal en donde las variaciones de la cantidad de Ca®* son importantes,
mientras que en el rifdn, donde predomina el receptor TRPV5, dichas variaciones son
minimas.

En ratas, las dietas deficientes en Ca®* incrementan la expresiéon del ARNm de TRPV5 y
TRPVG6 tanto en adultos como en jévenes, siendo el efecto menos evidente en adultos. La
vitamina D de la dieta o el aporte exdgeno de calcitriol duplica los niveles de ARNm de
TRPVS5, independientemente del Ca®* dietario o la calcemia [65,74].
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Difusion citosolica del calcio

Las calbindinas (CBP calcium binding protein) son proteinas ligadoras de Ca*
pertenecientes a la superfamilia de la troponina C. Ellas incluyen la calbindina Dy,
calbindina Dogy, calretinina, parvalbdimina, S100. Son las encargadas de la difusion del
Ca** hacia la membrana basal, donde se producira la extrusion del mismo.

Calbindina D,gx (CBP.g): En rata, ratén y seres humanos es una proteina de 261
aminoé&cidos que presenta dominios para la unién de Ca®. En mamiferos se expresa en
rindn, islotes de Langerhans y cerebro.

Calbindina Dok (CBPg): En ratdn, rata y seres humanos tiene 79 aminoacidos y tiene un
peso molecular aproximado de 9 kDa. El gen que lo codifica en seres humanos se halla
ubicado en el cromosoma X. Se expresa en intestino, placenta, utero, rifdn y pancreas,
controlado por calcitriol y hormonas sexuales. Fue posteriormente demostrado que CBPg
se expresa sblo en enterocito diferenciado [75]. CBPg transporta mas del 90% del Ca**
que atraviesa el enterocito, ademas de actuar como buffer de Ca** libre [76].

El transporte transcelular es funcion lineal del contenido de CBPy y el paso limitante
seria el contenido de TRPV6 en la membrana apical del enterocito.

Extrusion del calcio del enterocito

Intercambiador Na*/Ca**

Se conocen varios transportadores: NCX1 (sodium-calcium exchanger) esta ampliamente
distribuido, mientras que NCX2 y NCX3 sélo se encuentran en musculo esquelético y
cerebro. En rifién se ha demostrado que es el principal mecanismo de extrusién de Ca?*
[64].

Bomba de Ca**

La bomba de Ca*, también conocida como PMCAT1b, es una proteina que atraviesa la
membrana basolateral, con dominios citosélicos para la unién de Ca** y CaM. La accién
de la bomba requiere de la fosforilacién de algunos de sus residuos de aminoécidos.
Dado que su expresion en el duodeno es ampliamente superior a la de NCX1 se sugiere

Laboratorio de Biologia Osea y Metabolismo Mineral 30
Facultad de Ciencias Médicas - UNR



INTRODUCCION

que seria el principal mecanismo de extrusion de Ca®* en el enterocito [64], pero no seria

el paso limitante del transporte transcelular.

La expresion de NCX1 y PMCA1b aumenta fundamentalmente por la accién de calcitriol,
previa union al receptor VDR.

3.3.4.3 Transporte vesicular

Si bien parece no haber tenido amplia aceptacion, existen autores que mencionan un
pasaje de Ca®* por un mecanismo vesicular. Experimentos llevados a cabo en intestino
aislado in situ en los que se expuso el lumen a 72 mM de Ca® y luego se realizd
inmunohistoquimica para catepsina B (enzima marcadora de lisosomas), muestran antes
de la exposicién al Ca** un punteado uniforme en todo el enterocito, y 30 minutos luego
de la exposicién una acumulacion de la marca fluorescente en el centro de la vellosidad
intestinal. En experimentos similares con Ca?®* 1 mM y posterior fraccionamiento por
centrifugacion en gradiente de Percoll, se detecté aumento de la radioactividad (**Ca®*)
en vesiculas endociticas y vesiculas con receptor de Ca®* a los 20 minutos. A los 30
minutos la radioactividad se encontr6 en lisosomas. Nemere propone la existencia de dos
entradas, una por transportador y otra por vesiculas endociticas, que finalmente ambas
se fusionan con lisosomas y migran a la membrana basolateral para su extrusion [77].

3.3.5 Factores que aumentan la absorcion de calcio

Fructooligosacaridos: Los fructooligosacaridos, junto con la inulina y prebiéticos
conocidos como fibra activa, actian a nivel del metabolismo mineral disminuyendo el pH
intestinal por la fermentacién coldnica. Mejoran la permeabilidad intestinal y provocan la
vasodilatacion, aumentando la absorcién de agua y sales minerales [78].

Fructanos y glicidos: La fructosa dianhidrido produce aumento de la absorcién de Ca**
[79]. Varios sacaridos no digeribles como la difructosa anhidrido Il (DFAIII) y difructosa
anhidrido IV (DFAIV), fructooligosacérido y maltitol producen aumento del Ca®* citosélico
en enterocitos aislados de rata a los 30 segundos. Se ha demostrado en cultivo de
células Caco-2 el aumento de Ca®* via paracelular y aumento del Ca** citosélico inducido
por DFAIII, DFAIV, fructooligosacaridos y rafinosa [80].

Inulina: La inulina aumenta al doble la absorcién de Ca®* en intestino grueso de rata,
aumentando el pool soluble de Ca* [81].

Fructanos tipo inulina (Inulin-type fructans): es el nombre genérico de polimeros lineales
de fructosa unidos por enlaces B2-1. Son polimeros indigeribles por enzimas digestivas

del intestino delgado. En el colon son transformados por las bacterias en acidos grasos
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de cadena corta con efectos beneficiosos sobre la absorcion de Ca®* [82]. Experimentos
llevados a cabo con células Caco-2 con fenotipo de células intestinales humanas,
demostraron que el 4cido céprico, laurico y linoleico aumentan la absorcién de Ca** por
camino paracelular pero no transcelular [83].

Goma Guar: La administracién de hidrolizados de goma Guar (Guar Gum) ¥ produce en el
colon valores menores de pH y mayor concentracion de acido propiénico y otros acidos
de cadena corta que facilitarian la absorcion de Ca®* en este sector del intestino.
Isoflavonas: Las isoflavonas presentes en leguminosas como la soja, si bien parecen
actuar primariamente evitando la resorcidbn Osea, también ejercerian efectos no
hormonales a otros niveles, probablemente contribuyendo a efectos fisiologicos, tales
como el aumento de la absorcion intestinal del Ca®, a pesar de su alto contenido en
fitatos y oxalatos [84].

Lactosa: La lactosa incrementa la absorcién intestinal de Ca®* [85] independiente de la
vitamina D. Aumenta también la expresién de ARNm de FAi y su actividad.

Péptidos: Estudios con sacos evertidos de intestino delgado distal demostraron que los
fosfopéptidos de la caseina aumentan el transporte pasivo de Ca** [86].

Proteinas: Las proteinas desaminadas de soja a las que se les ha eliminado el fitato
(hexafosfato de inositol que inhibe la absorcién de Ca®) o los productos de hidrélisis de
estas proteinas por enzimas intestinales aumentan la absorcién de Ca** [87].

Prolactina: La prolactina estimula en yeyuno la absorcién de Ca? por mecanismo
paracelular, pero no modifica la integridad de uniones estrechas [88].

Fibras solubles: Fibras solubles en agua provenientes de la soja, altamente fermentables,
aumentan la absorcion de Ca® y la densidad mineral dsea en ratas gastrectomizadas
[89].

3.3.6 Factores que disminuyen la absorcién de calcio

Acido oxdlico: el 4cido oxalico es el inhibidor mas potente de la absorcién del Ca®, ya
que forma con el mismo, oxalato de Ca®* que es un compuesto insoluble [90]. Se
encuentra en altas cantidades en vegetales como acelga, espinaca, remolacha y cacao.

Fitato: El fitato es un inhibidor de la absorcion de Ca*, por la formacién de quelatos
insolubles. Se encuentra presente en los cereales pero, cuando éstos se panifican, el
acido fitico es degradado por la fitasa de las levaduras fermentadoras, reduciéndose el

V Guar gum es extraido de las semillas de la leguminosa Shrub Cyamopsis tetragonoloba donde actia como
reserva de alimento y agua. Es un galactomano que consiste en 3-D-manosa ligada por enlace 1-4 formando
una cadena principal con ramificaciones de la posiciéon 6 unida a a-D-galactosa. Es utilizado como espesante
y estabilizador de alimentos.
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efecto inhibidor [91]. Otros alimentos con alto contenido en fitatos son el cacao en polvo,
las semillas de sésamo y girasol, las frutas secas y legumbres como las lentejas.

Fibra dietaria: La fibra alimentaria tiene la capacidad de secuestrar iones de Ca** en el
medio intestinal. No obstante, dado que éstos pueden ser digeridos a nivel colénico por
las bacterias intestinales, se produce la liberacién del Ca®, cuya absorcién a este nivel
puede ayudar a mantener su balance. En vegetarianos, donde presentan elevada ingesta
de fibra, no se han descripto problemas de deficiencia de Ca** [92)].

Fdsforo: El fosforo es necesario en los periodos de rapido crecimiento 6seo pero debe
estar en proporciones balanceadas con el Ca®*. Las bebidas colas son ricas en fésforo
debido a su contenido en acido fosforico utilizado como acidulante. La ingestién excesiva
de fosfatos a través de estas bebidas, no permitiria alcanzar la masa 6sea pico esperada
[93].

Aluminio: Reduce la captacion y absorcion de Ca®* por afectacién de la membrana
posiblemente por estrés oxidativo, ya que el efecto se reduce en presencia de glutation
[94].

Fluoruro: Se hallé que la exposicion a fluoruro en agua de bebida 50 ppm produce
disminucién de la expresién de ARNm para CBP y VDR en duodeno de ratas [95]. Sin
embargo, esta concentracion supera ampliamente a los niveles normales (1-2 ppm).
Cadmio: El cadmio disminuye la absorcion de Ca®* a nivel intestinal y disminuye la
densidad mineral 6sea [96].

Vitamina K: Una Unica dosis de menadiona en pollos disminuyé la absorcién de Ca®*
lumen-sangre en 30 minutos. También se detect6 disminucion de la actividad de FAi y
PMCA1b lo cual se atribuyé a estrés oxidativo ya que el agregado de glutation revirtié el
fenémeno [97].

Fitoestrogenos: Los fitoestrégenos (genisteina y daidzeina) disminuyeron la absorcién
transcelular de Ca** en cultivos de células Caco-2 en presencia de estrégenos, no
afectandolo en ausencia de estrégenos [98].

Estrégenos: La deficiencia de estrogenos conduce a un balance negativo de Ca* y
pérdida ésea en mujeres postmenopausicas. La administraciéon de 17-B-estradiol en ratas
ovariectomizadas a dosis farmacoldgicas produjo aumento de la expresion de ARNm de
NCX1, CBP.g, PMCA1b y TRPV5. El efecto de estrogenos seria mediado por vitamina D
[99].

3.3.7 Calcio fecal endégeno

La presencia de Ca®** en la luz intestinal proveniente de secreciones de glandulas o
células contribuye al Ca®** fecal enddgeno. Esta excresion de Ca®* correlaciona en
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humanos positivamente con el tamafo corporal y la cantidad de fosforo en la dieta y
negativamente con el contenido de proteinas de la carne presente en la dieta [100].

Por todo lo expresado anteriormente se plantean los siguientes interrogantes:

1. ¢;Como interacciona el calcio con la fosfatasa alcalina intestinal?

2. ¢;Qué efecto tiene el calcio sobre la actividad y estructura de la fosfatasa alcalina
intestinal?

3. ¢Estos efectos son dependientes de la concentracion de calcio en la luz
intestinal?

4. ¢ Tiene efecto el calcio luminal sobre su propio transporte?

De esta manera la fosfatasa alcalina intestinal queda relacionada a la absorcién de
nutrientes de impacto directo en entidades clinicas de importancia. La terapéutica con
comprimidos diarios de calcio es comun en prevencion y tratamiento de enfermedades
como la osteoporosis. Los conocimientos que devengan de las investigaciones de esta
tesis contribuiran a un mejor conocimiento de los mecanismos involucrados en la entrada
en el enterocito, lo cual repercutird en un mejor aprovechamiento de la medicacion y los

alimentos con alto contenido de calcio.
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4

OBJETIVOS

4.1

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la interaccién entre el catiéon calcio y la fosfatasa alcalina intestinal y el efecto

que la misma tiene sobre el proceso de absorcion del cation.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar fosfatasa alcalina intestinal de la rata.

2. Producir un anticuerpo anti-fosfatasa alcalina intestinal de rata.

3. Estudiar la interaccién calcio-fosfatasa alcalina intestinal de rata y calcular los
parametros que caracterizan a dicha interaccion.

4. Estudiar el efecto de diferentes concentraciones de calcio sobre la actividad
enzimatica de la fosfatasa alcalina intestinal de rata.

5. Estudiar cambios estructurales de la fosfatasa alcalina intestinal de rata
producidos por la interaccion calcio-fosfatasa alcalina.

6. Investigar el efecto de diferentes concentraciones de calcio luminal sobre la
actividad de la fosfatasa alcalina intestinal in vivo.

7. Determinar variaciones del pH de la luz intestinal ante diferentes concentraciones
de calcio.

8. Correlacionar las posibles modificaciones de la actividad enzimatica con las
posibles modificaciones del pH luminal y la absorcién de calcio.

9. Evaluar el transporte de calcio en presencia de un inhibidor de la fosfatasa
alcalina intestinal.
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5 MATERIALES Y METODOS

Para la simplicidad y mejor entendimiento de los materiales y métodos utilizados se
describen en primer término los experimentos realizados y luego en detalle las técnicas

involucradas en cada caso.

5.1 ANIMALES

Los animales empleados fueron ratas hembras endocriadas de la linea IIM/Fm sublinea
“m” [101] de 180-220 g de peso corporal, provistas por el Bioterio Central de la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario. Las mismas fueron
alimentadas con dieta balanceada para roedores (Gepsa, Buenos Aires, Argentina) y
agua ad libitum. Para el manejo de los mismos se siguieron las guias de NIH (National
Institute of Health, USA) y CCAC (Canadian Council on Animal Care guidelines, Canada)
[102,103,104].

5.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE FIJACION DE CALCIO A LA FAI
Doscientos microlitros de soluciéon de FAi purificada (Ver 5.7) se incubaron durante 10

minutos a temperatura ambiente con soluciones de Ca?* (0-100 mM) ' en presencia de
740 kBq de *°Ca®* (New England Nuclear, Research products, Boston, MA, USA). En 10ul
de la solucién se determiné la radiactividad total de la solucién utilizando un contador de
centelleo liquido Beckman LS 100C como se describe en 5.21. Cien microlitros de las
soluciones se ultrafiliraron a 4500 rpm y 4 °C utilizando membranas de ultrafiltracion
Ultrafree-MC Millipore de 30-kDa de corte (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Se
determinaron las cuentas por minuto (cpm) en el ultrafilirado. Con los valores de cuentas
totales y las del ultrafiltrado, se calcularon las concentraciones de Ca** libre y fijado. Con
dichos datos, se calculé “r’ = mol de Ca** fijado / mol de FAi y “r/c’ donde “c” es la
concentracion de Ca** libre. El analisis de la regresion lineal de “r/c” en funcién de “r’
permiti6 determinar el nimero de sitios de fijacion (n) y la constante de afinidad (K)
siguiendo el modelo de Scatchard [105].

V! El rango de concentraciones estudiadas fueron seleccionas tomando como modelo el trabajo de Bronner, J
Cel Biochem 2003 [62] y en funcién de la ingesta de calcio de las ratas como se detalla a continuacion.
Considerando que un rata adulta ingiere 21 gramos de alimento (dieta normocélcica entre 0.9-1.2 g%) y bebe
24 ml de agua y suponiendo ingesta de agua y alimento y disolucién simultanea, podria esperarse una
concentracion de calcio maxima entre 193-258 mM. Si bien estos valores son mayores a los estudiados
debemos tener en cuenta que los célculos son una sobreestimacién debido a que no se consideraron las
secreciones y el proceso absortivo.
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5.3 DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE INHIBICION DE FAi POR EL Ca*
Se investigé el tiempo necesario para que el Ca®* produzca el efecto inhibitorio sobre la

FAi. Muestras conteniendo FAi purificada fueron incubadas con Ca®** 50 mM a 20 °C.
Inmediatamente a la adicién del Ca®* y cada 20 segundos de intervalo, se tomaron 10 ul y
se mezclaron con p-nitrofenilfosfato (pNFF) determinandose la actividad de la enzima
como se detalla en 5.11.1. El valor de la actividad decrecio durante los primeros minutos
obteniéndose un valor estable luego de 3-4 minutos de incubacion. En los sucesivos
experimentos se incubé el Ca®con la FAi durante 5 minutos.

5.4 ESTUDIO DE AGREGABILIDAD DE FAi EN PRESENCIA DE Ca**

5.4.1 Por electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de “*Ca**

Para evaluar el efecto de agregabilidad del Ca?** 50 mM sobre la FAi se realizaron
electroforesis en presencia de *°Ca®* (n=4). Finalizada la electroforesis el gel fue lavado
para eliminar el *Ca®* no ligado a la FAi. Se determiné actividad de FAi como se detalla en
5.11.2 para detectar la zona correspondiente a la FAi activa. Las demés calles fueron
cortadas y se extrajeron las bandas adyacentes a la FAi revelada (*, llustracion 11) y la
parte superior de cada una de ellas (**, llustraciébn 11) correspondientes a sectores de
corrida de proteinas de mayor peso molecular. Cada porcién se disgregé y se disolvio en la
solucion de centelleo. Se determiné la radiactividad de cada muestra, medida en cuentas
por minuto (cpm), utilizando un contador de centelleo liquido Beckman LS 100C como se
describe en 5.21. La radioactividad de cada banda fue expresada como porcentaje de la
radiactividad total en la calle.

FAi detectada por

| * | | * | | * | | * |'— precipitacion de

fosfato cobaltoso

llustracion 11. Esquema de determinacion de la radiactividad
en geles de electroforesis de poliacrilamida.
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5.4.2 Por polarizacion de la fluorescencia

Se determiné la asociacién molecular de la FAi en presencia de Ca®* utilizando técnica de
polarizacién de la fluorescencia [106]. Para ello se incubé FAi purificada con
concentraciones crecientes de Ca2+ entre 0 y 100 mM. Los triptéfanos de la proteina
fueron excitados con una radiaciéon de longitud de onda de 295 nm y se determiné la
fluorescencia a 350 nm a temperatura ambiente en un espectrofluorometro Beckman DU-
640 (Fullerton, CA, USA). Con los resultados de fluorescencia obtenidos se calcularon

parametros indicadores de la asociacién molecular.

5.4.3 Por cromatografia de exclusion molecular

Se realizd cromatografia de exclusién molecular en Sephadex® G200 como se describe
en 5.9 de 20 ul de FAi en ausencia (n=4) o presencia (n=4) de Ca®** 50 mM. Se
recolectaron fracciones de 0.75 ml y se determiné el volumen de eluciéon de la FAi a
través de la medida de absorbancia a 280 nm, actividad de FAi (Ver 5.11.1) y cantidad de
FAi por dot blot (Ver 5.12.1) en las diferentes fracciones. Esta técnica no permitio
caracterizar el peso molecular de las fracciones de FAi debido a la falta de patrones
adecuados, por lo que se realizd Western blot.

5.4.4 Por electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot

Se realizé electroforesis en geles de poliacrilamida (5%) (Ver 5.13) de muestras
conteniendo 4 ug de FAi purificada en ausencia (n=8) y presencia de Ca** 50 mM (n=8)
para determinar el efecto del cation a concentracion inhibitoria sobre el peso molecular de
la enzima. Posteriormente se realizé transferencia a membrana de nitrocelulosa y
Western blot para determinar cantidad (Ver 5.15) y actividad de FAi (Ver 5.11.3).

5.4.5 Por electroforesis bidimensional

Se realiz6 isoelectroenfoque de muestras conteniendo 4 ug de FAi purificada en ausencia
(n=8) y presencia de Ca** 50 mM (n=8) para determinar el efecto sobre el punto
isoeléctrico (pl) y el peso molecular del Ca** a concentracién inhibitoria. Posteriormente 4
calles fueron empleadas para determinar el pl de la FAi por Western blot (Ver 5.15),
mientras las 4 calles restantes fueron sometidas a la segunda dimensién como se
describe a continuacion.

Luego del isoelectroenfoque, 4 calles de FAi pretratadas con Ca?* 0 mM (n=4) y otras 4
incubadas por 5 minutos con Ca® 50 mM (n=4) fueron sometidas a electroforesis en
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geles de poliacrilamida (5%) en direccién perpendicular a la corrida de la primera
dimension. Luego de la electroforesis, se realizd6 Western blot como se describe en 5.15.

5.5 ESTUDIO DE LA AGREGACION Y REVERSIBILIDAD DE LA UNION Ca**-FAi
Con el fin de estudiar la reversibilidad del efecto inhibitorio del Ca®** sobre la FAi se evaltio

el efecto del etilenglicol-bis(2-aminoetileter)N,N,N",N"-acido tetraacético (EGTA, Sigma
Co, St Louis, MO, USA) antes y después de su exposicion al Ca*".

5.5.1 Tratamiento de la FAi con EGTA después de la exposicién al Ca*

Muestras de FAi purificada fueron expuestas a Ca** 50 mM (n=4) durante 5 minutos para
producir inhibicién y agregaciéon molecular. Posteriormente la mezcla fue incubada con
concentraciones crecientes de EGTA 0-50 mM para eliminar el Ca®* de la solucién
(constante de disociacion del quelato Ca?*-EGTA: 1x10™"" M). La concentracién final de
EGTA aseguraba una concentracidn iénica de Ca®* menor a 7x10* mM, sin producir
modificaciones de la concentracion de magnesio (Mg®*) (constante de disociacién del
quelato Mg#*-EGTA: 6.3x10° M) [107] (Ver Apéndice 7.2). Se obtuvieron muestras antes
y después del tratamiento con Ca*, y luego de las sucesivas adiciones de EGTA para
determinar la actividad de FAi (Ver 5.11.1). Se realiz6 Western blot (Ver 5.15) de las
soluciones obtenidas antes y después del tratamiento con Ca®** y después de la adicion
de EGTA 50 mM.

5.5.2 Tratamiento de la FAi con EGTA antes de la exposicién al Ca*

El objetivo de este experimento fue verificar si el EGTA afectaba per se la actividad de la
FAi o por quelacion del Mg®* y/o Zn?*.

Muestras de FAi purificada fueron tratadas con EGTA 50 mM (n=4) durante 5 minutos. En
esta situacion, no se agregdé Ca** a la solucién por lo que el EGTA podria actuar como
quelante de Mg®* o Zn**. En funcién de las constantes de afinidad del EGTA por el Mg®* y
el Zn** las concentraciones teéricas de los iones fueron 1.29x107 M y 1x10™" M,
respectivamente (Ver Apéndice 7.2).

Posteriormente la solucién fue tratada con concentraciones de Ca** crecientes hasta
obtener una concentracién final de Ca®* i6nico de 50 mM en cuya condicién la
concentracién de Mg?* alcanza un valor aproximado de 1 mM.

Antes y después del tratamiento con EGTA y en todas las muestras hasta alcanzar una
concentracion de Ca** libre de 50 mM se determiné la actividad de la FAi (Ver 5.11.1).
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5.6 [ESTUDIO DE LA INTERACCION CALCIO-FAI IN VIVO Y SU RELACION CON LA
ABSORCION DE CALCIO

5.6.1 Por intestino aislado in situ

El intestino aislado in situ (Ver 5.16) de cada rata del grupo control (n=6) se llené con 2 ml
de una solucién Tris 25 mM, MgCl, 1mM, glucosa 160 mM, pH 7.5 y cada rata de los grupos
tratados (n=6 por grupo) recibié 2 ml de la misma solucién mas el agregado de CaCl, en
concentraciones 1, 10, 50 y 100 mM. Se seleccionaron dichas concentraciones en funcion
de su efecto sobre la FAi in vitro. Las concentraciones de 1 y 10 mM resultaron ser
estimulatorias de la enzima, mientras que las concentraciones de 50 y 100 mM produjeron
inhibicién de la misma.

De cada rata se extrajeron muestras de 50 pl del contenido de la luz intestinal, al inicio del
experimento, a los 10 y 20 minutos de haber colocado la solucion.

Al finalizar el experimento se extrajeron las porciones del duodeno y se procesaron segin
5.22 para luego determinar la actividad y expresion de la FAi por técnicas histoquimicas (Ver
5.23) e inmunohistoquimica (Ver 5.24), respectivamente.

A pesar que los experimentos in vivo fueron realizados con soluciones conteniendo
diferentes concentraciones de Ca®*, la concentracion en la proximidad de la membrana
podria no ser exactamente la misma que la concentracion en el seno de la solucién por
efecto del proceso de absorcién. Por lo tanto, con la finalidad de conocer el efecto del
Ca** sobre la actividad de la FAi se llevaron a cabo determinaciones de actividad
enzimatica posteriores a la incubacion de preparados histologicos de duodeno con
diferentes concentraciones de Ca?. Después de la desparafinacién, los preparados
histolégicos de duodeno de ratas controles, se expusieron a una solucién conteniendo
Tris 25 mM, MgCl, 1mM, glucosa 160 mM, pH 7.5 y EGTA 50 mM. La finalidad del EGTA
fue eliminar el posible Ca®* preexistente de los preparados histolégicos. Se procedié al
lavado para eliminar todo el EGTA de la muestra y se incubd con concentraciones de
Ca** conocidas (0, 1, 10, 50 y 100 mM). La actividad de FAi fue determinada por
histoquimica (Ver 5.23).
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5.6.2 Por sacos duodenales evertidos

Por medio de la técnica de sacos duodenales evertidos (Ver 5.17) las mucosas intestinales
fueron expuestas a una solucién Tris ImM ¥, MgCl, 1mM, glucosa 160 mM, Ca** 1, 10, 50 o
100 mM, pH 9y la serosa a la misma solucién pero sin Ca®* (n=4), con agitacién constante y
temperatura de 37 °C. Se tomaron muestras de la solucién de incubacion, en contacto con
mucosa a tiempo inicial, 10 y 20 minutos y de la soluciéon de llenado de los sacos en
contacto con la serosa al finalizar el experimento (20 minutos) para determinar cantidad (Ver
5.15) de FAi liberada en el compartimiento luminal y seroso. Asimismo se tomaron muestras
en medio acido para inhibir la accién FAi y determinar fosfato (Ver 5.20).

El porcentaje de Ca®* absorbido se determind en muestras de la solucién mucosa en funcion
del descenso del Ca®* luminal empleando una técnica espectrofométricamente (Ver 5.18).

El pH se determiné en la solucidon mucosa cada 1 minuto a lo largo de todo el experimento
empleando un pHmetro HANNA HI 9017 (Ver 5.19).

Experimentos de sacos duodenales evertidos también fueron llevado a cabo en presencia
de L-fenilalanina, inhibidor de la FAi donde se determiné la variacién del pH (Ver 5.19) y el
porcentaje de absorcién de Ca®* (Ver 5.18).

Previo a la realizacién de los experimentos de sacos duodenales evertidos mencionados se
realizaron ensayos preliminares (Ver Apéndice 7.3) a fin de establecer si la FAi era la
responsable de las modificaciones del pH en presencia de diferentes concentraciones de
Ca* luminal.
Para ello se llevaron a cabo los siguientes ensayos in vitro con FAi purificada:

e Determinacién del pH empleando diferentes cantidades de FAi purificada.

e Determinacién del pH empleando diferentes sustratos de FAi (B-glicerofosfato y

pNFF).

e Determinacion del pH ante la presencia de L-fenilalanina, inhibidor de FA.i.

Como comprobacién final de que la FAi era la responsable de los cambios de pH se
realizaron pruebas con sacos evertidos duodenales en presencia de L-fenilalanina.

'a baja concentracién de Tris utilizada, diferente a la empleada en los experimentos de intestino aislado in
situ, se debid a que se pretendid tener una baja capacidad buffer en la solucién para una mejor observacion
de las variaciones de pH.

Laboratorio de Biologia Osea y Metabolismo Mineral 41
Facultad de Ciencias Médicas - UNR



MATERIALES Y METODOS

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS TECNICAS UTILIZADAS

5.7 PURIFICACION DE FOSFATASA ALCALINA INTESTINAL
Debido a que no existia en el mercado FAi de rata, se procedié a su purificacion. Para

ello se utilizé un método que basicamente emplea extraccion de lipidos con n-butanol,
cromatografia de exclusién molecular y cromatografia de intercambio idnico [108,109]. La
purificacion consta de los siguientes pasos:

e Diseccion del intestino delgado de la rata luego de la eutanasia.

e Corte longitudinal del intestino y raspado de la mucosa contra el borde de un
portaobjeto.

e Preparaciéon de una suspension de mucosa al 30% P/V en buffer Trisl 20 mM, MgCl, 1
mM, pH 8.2, utilizando un homogeinizador (Ultraturrax, Ika-werk Janke&Kunkel, D7813
Staufen, Germany) a 20000 rpm a 4 °C.

e Extraccion de lipidos por tratamiento de la suspension con igual volumen de n-
butanol. Luego de una hora de agitacion a 4 °C, este proceso libera la enzima de su
unién a la membrana.

e Centrifugaciéon a 10000 rpm (15000 g) 30 minutos a 4 °C (centrifuga refrigerada Z-
323-K-Hermle Labortechnik GmBh. Wehingen.F.R, Germany). Esto permite obtener tres
fracciones: una fase superior butanoélica que contiene los lipidos, una fase intermedia de
fracciones insolubles y una fase inferior acuosa donde se concentra la actividad de FA..

¢ Precipitaciéon de las proteinas de la fase acuosa con igual volumen de acetona -20 °C.
e Centrifugacion a 6000 rpm 15 minutos a 4 °C. Disolucién del precipitado obtenido en
buffer Tris 20 mM, MgCl, 1 mM, pH 8.2. Esto permite obtener las proteinas en el pellet.

e Aprovechando la propiedad de la FAi de no ser degradada por la tripsina [17], se
incubd la solucién obtenida en el paso anterior con 5 mg de tripsina durante 10 horas a
temperatura ambiente. Las proteinas contaminantes son degradadas a péptidos de
menor peso molecular, que seran eliminados en el paso siguiente.

e Cromatrografia sobre Sephadex® G200 (Sephadex® - Pharmacia Fine Chemical -
Uppsala Sweden) (Ver 5.9). Se determiné la actividad de FAi como se detallaen 5.11.1y
las fracciones con alta actividad de FAi se juntaron y se precipitaron con acetona a -20
C. El precipitado se redisolvié en buffer Tris 20 mM, MgCl, 1 mM, pH 8.2.

¢ La solucién del paso anterior se cromatografié utilizando DEAE celulosa (Sigma Co,
St Louis, MO, USA), con buffer Tris 20 mM, MgCl, 1 mM, pH 8.2 con un gradiente de
NaCl de 0 a 0.3 M. Se juntaron las fracciones que presentaron actividad de FAi y se
precipitaron con acetona a -20 °C. Se centrifugé a 10000 rpm a -10 °C y el precipitado se
redisolvié en el buffer Tris 20 mM, MgCl, 1 mM, pH 8.2.
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Se determiné la actividad de la enzima (Ver 5.11.1) y concentraciéon de proteinas (Ver
5.8) en las muestras obtenidas en los diferentes pasos. Con estos valores se calculé la
actividad especifica (actividad de FAi/concentracién de proteinas). Con los valores de
actividad especifica se calculé el factor de purificacion (FP) en cada etapa de la
purificacion (FP = actividad especifica en un dado paso de purificacion *100 / actividad
especifica inicial).

e La solucién resultante con una concentraciéon entre 0.2-0.4 mg/ml se fracciond y se
guardé a -20 °C.

e En el momento del inicio de esta tesis tampoco existia en forma comercial anticuerpos
anti-FAi de rata por lo que una etapa final de purificacién por electroforesis en geles de
poliacrilamida fue utilizada para obtener FAi de alta pureza para la produccion de
anticuerpos anti-FAi. Para la deteccion de la banda de migraciéon de FAi en los geles de
poliacrilamida se desarrollé una técnica para su deteccién como se detalla en 5.11.2.

5.8 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
Se empled el método de Bradford. Este método se basa en la reaccion del colorante

Coomasie Brillante Blue con las proteinas. Como testigo se utilizé albumina sérica bovina
(BSA). Sensibilidad de la técnica 1-10 ug [110,111].

59 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR
Se utilizé una columna de 40 cm de largo y 0.5 cm de radio interno rellena con

Sephadex® G200 (Pharmacia Fine Chemical - Uppsala Sweden). La cromatografia se
realizé con buffer Tris 20 mM, MgCl, 1 mM, pH 8.2, utilizando una bomba peristaltica P1
(Pharmacia Biotech - Uppsala Sweden) y un flujo de 0.1 ml/min a 4 °C. A la salida de la
columna se conectdé un sensor ultravioleta Optical Unit UV-1 (Pharmacia Biothec -
Uppsala Sweden). La determinacion de absorbancia a 280 nm fue registrada con un
registrador VOM 5E (Bausch & Lomb. USA). El eluido de la columna se recogié con un
colector ISCO 270 (Instrumentation Specialities Company Inc, Lincoln, Nebr. USA) en
fracciones acordes a las necesidades experimentales.

La columna se calibré utilizando como patrones de peso molecular inhibidor de tripsina
(23 kDa), albumina sérica bovina (60 kDa), gama-globulina humana (150 kDa). Por falta
de patrones de peso molecular adecuados, esta técnica no fue utilizada para el célculo de
peso molecular pero si para observar cambios en esta variable.
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5.10 PRODUCCION DE ANTICUERPOS ANTI FOSFATASA ALCALINA INTESTINAL
DE RATA

La produccién de anticuerpos anti-FAi se realiz6 por inoculacién de la enzima purificada (Ver

5.7) a cobayos hembras adultos. Se extrajo por puncién cardiaca una muestra de sangre
basal antes de realizar la primera inoculacién (M1), manteniendo al animal con anestesia
inhalatoria con éter sulfurico. Se separ6 el suero de las muestras obtenidas y se almacen6 a
-20 °C.

La muestra a inocular a los cobayos se obtuvo luego de la realizacion de electroforesis en
gel de poliacrilamida de FAi purificada de rata. Una de las calles fue revelada como se
menciona en 5.11.2 para determinar la zona de migracion de la proteina. Las zonas
adyacentes de las demas calles fueron cortadas, disgregadas con un potter y disueltas en
buffer fosfato salino (PBS) V"'.

Cien microlitros de esta solucién obtenida conteniendo 0.06 mg de FAi se emulsionaron con
0.5 ml de adyuvante completo de Freund (ACF) y se inyectaron en forma subcutanea e
intramuscular en diferentes sitios a 2 cobayos adultos hembras. A los 15 dias, se extrajo una
muestra de sangre (M2) para corroborar la aparicién de anticuerpos anti-FAi como
consecuencia de la respuesta inmune. Luego de 30 dias se realiz6 una nueva inoculacion
de 100 pl de FAi purificada emulsionada con 1 ml de adyuvante incompleto de Freund (AIF).
A los 15 dias se extrajo sangre nuevamente (M3). Se repitieron 2 reinoculaciones de FAi

con AlF y se obtuvieron nuevas muestras (M4 y M5) [112].

Dia 0 Dia15 Dia 30 Dia 45
Obtencion muestra basal (M1)  Obtencion de muestra de Nueva inoculacion de FAi Nueva extraccion de sangre
Inoculacion de la emulsion de  sangre para corroborar la purificada emulsionada con AIF para corroborar el aumento

FAi purificada con ACF aparicion de anticuerpos del titulo de anticuerpos
(M2). (M3).

l |

Repeticion de reinoculaciones para lograr un
mayor titulo de anticuerpos (M4 y M5)

llustracion 12. Esquema del proceso de produccién de anticuerpos anti-FAi.

El incremento en la produccién de anticuerpos se observé empleando la técnica de
inmunodifusion en agar al 1.5% en buffer PBS segun la técnica de Outcherlony [113]. Se

colocaron 2 ml de agar fundido sobre un portaobjeto ubicado sobre una superficie

VI PBS: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, KHzPO4 5.7 mM, pH 7.4.
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horizontal. Se realizaron pocillos de 2 mm de diametro separados 0.5 mm entre si. En el
pocillo central se colocé 5 ul de FAi purificada y en los pocillos ubicados a 5 mm del
pocillo central se colocd 5 ul de cada uno de los sueros obtenidos en los sucesivos pasos
de inmunizacién (M1, M2, M3, M4, M5). El gel se mantuvo en camara humeda por 48
horas, a 4 °C. Pasado este tiempo se observo la aparicién de arcos de precipitacion. La
formacion de arcos de precipitacion, de tamafno creciente, demostré la presencia de

anticuerpos anti-FAi en las sucesivas muestras.

5.11 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA

Para la determinacién de la actividad enzimatica se emplearon diferentes técnicas en

funcion del sitio de localizacién de la enzima.

5.11.1 En solucion

La determinacion de la actividad de la FAi se realizé utilizando p-nitrofenilfosfato (pNFF)
como sustrato a pH 9.8 en buffer dietanolamina (DEA) 1M, (kit comercial, Wiener Lab,
Rosario, Argentina). Esta solucion se incub6 con alicuotas de las muestras conteniendo
FAi y se determiné el cambio de absorbancia a 405 nm durante 1 minuto en un
espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 11. Los datos obtenidos se analizaron con el
software PECSS (Perkin Elmer Computarized Sprectroscopy Software. Perkin Elmer
Corporation Norwalk, CT. USA). Para la determinacién de la actividad se utiliz6 el
coeficiente de extincién (E) del p-nitrofenilfosfato (pNFF) determinado para nuestras
condiciones de trabajo (279 unidades Abs.litro/cm.umol pNFF) (Ver Apéndice 7.1). La
actividad de la enzima se calcul6 utilizando la férmula Actividad = Absorbancia/E.b, donde
b = 1 cm. Los resultados se expresaron en umol o pmol pNFF hidrolizado seg”.L™
dependiendo del valor obtenido. EI método presentd un coeficiente de variacion
intraensayo entre 1.6 y 3.1% para el rango de actividades calculado.

5.11.2 En geles de poliacrilamida

La técnica empleada se basa en que la FAi hidroliza B-glicerofosfato liberando fosfato y
en presencia de nitrato cobaltoso genera un precipitado de color violaceo de fosfato
cobaltoso [Cos(PO,).]. Basicamente, luego de la electroforesis, se realiza un lavado del
gel 3 veces con agua destilada (10 minutos cada vez), incubacién del gel con B-
glicerofosfato de sodio 1M (pH 8.2) y nitrato cobaltoso 1M (proporcién 1:1) hasta la

observacién de las bandas de precipitacion del fosfato cobaltoso. Finalmente se lava con
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agua hasta eliminar el nitrato cobaltoso sin reaccionar, se procede al secado del gel,
digitalizacion de la imagen y posterior analisis utilizando un software especifico.

Sobre la imagen digital se determiné el area (A) de las bandas del precipitado de fosfato
cobaltoso y la intensidad (I) de las mismas con lo que se obtuvo el producto AxI.

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida con diferentes cantidades de FAi
(0, 0.3, 0.6, 1.2, 2.4 ug). Se reveld con la técnica mencionada y se hallé una correlacién
altamente significativa entre Axl y ug FAi sembrada (r = 0.953, p<0.01).

Se determiné el coeficiente de variacion intraensayo. A tal fin se realizé electroforesis en
geles de poliacrilamida donde se sembré 0.6 ug de FAi de rata purificada en 7 calles. Se
calcul6 Axl de cada banda y se determiné media, desvio standard y coeficiente de
variaciéon intraensayo (CV 2.6%). Para la determinacién del coeficiente de variacion
interensayo se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida en 5 dias diferentes. En
cada dia se sembraron 0.6 pg de la misma solucion de FAi purificada. Se determind Axly

se calculé media, desvio standard y coeficiente de variacion interensayo (CV 11.3%).

5.11.3 En membrana de nitrocelulosa

Para detectar la actividad de FAi en membranas de nitrocelulosa se empleé el 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP) en buffer Tris 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM (APSB),
pH 9.5 [15]. Luego de la electroforesis y transferencia se lavaron las membranas con PBS
y se incubaron durante 30 minutos en una solucion conteniendo BCIP. Los sectores con
FAi se revelaron por la aparicién de un croméforo color indigo producido por la accién de

la enzima sobre el sustrato.

5.11.4 Sobre preparados histolégicos en la membrana del enterocito

La actividad de la FAi sobre preparados histologicos se determiné a través de la técnica
histoquimica empleando como sustrato el BCIP en buffer APSB durante 30 minutos a pH
9.5 [15] como se describe en 5.23.

5.12 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION FOSFATASA ALCALINA
Para la determinacién de la cantidad de FAi en una muestra se emplearon diferentes

técnicas:
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5.12.1 Dot blot

Muestras de FAi (0.5 pl) fueron sembradas sobre una membrana de nitrocelulosa
(Hybond TM-C extra, Amersham Life Science, Arlington Heights, IL, USA) [114]. Luego
del lavado con PBS pH 7.4 se incub6 la membrana 12 horas con leche descrema en
polvo 5% P/V y Tween 0.1% V/V. Posteriormente a un nuevo lavado con PBS se incubd
la membrana con suero de cobayo conteniendo anticuerpos anti-FAi en dilucién 1/100
durante 1 hora a temperatura ambiente. Para eliminar los anticuerpos no ligados se
procedio a un nuevo lavado con PBS. Luego se incubd con anticuerpos secundarios (anti-
IgG de cobayo, origen conejo conjugado con peroxidasa, Sigma, St Louis, MO, USA) en
dilucién 1/10000 durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron lavadas
con PBS y reveladas con 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) a pH 5 y peréxido de hidrégeno.
Se obtuvieron imagenes digitales y se determin6 la densidad éptica integrada (IOD) con
el software GelPro Analyzer 3.0.

Cantidades conocidas de FAi (0.0025-0.025 pg/ul) fueron procesadas de la misma
manera como muestras patrones. Las concentraciones fueron calculadas a partir de los
parametros de la regresion de las muestras patrones ya que la 10D siguié una funcion
lineal a la concentracién de FAi en las concentraciones estudiadas (IOD = 17450 x [FAi], r
= 0.926, p<0.0001). El método presentd un coeficiente de variacién intraensayo de 6% a
0.025 pg/ul y 37% a 0.0025 pg/ul.

5.12.2 Western blot

La concentracién de la FAi luego de electroforesis o isoelectroenfoque se realizo luego de
Western blot (Ver 5.15) sobre imagenes digitales de la membrana de nitrocelulosa.

5.12.3 Inmunohistoquimica

La cantidad de la FAi sobre imagenes digitales de los preparados histolégicos se
determind a través de la técnica inmunohistoquimica empleando como sustrato 3-amino-
9-etilcarbazole (AEC) [115] o 3,3'-diaminobenzidina (DAB) [116] como se describe en
5.24.

5.13 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

Las muestras a ser utilizadas en PAGE, se disolvieron en un buffer especial para
electroforesis (Tris 1.52% P/V, glicerol 20% V/V, dodecilsulfato sédico [SDS] 2% P/V, 2-
mercaptoetanol 2% V/V, azul bromofenol 0.001% P/V, pH 6.8). Es habitual la realizacion

de PAGE en condiciones desnaturalizantes, por lo cual la muestra con el buffer descripto
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se calienta a 100 °C [117]. Dado que en varias oportunidades se realizd la determinacion
de la actividad de la FAi, se evitd el calentamiento a dicha temperatura.

Se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida al 5% [111]. El porcentaje de
acrilamida y el pH de los geles se seleccionaron en funciéon del peso molecular de la
fosfatasa alcalina: 18045 kDa y su pl: 4.5. El gel utilizado esta compuesto por un gel de
resoluciéon de pH 8.8 y un gel stacking de pH 6.8. La electroforesis se realizé con el
mismo buffer en los compartimientos anddicos y catédicos (Tris 1.51% P/V, glicina 7.2%
P/V, SDS 0.5% P/V, pH 8.3).

La electroforesis se llevd a cabo con una fuente EPS 3500 (Pharmacia Biothec - Uppsala
Sweden). La intensidad corriente utilizada fue de 10 mA durante el tiempo que las
muestras migraron en el gel de stacking y de 5 mA por el tiempo que las muestras
corrieron por el gel de resolucién. Durante la electroforesis el voltaje se mantuvo variable
de manera de ajustar la intensidad de corriente a los valores indicados.

En el caso de realizar tincién con Coomasie Brillant Blue para la deteccién de proteinas,
la fijacion se realiz6 con solucion metanol 50% V/V, acido acético glacial 10% P/V, agua
40% V/V durante 2 horas. Posteriormente el gel se incubé con Coomasie Brillant Blue
como solucion colorante (metanol 50% V/V, Coomasie Brillant Blue R 0.05% V/V, &cido
acético 10% V/V, agua 40% V/V) durante 12 horas. Luego de este tratamiento el gel se
decoloré con una solucién metanol 5% V/V, acido acético 7% V/V, agua 88% V/V.

En las calles en que se determiné actividad de FAi se procedié como se detalla en 5.11.2
y en las que se determin6é radioactividad se procedié de acuerdo a lo mencionado en
5.21.

Como patrones de peso molecular se utilizaron: apoferritina (443 kDa), fibrindgeno (341
kDa), gama globulina equina (158 kDa), albumina sérica bovina dimero (132 kDa) y
monomero (66 kDa) (Sigma Co, St. Louis, MO, USA).

5.14 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL
La misma se llev6 a cabo de acuerdo al protocolo descripto por O’'Farrell [118].

5.14.1 Primera Dimension: Isoelectroenfoque

Las muestras a ser utilizadas en isoelectroenfoque (IEF), fueron disueltas en un buffer
especial para electroforesis: Tris 1.52% P/V, glicerol 20% V/V, 2-mercaptoetanol 20% V/V,
azul bromofenol 0.001% P/V, pH 6.8).

Se realiz6 isolectroenfoque en geles de poliacrilamida (5%) con gradiente de pH 3.5-9.5
(Ampholine PAGplate, Pharmacia Biotech, Uppsala Sweden) con una corriente de 0.33
mA/cm de ancho de gel, siendo la corriente eléctrica constante. El voltaje varié segun
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cambios en la resistencia. Las soluciones a utilizar en ambos electrodos fueron: HsPO, 1M
para el anodo y NaOH 0.5 M para el catodo.

Se emplearon como patrones: rojo metilo (pl 3.8), inhibidor de tripsina (pl 4.5), albimina
sérica bovina (pl 5) y anhidrasa carbénica (pl 6). Las calles conteniendo los patrones de
peso molecular fueron reveladas con Coomasie Brillant Blue como se detallé en 5.13.

5.14.2 Segunda Dimension: Electroforesis horizontal en geles de poliacrilamida SDS.

Luego del isoelectroenfoque, las calles fueron sometidas a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 5% en direccién perpendicular a la corrida de la primera dimensién desde el
extremo catddico. Luego de la electroforesis, se realizd Western blot como se describe en
5.15. Como solucién anddica y catédica se utilizé Tris 1.51% P/V, glicina 7.2% P/V, SDS
0.5% P/V, pH 8.3.

5.15 WESTER BLOT

Luego de realizar la electroforesis (Ver 5.13) o isoelectroenfoque (Ver 5.14), el gel se lavd
con buffer de transferencia (Tris 0.025 M, glicina 0.15 M, metanol 20% V/V, pH 8.3)
durante 10 minutos. Las proteinas fueron transferidas en una celda de transferencia

(Multiphor 1I, Novablot electrode, Pharmacia Biothec - Uppsala Sweden) provista de
electrodos de grafito (Novablot electrode, Amersham, Pharmacia Biotech - Uppsala
Sweden) a membrana de nitrocelulosa (Hybond TM-C extra, Amersham Life Science,
Arlington Heights, IL, USA). La transferencia se realiz6 a 0.35 mA/cm?® de gel durante 2
horas.

Previo a la inmunodeteccion las membranas fueron colocadas en rojo Punceau 10 g/L
con la finalidad de identificar la posicion de los patrones de peso molecular utilizados
[119]. Luego las membranas fueron lavadas con agua para eliminar el colorante.
Posteriormente las membranas fueron incubadas con PBS-Tween (Na,HPO,4 1.14% P/V,
NaH.PO, 0.24% P/V, NaCl 0.59% P/V, Tween 0.1% V/V, pH 7.5) e incubadas 12 horas
con leche descremada en polvo 5% P/V en PBS-Tween. Luego de lavar la membrana con
PBS pH 7.4 se la incubé con suero de cobayo conteniendo anticuerpos anti-FAi (Ver
5.12) en dilucién 1/100 durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacién constante.
Posteriormente a un nuevo lavado se procedi®é a la incubacién con anticuerpos
secundarios (anti-lgG de cobayo, origen conejo conjugado con peroxidasa (Sigma, St.
Louis, MO, USA) en dilucién 1/10000 durante 1 hora a temperatura ambiente. Las
membranas fueron lavadas nuevamente con PBS y reveladas con diaminobenzidina
(DAB) o con 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (Sigma, St. Louis, MO, USA).
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Se obtuvieron imagenes digitales de las membranas de nitrocelulosa, las que se
analizaron con el software GelPro Analyzer 3.0 como se describe en 5.25.2.

Se calculd la relacion de frente (Rf = distancia de migracion de la proteina/distancia de
migracion de frente) de los patrones de peso molecular y de la proteina, valores que se

utilizaron para estimar las masas moleculares de las proteinas en estudio.

5.16 INTESTINO AISLADO IN SITU
Las ratas fueron anestesiadas por via intraperitoneal con uretano (120mg/100g de peso

corporal) y mantenidas en camillas termostatizadas. Durante el experimento la temperatura
ambiente se mantuvo entre 21-22 °C. Se aislaron 6 cm del duodeno in situ [120,121],
mediante dos ligaduras, la primera a nivel del piloro (llustracion 13 e llustracion 14). En el
extremo distal se coloc6 un catéter, a través del cual se introdujo la solucion a investigar y se

obtuvieron muestras del contenido luminal.

orificios laterales a la jeringa
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solucion

llustracion 13. Esquema de intestino aislado in situ. Modificado de Rigalli A, 2009 [120].
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llustracion 14. Modelo de intestino aislado in situ. Rigalli A, 2009 [120].
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5.17 SACOS DUODENALES EVERTIDOS

Se realiz6 eutanasia de los animales por inyeccién intracardiaca de KCI previa profunda
anestesia inhalatoria. Luego de una laparotomia mediana de 3-4 cm, se localiz6 el piloro y
se extrajo el duodeno. Se realizé la eversion del duodeno [122] de manera tal que la mucosa
intestinal quedara expuesta a la solucion exterior y la superficie serosa hacia el interior del
saco (llustracién 15). Cada duodeno fue dividido en tres segmentos de igual tamafio cada

uno.

solucién mucosa
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compartimiento seroso

llustracion 15. Esquema eversion duodeno. Modificado de Rigalli A, 2009 [122]

5.18 DETERMINACION DE Ca*

La determinacién de Ca** se realizd espectrofotométricamente a 570 nm en un

espectrofotébmetro Perkin EImer Lambda 11 con un kit comercial (Ca Color, Wiener Lab,
Rosario, Argentina) a partir de las muestras de la luz intestinal de los experimentos de
sacos duodenales evertidos. Los datos obtenidos se analizaron con el software PECSS
(Perkin Elmer Computarized Sprectroscopy Software. Perkin Elmer Corporation Norwalk,
CT. USA).

5.19 DETERMINACION DEL pH
Las determinacién del pH en los experimentos de sacos evertidos se llevaron a cabo cada 1

minuto durante el tiempo de realizacién del experimento utilizando un pHmetro HANNA HI
9017 (Woonsocket, RI, USA).
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5.20 DETERMINACION DE FOSFATO

La concentracién de fosfato se midié espectrofotométricamente a 340 nm con un kit
comercial (Fosfatemia UV, Wiener Lab, Rosario, Argentina) a partir de las muestras de la
luz intestinal de los experimentos de sacos duodenales evertidos. Se determiné el cambio
de absorbancia a 340 nm en un espectrofotémetro Perkin EImer Lambda 11. Los datos
obtenidos se analizaron con el software PECSS (Perkin Elmer Computarized

Sprectroscopy Software. Perkin ElImer Corporation Norwalk, CT. USA).

5.21 DETERMINACION DE Ca* RADIOACTIVO
La determinacién de radioactividad del “°Ca®* se realizé utilizando un contador de

centelleo liquido Beckman LS 100C (Fullerton, CA, USA) utilizando liquido de centelleo
(tolueno 65% V/V, alcohol absoluto 35% V/V, difeniloxazol 0.266% P/V). En cada muestra

se determinaron las cuentas por minuto (cpm) con un error < 2%.

5.22 PREPARACION DE MUESTRAS HISTOLOGICAS

5.22.1 Obtencion del espécimen

La obtencién del tejido a estudiar se realiz6 mediante el uso de un bisturi para evitar
desgarros. Se realizaron cortes en piezas pequefias de no mas de 5 mm de espesor para
favorecer la posterior inclusién en parafina y se lo fijé6 con formol-PBS al 10% durante 72
horas [123].

5.22.2 Inclusion en parafina

Para la inclusién en parafina se realiz6 en primera instancia una deshidratacion mediante
pasajes sucesivos en alcoholes de concentracién creciente para facilitar la penetracién
del agente inclusor, posteriormente se llevé a cabo la aclaracién mediante el pasaje en
xilol y finalmente la inclusion propiamente dicha mediante la utilizaciéon de parafina a una
temperatura de 60°C.

5.22.3 Preparacion del bloque

La realizaciéon del bloque de parafina se llevo a cabo empleando moldes plasticos y
anillos de inclusion.

5.22.4 Cortes

Se realizaron cortes de 5 um con un micrétomo (Minot-Mikrotm Typ 1212. Leitz, Wetzlar,

Germany) y fueron adheridos a un portaobjeto mediante albumina glicerinada de Mayer.
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5.22.5 Coloracion

Se realizaron tinciones del tejido con hematoxilina-eosina. Para ello se realiz6 en primer
término la eliminacion de la parafina con xilol y seguidamente la rehidratacion mediante
una serie de soluciones alcoholicas de graduacion decreciente.

Finalmente se cubridé con un cubre objeto montado con balsamo de Canada.

5.23 HISTOQUIMICA
Los cortes histolégicos fueron procesados segln se detallé en 5.22. Se procedi6é a la

desparafinacion con xilol durante 10 minutos y a continuacién rehidratacién por pasajes
sucesivos en alcoholes de concentraciones crecientes y agua. Los preparados se dejaron
secar a temperatura ambiente y se los incubd durante 30 minutos con 5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato (BCIP) en buffer APSB, pH 9.5 [123,124]. Este compuesto es un sustrato
para la FAi que genera al hidrolizarse un compuesto insoluble de color indigo.
Posteriormente se procedié a la coloracién con eosina 1% para favorecer el contraste
visual, realizacion de pasajes en alcoholes de concentracion decreciente y xilol para
finalizar con el montaje. Los preparados histolégicos fueron analizados como se detalla
en 5.25.

La especificad de la reaccion fue confirmada por una importante inhibicién de la actividad
enzimatica en presencia de L-fenilalanina (16 mM).

5.24 INMUNOHISTOQUIMICA
A diferencia de la técnica anteriormente descripta el colado de los preparados destinados

a inmunohistoquimica [123,125] se realizé con cola vinilica, en dilucién 1/10, dejandolos
secar 90 minutos a temperatura ambiente. Una vez adheridos los cortes a los
portaobjetos se dejan secar nuevamente. La desparafinacion se realizé iniciando los
pasajes en xilol durante 30 minutos, y luego metanol por 2 minutos. Al paso anterior se le
agregd agua oxigenada de 100 volumenes al 2.5% dejandolo en recipiente tapado
durante 30 minutos. A continuacién se procedié a la inmersién en alcohol 96° y alcohol
702 durante 10 minutos cada uno. Se lavé 3 veces en buffer Tris 0.05 M, pH 7.6 durante 5
minutos. Luego se realizd el desbloqueo antigénico en microondas colocando los
portaobjetos en citrato de sodio 1% P/V pH 6, durante 3 minutos a 100 °C. Se dejo enfriar
15 minutos y se procedié al lavado 3 veces en buffer Tris 0.05 M, pH 7.6 durante 5
minutos. Se incubaron los preparados histolégicos con anticuerpo primario anti-FAi, en
dilucién 1/500, durante 60 minutos. A continuacién, previo lavado, se incubaron con
anticuerpo secundario anti-lgG de cobayo, origen conejo conjugado con peroxidada
(Sigma Co, St. Louis, MO, USA), en dilucion 1/5000, durante 60 minutos. Luego, previo
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lavado con buffer Tris, se incubaron con sustrato de peroxidasa: 3-amino-9-etil carbazole
(AEC) hasta observar la aparicién macroscopica de la coloracién. Finalmente se procedid
a un nuevo lavado y montaje con glicerina para la realizacion del andlisis de los
preparados histolégicos como se detalla en 5.25.

5.25 ANALISIS DE IMAGENES DIGITALES

5.25.1 Determinaciones sobre preparados histologicos

Los preparados histolégicos obtenidos en 5.23 y 5.24 se digitalizaron mediante un
microscopio (Olympus, Zeizz, West Germany) con una camara fotografica adaptada
(Olympus SP-350, Japan). Utilizando las imagenes digitalizadas y un software especifico
se determind la densidad 6ptica integrada (IOD) del compuesto formado en los diferentes
experimentos.

Cinco sitios de los cortes histoldgicos fueron aleatoriamente seleccionados y se traz6 una
linea paralela a la membrana del enterocito (llustracién 16) en la zona coloreada por la
presencia de FAi. El software calcula un valor medio de la IOD en el sector seleccionado
(flinea roja) y nos provee una imagen que describe el cambio de intensidad a lo largo de
dicha linea. Se midié la 10D y la correccién de la posible coloracién inespecifica se
realiz6 por medida de la I0D en el lumen intestinal.
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llustracion 16. Determinacion de la IOD en preparados histologicos.
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5.25.2 Determinaciones sobre membrana de nitrocelulosa

Las membranas de nitrocelulosa reveladas, se escanearon (HP M1120 LaserJet, Taiwan)
y se analizaron empleando un software especifico (Gel-Pro Analyzer 3.0, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

Una vez seleccionadas las calles (llustraciéon 17, flecha azul) y sus respectivas bandas
(flecha celeste), se observé la absorbancia de cada calle en funcién del peso molecular
(flecha negra) y se calculd la absorbancia relativa de cada banda (flecha roja), valor que
representa la cantidad de proteina en cada banda respecto de la cantidad total de
proteinas en la calle.
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llustracion 17. Determinacion de la cantidad de FA.i.
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5.26 ANALISIS ESTADISTICO

El efecto del tiempo sobre la cinética de inactivacién de FAi en presencia de Ca** (6.3) se
analizé utilizando una funcién de decaimiento exponencial de una fase y el ajuste de los
datos se realiz6 con regresion no lineal utilizando el método de los minimos cuadrados. El
mismo tipo de analisis se utilizé para analizar los datos de pH obtenidos en los experimentos
de sacos duodenales evertidos en presencia de diferentes concentraciones de Ca®* (6.8.1y
6.8.3)

Se utilizd regresion lineal y la funcion se obtuvo por el método de los minimos cuadrados
para: a) investigar el efecto de diferentes concentraciones de calcio sobre la actividad de FAi
en solucién o en geles de poliacrilamida (6.4); b) evaluar el efecto del EGTA sobre la
actividad de FAi (6.6).

El modelo de interaccion entre la FAi y el Ca** (6.2) se investigé utilzando el modelo de
Scatchard y los parametros de la interaccién (numero de sitios y constate de afindad) se
calculé a partir de los parametros de la recta que ajusta “r/c” (nimero de moles de calcio por
mol de FAi/concentracion de calcio libre) en funcion de “r".

Cuando se requiri6 comparaciones de dos medias se utilizd test de Student para datos
independientes (6.5, 6.6, 6.7).

Cuando se requiri6 comparaciones de mas de dos muestras de datos independientes se
utiliz6 ANOVA a un criterio de clasificacion y las diferencias entre las medias se evaluaron
con el test de Bonferroni (6.8.1, 7.5) o el test de tendencia lineal (6.7, 7.5)

En todos los casos se consideraron diferencias significativas si p<0.05.
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6 RESULTADOS

Para un mejor entendimiento, los resultados claves de esta tesis se expresaran en esta
seccién, mientras que resultados complementarios seran expuestos en la seccién
APENDICE.

Ademas se recuerda que se empleara la abreviatura FAi para hacer referencia a la
enzima activa que es un dimero de subunidades idénticas. Cada una de dichas
subunidades se denominara “mondémero”, mientras que una especie de mayor peso

molecular se denominara “agregado molecular”.

6.1 PURIFICACION DE FOSFATASA ALCALINA INTESTINAL
La Tabla 2 muestra el factor de purificacién logrado en los diferentes pasos del proceso

de purificacién.

Tabla 2. Determinacion del factor de purificacion.

Actividad especifica

Etapa Factor de purificacion
(mmol/seg.g de proteinas)
Extracto crudo (M1) 21x10* 1
Extraccion con butanol (M2) 75x10" 3.6
Precipitaciéon con acetona (M3) 1.7x10% 8.1
Cromatografia en Sephadex® (M4) 6.0x10° 28.6
Cromatografia en DEAE celulosa (M5) 1.2x10% 57.1

El progreso en el factor de purificacion se observd adicionalmente a través del revelado
de actividad de FAi en geles de poliacrilamida por precipitacion de fosfato cobaltoso
(Nustracion 18).

M1 M2 M3 M4 M5

llustracion 18. Gel de poliacrilamida de los pasos de purificacion revelado por

precipitacion de fosfato cobaltoso.

En los experimentos que se detallan a continuacién se utiliz6 la solucién obtenida en el

ultimo paso, cuyo factor de purificacion fue 57.1.
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6.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE FIJACION DE CALCIO A LA FAi
El estudio de los parametros de fijacion se realizé a través del andlisis de la relacién “r/c”

en funcion de “r’ (Ver 5.2). El andlisis de las graficas revelé un comportamiento diferente
de acuerdo a la concentracién de Ca®* investigada.

A concentraciones de Ca®** menores a 10 mM la relacién “r/c” resulté una funcién lineal de
“r’ (p<0.05), sugiriendo unién del Ca** a la FAi siguiendo un modelo de “n” sitios
independientes de igual afinidad (llustracion 19). La constante de afinidad (k) de la
interaccion fue de 19.1+8.4 mM y la FAi present6 7.8+4.4 sitios de unién al Ca®*.

Con concentraciones de Ca®* entre 20-100 mM la cinética no siguié6 el modelo
mencionado. El anélisis de “r’ en funcion de la concentracién de Ca?* libre (c) indicé que
la FAI ligaria 6300+1300 iones por mol de proteina asumiendo un peso molecular de 168
kDa.

2x10°4

k=19.18.4 mM-

1x10°% 1

ric (L.mol™)

llustracion 19. Grafica de Scatchard para determinacion de constante de afinidad (pendiente de la
recta) y numero de sitios de fijacion (abscisa al origen). Modificado de Brun LR, 2006 [126].

6.3 DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE INHIBICION DE FAi POR EL Ca*
En solucion, la presencia de Ca®* 50 mM, disminuyé la actividad enziméatica de FAi

siguiendo una funcién exponencial de una fase. A 20 °C, en 62.6+£2.0 segundos se obtuvo
un 50% de la inhibicibn maxima alcanzada. Por esta razén en los siguientes

experimentos la incubacién con Ca®* se realiz6 durante 5 minutos.
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6.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FAi EN FUNCION DE LA
CONCENTRACION DE Ca**

Cuando se analiz6 la actividad de FAi in vitro en funcion de diferentes concentraciones de
Ca** (0-100 mM), tanto con la determinacién de actividad de FAi en solucién (Ver 5.11.1)

como en geles (Ver 5.11.2), se observé un efecto bifasico dependiente de la
concentracion del cation (llustracion 20) [126].

A concentraciones menores a 10 mM la enzima incrementé la actividad linealmente en
funcion de la concentracion de Ca®* (en solucién: r = 0.946, p<0.01; en gel: r = 0.721,
p<0.05; regresion lineal). Con concentraciones de Ca®* superiores a 20 mM la relacién

fue inversa a la mencionada (en solucién: r = -0.703, p<0.05; en gel: -0.773, p<0.05;
regresion lineal).

A B
50- 2000
| |
A (a)
= / O 15004 /
‘0 o
TR e
L 25 E § 1000 .
J
£ ‘e 5004
S =)
0- 0-
r T i t T ™ r T | t T 1
0 5 10 20 50 80100 0 5 10 20 60 100
Calcio (mM) Calcio (mM)

llustracion 20. Actividad de FAi in vitro, en funcion de la concentracion Ca®*. Panel A: actividad en
solucion empleando pNFF como sustrato. Panel B: actividad de FAi luego de electroforesis en geles
de poliacrilamida determinado por precipitacion de Co3(PO.).. IOD: densidad optica integrada.
Modificado de Brun LR, 2006 [126].

6.5 ESTUDIO DE AGREGABILIDAD DE FAi EN PRESENCIA DE Ca**

6.5.1 Por electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de *Ca**

Estudios preliminares de electroforesis en geles de poliacrilamida con Ca* 50 mM y en
presencia de “*Ca®* mostraron un patrén de distribucién de la radiactividad compatible
con un proceso de agregacion de la proteina (Tabla 3). Como control, se realizé Western

blot a los geles y se hallé que la radiactividad fue indetectable en las porciones donde no
se detecto la presencia de FAI.
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Tabla 3. Distribucién de la radiactividad (**Ca*") en PAGE.

. L. Bandas de mayor peso
Calcio (mM) Bandas de FAi activa (%) L
molecular que la FAi activa (%)

0 100 + 8.1 0+0.2
50 11+24 89+54

6.5.2 Por polarizacion de la fluorescencia

Los resultados obtenidos por polarizaciéon de la fluorescencia mostraron un leve cambio
en la rigidez de la molécula, los cuales indujeron a pensar que el Ca®* podia ocasionar
agregacién molecular.

Si bien los resultados mostrados hasta el momento (6.5.1 y 6.5.2) no fueron concluyentes
sobre el proceso de agregacion de FAi inducida por Ca®, indicaron que este proceso
podria ser posible y merecia seguir siendo investigado.

6.5.3 Cromatografia de exclusion molecular

Por cromatografia de exclusion molecular en Sephadex® G200 se detectaron 2 formas de
FAi de diferente peso molecular, ain en ausencia Ca** (llustracién 21). La forma de
mayor peso molecular presentdé un volumen de elucion de 14.4+1.1 ml (n=4), mientras
que la forma de menor peso molecular de 21.7+£0.9 ml (n=4).

La actividad especifica de la enzima fue estimada por el cociente del area bajo la curva
de la actividad de FAi (Ver 5.11.1) y el area bajo la curva de la concentracion para cada
una de las formas (Ver 5.12.1). La forma de menor peso molecular, tuvo una actividad
especifica de 1.74 pmoles de pNFF/s.ug de proteina, mientras que la de mayor peso
molecular presenté una actividad especifica de 0.15 pmoles de pNFF/s.ug de proteina.
Cuando el mismo experimento fue llevado a cabo en presencia de Ca®** 50 mM, se
incremento la cantidad de FAi de alto peso molecular a expensas de una disminucién de
la cantidad de FAi de bajo peso molecular sin modificaciones significativas del volumen
de elucion (llustracién 21).
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llustracion 21. Determinacion de la concentracion de FAi (Panel A) y de la actividad de FAi (Panel B)

Conclusién parcial: Estos resultados sugieren que la incubacion con Ca®* produciria un
aumento del peso molecular de la FA..

Para caracterizar los pesos moleculares se procedi6 a la realizacion de electroforesis en

geles de poliacrilamida y Western blot.

6.5.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot

Coincidentemente con lo hallado empleando cromatografia de exclusién molecular
(6.5.3), el Western blot revelé 2 bandas que reaccionaron con el anticuerpo anti-FAi
(llustracion 22, panel A). Se determinaron los pesos moleculares de cada banda, siendo
de 47545 kDa y 16816 kDa (n=4) para la banda 1 y 2 respectivamente. La banda de
bajo peso molecular presentd un peso coincidente con la FAi, mientras que la banda de
alto peso molecular corresponderia a un “agregado molecular” coincidente con un trimero
debido que se empled una muestra de FAi purificada.

Se estimé la concentracién de proteinas en cada banda por medida de la absorbancia
relativa de cada banda respecto de la absorbancia total de la calle (Abs Rel).

Cuando la FAi no fue incubada con Ca*, la Abs Rel fue de 0.38+0.03 y 0.23+0.07 para
las bandas 1y 2 respectivamente. Mientras que cuando la FAi fue incubada con Ca®* 50
mM, se modificé la proporcion de las bandas 1 y 2, siendo la Abs Rel 0.52+0.04 y
0.08+0.01, respectivamente.

Laboratorio de Biologia Osea y Metabolismo Mineral 61
Facultad de Ciencias Médicas - UNR



RESULTADOS

Cuando se determind la actividad de la FAi en membrana de nitrocelulosa (Ver 5.11.3), la
misma solo fue detectada en la fraccion de bajo peso molecular (llustracion 22, panel B)
indicando que la forma de alto peso molecular seria inactiva.

A B

Banda 1 s ?‘
475245 kDa

Banda 2
1686 kDa

Ca? Ca® Ca? Ca™
0 mM 50 mM 0 mM 50 mM

llustracion 22. Panel A: Western blot de FAi en presencia y ausencia de Ca* 50 mM.
Panel B: determinacién de actividad de FAi. Modificado de Brun LR, 2006 [126].

6.5.5 Electroforesis bidimensional

El punto isoeléctrico de la FAi en ausencia de Ca®* (4.35+0.02, n=4), se increment6 de
manera significativa en presencia de Ca** 50 mM (4.85+0.06, n=4), (T de student,
p<0.05), no hallandose diferencias entre el pl del dimero y del “agregado molecular’
(Tabla 4). Los pesos moleculares determinados no difieren de lo calculado en 6.5.4.

Tabla 4. Peso molecular y punto isoeléctrico de FAi en presencia y ausencia de Ca”* 50 mM
obtenido por electroforesis bidimensional.

Calcio (mM) Forma molecular Peso molecular (kDa)  Punto isoeléctrico

0 FAi 162113 (n=4) 4.3510.02
0 Agregado molecular 469133 (n=4) * 4.35+0.02
50 FAi 168139 (n=4) 4.85+0.06 **
50 Agregado molecular 441162 (n=4) * 4.85+0.06 **

* Representa diferencias significativas respecto de la FAi.
** Representa diferencias significativas respecto de la enzima sin calcio.

Conclusion parcial: El calcio produce agregacién molecular afectando la actividad de FAi

pero no produciria cambios importantes de su estructura.
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6.6 ESTUDIO DE LA AGREGACION Y REVERSIBILIDAD DE LA UNION Ca*-FAi

6.6.1 Tratamiento de la FAi con EGTA antes de la exposicion al Ca*

El tratamiento con EGTA 50 mM produjo disminucién de la actividad de FAi (llustracion
23A) (T de Student, p<0.05). La adicién de Ca** en concentracién creciente hasta lograr
una concentracién de Ca?* libre de 50 mM reprodujo el efecto bifasico ya observado con
la enzima in vitro (6.4). La actividad enzimatica se incrementé en funcion de la
concentracion de Ca®* (r=0.96, regresion lineal, p<0.05) alcanzando un maximo a 10-20
mM de Ca**, y luego la actividad disminuyé en funcién de la concentracién de Ca®* (r= -
0.66, regresion lineal, p<0.05) (llustracion 23B). Este resultado asegura que el EGTA no
produce modificacion de la actividad de FAi por quelacion del Mg®* o Zn®** (Ver Apéndice
7.2).

N N W
o o o o
1 | 1 |

Actividad de FAI
G

(pmol pNFF.s™.L"
S

o
1

&

o
I

0 50
EGTA (mM)

40

w
o
1

Actividad de FAi
(pmol pNFF.s™1.L™")
N
<

-
o
1

T i I
0 5 10 20 30 40 50
Ca? (mM)

llustracion 23. Panel A: Actividad de FAi antes y después de la incubacion con EGTA.
Panel B: Actividad de FAi luego del agregado de diferentes concentraciones de Caz",
graficado en funcion de la concentracion de Ca”* libre.
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6.6.2 Tratamiento de la FAi con EGTA después de la exposicion al Ca*

Coincidentemente con experimentos previos, la actividad de la FAi disminuy6
significativamente luego de la incubacién con Ca* 50 mM (llustracién 24A) (T de Student,
p<0.05), pero la actividad se mantuvo en valores inhibitorios a pesar de tratar la muestra
con concentraciones crecientes de EGTA (llustracion 24B). Esta adicion de EGTA
produjo una modificacion gradual de la concentracion de Ca®* desde 50 a 7x10™* mM.

El Western blot de la FAi antes (llustracion 25, calle 1) y después (llustracién 25, calle 2)
del agregado de Ca®* 50 mM mostr6 un incremento del agregado molecular y disminucién
del dimero de la FAi, tal como habia sido demostrado en 6.5.4. El tratamiento con EGTA
y por ende la quelacién del Ca®* produjo un descenso del agregado molecular y la
aparicion del monémero (llustracion 25, calle 3) (Ver Apéndice 7.2).
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llustracion 24. A: Actividad de FAi antes y después de la incubacién con Ca®* 50 mM.
B: Actividad de FAi luego del agregado de diferentes cantidades de EGTA,
graficado en funcion de la concentracion de Ca** libre.
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llustracion 25. Western blot antes (calle 1) y después (calle 2) de la adicion de Ca®>* 50 mM
y después de lograr una concentracion de ca”* libre igual 0 mM por adicion
de EGTA al medio de incubacion (calle 3).

Conclusion parcial: La modificacion en la actividad enzimatica se deberia a que el calcio
desplazaria al Zn** o al Mg®* de la molécula de FAi o participaria en la formacion del

dimero.

6.7 EFECTO DEL CALCIO SOBRE LA ACTIVIDAD Y EXPRESION DE LA FAi IN
vVivo

La actividad de FAi fue determinada en un modelo in vivo de intestino aislado in situ por
una técnica histoquimica (Ver 5.23). Se determiné la actividad de la FAi en la membrana
en cepillo del duodeno en cortes histolégicos pre y post exposicién por 20 minutos a
diferentes concentraciones de Ca*.

En el grupo control, no se hallé diferencias de actividad enzimatica en funcién del tiempo
de exposicion por incubacién a la solucion sin Ca®* (Unidades de 10D, 0 min: 0.44+0.15,
20 min: 0.46+0.18, T de Student p>0.05) (llustracion 26).
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llustracion 26. Actividad de FAi previa y posterior a la incubacién en la solucion empleada sin ca*.

Por su parte, la actividad de FAi a los 20 minutos se increment6 a medida que lo hizo la
concentracién de Ca®* luminal (ANOVA, Test de tendencia lineal, p<0.05) (llustracion 27).

1.00+
0.754 I
0.504 I

0.25+

Actividad de FAi (IOD)
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Concentracién de Ca?* (mM)

llustracion 27. Actividad de FAi in vivo en funcion de la concentracion de Ca®* luminal.

La llustracién 28 muestra un corte histolégico representativo de cada grupo experimental
de la actividad de FAi en las vellosidades intestinales.
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llustracion 28. Imagenes (4x) representativas de las determinaciones de actividad de FAi por
histoquimica. De izquierda a derecha y de arriba a abajo: ca®* 0,1, 10, 50 y 100 mM.

Aunque el tiempo de exposicion no fue prolongado como para observar cambios en la
expresion de proteinas, se realiz6 un estudio inmunohistoquimico con el objetivo de
corroborar que esta modificacién de la actividad enzimatica no se deba a un cambio de
expresion de la FAi. Tal como lo demuestra la llustracion 29, no se observaron
diferencias significativas en la expresion de la enzima en los diferentes grupos luego de la
exposicién al Ca®* (ANOVA, Test de tendencia lineal, p<0.05) (llustracién 29).

o'c L] L} ) L] L} L) L L) L) L L}
10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentracién de Ca2?* (mM)

llustracion 29. Expresion de FAi in vivo en funcién de la concentracion de Ca®* luminal.
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La llustracién 30 muestra un corte histolégico representativo de la determinacion de la

cantidad de FAi en las vellosidades intestinales.
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llustracion 30. Imagen (4x) representativa de las determinaciones
de expresion de FAi por inmunohistoquimica.

Conclusién parcial: A diferencia de lo observado in vitro, el Ca®* aumenta la actividad de
la FAi de las microvellosidades y dicho cambio no es producido por aumento de la

expresion.

Debido a que el efecto del Ca®* observado in vivo (llustracién 27) no fue coincidente con
el efecto observado in vitro (llustracién 20) se plantearon dos posibilidades. Por un lado, y
recordando que el modelo de intestino aislado es un modelo que durante la experiencia
mantiene el transporte de Ca**, se especuld que las concentraciones establecidas en la
luz intestinal podrian no ser tales en la membrana y bien podrian ser concentraciones que
estén dentro del rango estimulatorio in vitro de la FAi. Por otro lado, bien podria la enzima
tener diferente comportamiento ante la exposicién al Ca®** dado que en los experimentos
in vitro la misma se encontraba de manera soluble, mientras que en los experimentos in
vivo se localizaba anclada a la membrana del enterocito. El glicocalix, por constituir una
interfase entre la membrana plasmatica y el contenido luminal, podria contribuir a que las
concentraciones de calcio en el seno de la luz intestinal no sean exactamente idénticas a

las de la proximidad de la membrana.

Para dilucidar esto, se determiné la actividad de FAi en la membrana del enterocito sobre
cortes histoldgicos de animales controles (Ca®* 0 mM) después de exponerlos a EGTA de
manera de disminuir la concentracién de Ca®* a valores despreciables y posterior adicion

de concentraciones de Ca** conocidas (0, 1, 10, 50 y 100 mM).
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Como se observa en la llustracion 31 la actividad de FAi se increment6 linealmente
(ANOVA, Test de tendencia lineal, p<0.05) en funcién de la concentraciéon de Ca**,
mostrando un patrén similar al observado en la llustracion 27 obtenido en los

experimentos in vivo.
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llustracion 31. Actividad de FAi anclada a membrana en funcion de la concentracion de Ca®*

Conclusion parcial: Estos experimentos confirman que la enzima responde de manera
diferente a las concentraciones de Ca** estudiadas, en estado soluble versus anclanda a
la membrana y que in vivo la actividad de la FAi se incrementa a medida que aumenta la

concentracion de Ca* luminal.

También se hallé un fendmeno de interaccion Ca®*-FAi in vivo el cual se detalla en el

Apéndice 7.5, del cual se desconoce el rol que cumpliria.

6.8 RELACION DE LA ACTIVIDAD DE FAi CON LA ABSORCION DE CALCIO

6.8.1 MODIFICACIONES DEL pH LUMINAL EN PRESENCIA DE DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CALCIO

Utilizando sacos duodenales evertidos, se determind la variacion del pH en la solucion en
contacto con la mucosa duodenal en funcion del tiempo en presencia de diferentes

concentraciones de Ca* luminal (1, 10, 50 y 100 mM).
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Se observé un descenso del pH en todos los grupos (llustracion 32), dependiente de la
concentracion de Ca* luminal, alcanzando las concentraciones de Ca®* 50 y 100 mM los
valores mas bajos.

)
0 5 10 15 20
minutos

e 1TmM ¢ 10mM e 50mM e 100 mM

llustracion 32. Efecto de diferentes concentraciones de Ca** sobre el pH luminal en experimentos de
sacos duodenales evertidos.

Para realizar la comparaciéon entre los grupos se seleccionaron los valores cada 5
minutos (Tabla 5). En la misma se observa un descenso significativo del pH en la
solucion mucosa de los grupos con 10, 50 y 100 mM respecto del grupo 1 mM a partir de
los 5 minutos, mientras que la diferencia de los grupos 50 y 100 mM respecto del grupo
de 10 mM se observa a los 10 minutos (ANOVA, post test de Bonferroni, p<0.05). No se
hallaron diferencias entre los grupos 50 y 100 mM a lo largo de todo el experimento.

Tabla 5. Efecto de diferentes concentraciones de Ca®* sobre el pH luminal
en experimentos de sacos evertidos duodenales.

Concentracion de Ca”* (mM)

Minutos 1 10 50 100
0 8.665t0.14 8.650+0.21 8.640+0.18 8.607+0.28
5 8.397+0.17 7.910+0.10% 7.655+0.132 7.510+0.11%
10 8.095+0.17 7.625+0.07° 7.232+0.16 % 7.167+0.10%
15 7.925+0.14 7.4875+0.03° 7.035£0.15%° 6.982+0.08 *°
20 7.810+0.12 7.355+0.05°% 6.90040.15%° 6.862+0.09
? Representa diferencia significativa respecto del grupo 1 mM.
® Representa diferencia significativa respecto del grupo 10 mM.
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6.82 ABSORCION DE CALCIO EN PRESENCIA DE DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CALCIO LUMINAL

La cantidad de Ca** absorbido en experimentos de sacos duodenales evertidos no sigui6
una funcién lineal de la concentracién de Ca** luminal, sino una funcion de crecimiento
exponencial asintético. El méaximo tedrico de Ca®* absorbido segun esta funcion seria de
34.17£7.07 umoles (llustracién 33).

Ca?* absorbido
(nmoles)
g 9

) L} ) L} ) L} ) L ) L J
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentracién de Ca2* (mM)

llustracion 33. Cantidad de Ca?* absorbido en funcion de la concentracion de Ca?* luminal en
experimentos de sacos duodenales evertidos.

Esto indica que en presencia de altas concentraciones de Ca®* luminal el porcentaje total
de Ca®* luminal que se absorbe es menor (llustracion 34), exisitiendo una reduccién
significativa en los grupos de 50 y 100 mM respecto a los grupos 1y 10 mM.
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llustracion 34. Porcentaje de Ca”* absorbido en funcion de la concentracion de Ca>* luminal en
experimentos de sacos duodenales evertidos.
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Conclusién parcial: La fraccion de absorcién de de Ca®* disminuye a medida que
aumenta la concentracién de Ca®* luminal. Esta reduccién se encuentra relacionada con
el aumento de la actividad de la enzima y con un mayor descenso del pH, el cual podria
ser el responsable de la disminucion de la fraccion de absorcién de Ca®* por inhibicién del
canal TRPVS.

6.8.3 MODIFICACIONES DEL pH Y ABSORCION DE CALCIO EN PRESENCIA DE L-
FENILALANINA, INHIBIDOR DE LA FA.i.

Cuando los experimentos de sacos duodenales evertidos se llevaron a cabo en presencia
de L-fenilalanina, inhibidor de la FAi, se hall6 un menor descenso del pH para todas las
concentraciones de Ca®* luminales estudiadas comparando con los valores de pH

obtenidos en ausencia de L-fenilalanina (llustracién 35).
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llustracion 35. Efecto de diferentes concentraciones de Ca”* sobre el pH luminal en experimentos de
sacos duodenales evertidos en ausencia y presencia de L-fenilalanina. Cada panel representa con un
tono mas claro del color correspondiente a la concentracion el pH obtenido en ausencia de L-
fenilalanina mostrado en la llustraciéon 32.
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Al determinar el porcentaje de absocién de Ca®** se observd un incremento del mismo
para todas las concentraciones de Ca®* luminales estudiadas comparando con los valores
obtenidos en ausencia de L-fenilalanina (llustracion 36).
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llustracion 36 . Porcentaje de Ca”* absorbido en funcion de la concentracion de Ca®* luminal en
experimentos de sacos duodenales evertidos en ausencia y presencia de L-fenilalanina.

Conclusion parcial: La inhibicion de la FAi produce un menor descenso del pH y una
mayor fraccién de absorcién de Ca®*.

6.8.4 MODIFICACIONES DE FOSFATO EN PRESENCIA DE DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CALCIO LUMINAL.

La concentracién de fosfato total  aumenté a lo largo del experimento en todas las
concentraciones de Ca®* investigadas, siendo mayor en los grupos 1 y 10 mM respecto
de los grupos de 50 y 100 mM (llustraciéon 37). Se esperaba que la concentracion de
fosfato total se incremente mas en los grupos de mayor concentracion de Ca®* luminal
debido a que en resultados previos ya mencionados se hallé un aumento de la actividad
de la FAi en membrana (6.7) y una mayor disminucion del pH (6.8.1) a medida que se
incremento la concentracion de Ca®* luminal.

X' Suma de todas las especies quimicas derivadas del acido fosférico.
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llustracion 37. Fosfato total en la solucién mucosa a lo largo del tiempo
en experimentos de sacos duodenales evertidos.

Con estos datos y la concentracién de Ca®* luminal se calculé (Ver Apéndice 7.4) el
porcentaje de Ca®" que podria precipitar como Cas(PO,). para cada concentracién de
Ca** luminal al final del experimento (Ver Tabla 6). La probalidad de precipitacién en

tiempos previos es inferior por la menos concentracion de fosfato.

Tabla 6. Porcentaje de ca* que precipita como Caz(POs)2

Ca** luminal Porcentaje (%)
1 0.027+0.011
10 0.00068+0.00044
50 1.96x10°+1.3x10°
100 5.94x10°+2.27x10°®

Conclusion parcial: Si bien en las condiciones experimentales el Ca®* puede precipitar
como Caz(PQO,)., el porcentaje del catibon que se deriva hacia esta reaccién es
insignificante respecto del descenso del Ca** luminal. Por lo tanto, la disminucién de la
fraccién de absorcion no se deberia a la precipitacion de calcio como Cas(PO,)..
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7 APENDICE

7.1 ACTIVIDAD DE FAi EN SOLUCION

La actividad de FAi en solucion se realiza midiendo el cambio de absorbancia a 405 nm,
producido por la absorcion de radiacion por el p-nitrofenol (pNF), originado por hidrdlisis
del p-nitrofenilfosfato (p-NFF), que se utiliza como sustrato y carece de absorcion a esa
longitud de onda.

El valor de absorbancia obtenido a un dado tiempo es proporcional a la actividad de FAi

en solucioén:

Absorbancia = E.b.Actividad (ecuacion 1)

Donde E es el coeficiente de extincion del p-NF y b el paso o6ptico de la cubeta.

A partir de la ecuacion 1, se obtiene la actividad:

Actividad = Absorbancia/E.b

El coeficiente de extincién se obtuvo en el laboratorio para las condiciones de trabajo (ver
mas adelante), siendo el valor utilizado a lo largo de este trabajo de tesis 279 unidades
Abs.litro/cm.mmol pNFF.

Con este valor del coeficiente de extincion, 1 cm como paso éptico de la cubeta utilizada
(cubeta de cuarzo, 0.5 ml para medidas de longitud de onda superiores a 200 nm, Sigma
Co, St Louis, MO, USA) y la variacién de absorbancia por segundo se obtiene la actividad
de FAi en solucién:

Actividad = unidades de absorbancia.s'/E.b

Reemplazando las unidades de E y b en la ecuacion anterior resulta:

Actividad = unidad de absorbancia.s'/unidad de abs.litro.cm™ mmol™.cm

Simplificando, se obtiene la unidad de medicion de la actividad de FAi:

Actividad = mmol pNFF/s.litro
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Calculo del coeficiente extincion del pNF

Se realiz6 utilizando una solucién de p-nitrofenol 10 mM en dietanolamina 1 M (DEA).

La determinacion se llevd a cabo a la temperatura que se realizaron todas las mediciones
de esta tesis, con la misma cubeta y en el espectrofotébmetro que se utilizd a lo largo de
todos los experimentos (Ver detalles en materiales y métodos).

Se ajustd a 0 de absorbancia con buffer DEA a 405 nm. Luego se colocé una solucion 10

mM de pNF y se midié su absorbancia.
Aplicando la ecuacion: Absorbancia = E.b.c (ecuacion 2)
Utilizando b = 1 cm, A: valor medido de la solucién 10 mM de pNF y ¢ = 10 mM

(concentracién de la solucién de pNF utilizada), se determin6 el coeficiente de extincion
por cuadruplicado utilizando la ecuacion 2, el cual fue de 279+4 (media+SD).

7.2 CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES DE Ca**, Mg** y Zn** EN PRESENCIA
DE EGTA

El EGTA es un quelante de cationes divalentes, con afinidad diferente por ellos. En este
apéndice se discute el efecto del EGTA sobre la concentracién de Ca®*, Zn** y Mg®* libre
luego de la adicién de EGTA a una solucion. La Tabla 7 muestra las constantes de
disociacion (K) y sus pK para los iones mencionados.

Tabla 7. Constantes de disociacion (K) y pK para los iones en estudio.

K pPK
ca* 1x10™" 11.0
mg** 6.3x10° 5.2
zn* 1.26x10"° 12.9

Las soluciones utilizadas en experimentos con FAi purificada in vivo (Ver 6.6) tuvieron
concentraciones de Ca** 0-100 mM y Mg?* 1 mM. En los experimentos donde se utilizé el
EGTA, el Ca®** alcanz6 una concentracion de 50 mM.

En los calculos realizados en el siguiente analisis se utilizaran las concentraciones en
mol/l (M) y se hallaran los valores teéricos de Ca®*, Mg®* y Zn?* para los experimentos

mencionados.
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Analisis de las concentraciones de Mg* y Zn** luego de agregar EGTA a una
solucion de FAi tratada con Ca®* 50 mM.

Al adicionar a una solucién de Ca®* 0.05 M, EGTA en concentracién 0.05 M, el equilibrio
de disociacién del quelato Ca*-EGTA queda expresado con la siguiente ecuacién

quimica:
Ca®-EGTA « Ca®* + EGTA «_lca® J<[EaTA] .
Ca®" —EGTA
=0.05M €« X X

Dada la alta afinidad entre el Ca®* y el quelante, se puede suponer que todo el catién y el
quelante estaran en forma de complejo Ca**-EGTA, dejando concentraciones libres de
Ca*' y EGTA muy bajas (x).

Reemplazando estos valores en la constante de disociacion

X#X —107"
0.05

x=410""4%0.05 =7x10"M

Por lo tanto en una solucién 0.05 M de Ca**, la adicion de EGTA en concentracién 0.05 M
produciria una concentracion de Ca®* libre de 7x107 M y el mismo valor para el EGTA
libre.

¢ Qué efecto tiene el EGTA sobre la concentracion de Mg®*?

La siguiente ecuacion representa el equilibrio de disociacién del quelato Mg**-EGTA. Se
considera que la concentracién de Mg?* libre es 0.001 M y la de EGTA 7x107 M, valor
establecido mas arriba.

2+
Mg*-EGTA «  Mg® + EGTA k=M~ [EGTA) ¢ o100
Mg?" —EGTA

0.001M  7x107 M
Cantidades equimolares (y) de Mg®* y EGTA se consumiran en la formacion del quelato:

Mg?-EGTA <  Mg® + EGTA
y 0.001 -y 7x107 -y
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Reemplazando en la ecuacion de la constante de disociacion:

[0.001-y]+[7x107 —y]
y

resolviendo la ecuacién cuadratica resultante se obtiene el valor de 6.5x107.

=6.3x107°

Por lo tanto la concentracién de Mg?* libre en la solucion es:
Mg?* = 0.001 — 6.5x107 = 9.993x10* M = 1 mM

que es la concentracion analitica utilizada. Por lo tanto al agregar EGTA a una solucion
Ca* 50 mM y Mg?* 1 mM, la concentracion de este Gltimo no es afectada.

Por otra parte, el Zn** con EGTA forma un complejo cuya ecuacién de disociacion se

puede escribir:

2+
Zn*-EGTA « Zn® + EGTA k=0 FEGTA] pexqo-
Zn“t —EGTA

4x10° 0.05M

Se considera 4x10° M la concentracién de Zn** considerando que las soluciones de FAi
purificada contienen aproximadamente 1 uM de la enzima y la misma contiene 4 atomos
de Zn** por molécula. Dada la alta afinidad del Zn®** por el EGTA, si el Zn** es extraido de
la estructura de la enzima se puede considerar que la totalidad de éste pasara a formar

parte del complejo.

[zn?]+0.05
K=len #9059

108 =1.26x107"°
X

que arroja un valor para la concentracién de Zn**

Zn* = 1x10"" M

Laboratorio de Biologia Osea y Metabolismo Mineral 78
Facultad de Ciencias Médicas - UNR



APENDICES

Analisis de las concentraciones de Mg* y Zn** luego de agregar EGTA a una
solucion de FAi, previo al tratamiento con Ca** 50 mM.

Los buffers utilizados en los experimentos con FAi tienen una concentracion de Mg®* de
0.001 M.

Al adicionar EGTA hasta una concentracion analitica de 50 mM se puede suponer que
todo el Mg?* pasara a formar parte del quelato Mg**-EGTA y que la concentracion de
EGTA libre es la diferencia entre lo agregado y lo que pasa a formar parte del quelato.
Como incognita queda la concentracion de Mg

2+
Mg>-EGTA < Mg? + EGTA < Mg FEGTA] oo
Mg®* —EGTA
0.001 z 0.05 — 0.001

Reemplazando estos valores en la ecuacion de la constante de disociacion resulta:

_ 2%0.049
0.001

=6.3x107°

por lo tanto la concentraciéon de Mg?* resulta igual a 1.29x107 M.

Al adicionar a esta solucién Ca®* hasta una concentracién final de 0.1 M, la concentracién
de Ca** libre resulté de 0.05 M.

La mayor estabilidad del quelato Ca®*-EGTA, consumirad todo el EGTA, pudiendo
considerarse que la concentracién del complejo es 0.05 M, ya que todo el EGTA
agregado en principio fue ese valor. Dado que el Ca** fue agregado para lograr una
concentracion de Ca** libre de 0.05 M, la concentracion libre puede obtenerse a partir de
la ecuacién de disociacion del quelato:

=107"
[Caz +_ EGTA}

Ca™-EGTA « Ca® + EGTA K
0.05 0.05 w

Reemplazando estos valores en la ecuacion de la constante de disociacion resulta:

0.05*w
0.05

=107"
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de lo que se deduce que la concentracion del EGTA serd 10" M. Con esta concentracién
de EGTA libre y concentracién analitica de Mg?* de 0.001 M, se puede obtener la
concentracion de Mg?* libre. Se puede suponer que la concentracion del complejo Mg®*-
EGTA sera 0.001 M, y que estara en equilibrio con el Mg* y el EGTA libre segun la

siguiente ecuacion:

_ IMg]+[EGTA] _

2+ _ 2+ - — -6
Mg“*-EGTA < Mg + EGTA K Mg_EGTA] 6.3x10

h 0.001-h 10""-h

Reemplazando estos valores en la ecuacion de la constante de disociacion resulta:

(0.001-h)«(107"" -h)

=6.3x107°
h

dado que h debe ser menor que 10", el valor de h puede despreciarse respecto de
0.001, resultando:

(0.001)=(107"" —h)
h

=6.3x107°

resolviendo resulta un valor de h = 9.94x107'2 M.

Por lo tanto:

[Mg®] = 0.001 -9.94x10™ =1 mM

por lo tanto la concentracién de Mg?* en la solucién luego del agregado de EGTA y Ca**

resulta aproximadamente 1 mM, es decir, que no seria afectada su concentracion.
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7.3 EFECTO DE LA FAi Y EL Ca* SOBRE EL pH

Se realizaron experimentos exploratorios in vitro con FAi purificada para determinar si la
accién de la enzima producia descenso del pH luminal, lo cual podria tener efecto sobre
la actividad del transportador de Ca** TRPV6, el cual es inhibido por valores bajos de pH
[69].

En la llustracién 38 se puede observar que cuando se colocé el sustrato de FAi sin
enzima el pH descendié levemente a lo largo del tiempo producto del contacto con el aire
y la disolucién del CO, (decaimiento exponencial de una fase, k = 0.00023+0.00003). Al
agregar FAi purificada, se observa claramente un descenso del pH dependiente de la
cantidad de enzima colocada (3 ug, k = 0.00066+0.00002; 15 ug, k = 0.00150+ 0.00007).

9.0
< 8.5
80 T L) L} J
0 5 10 15 20
minutos
e sinFAi = 3pugFAi a 15pgFAI

llustracion 38. Efecto de la concentracion de FAi purificada sobre el pH.

Para realizar la comparacién entre los grupos se seleccionaron valores cada 5 minutos
(Tabla 8).

Tabla 8. Efecto de la concentracion de FAi purificada sobre el pH.

Minutos Sin FAi 3 ug FAi 15 ug FAi
0 8.85+0.021 8.82+0.028 8.84+0.028
5 8.82+0.035 8.76+0.014°2 8.52+0.0712°
10 8.80+0.042 8.70£0.014°2 8.36+0.049°%°
15 8.78+0.028 8.63+0.021 2 8.2440.055 %"
20 8.76+0.035 8.55+0.028 8.16+0.010%°

? Representa diferencia significativa respecto del grupo sin FAi
® Representa diferencia significativa respecto del grupo con 3 ug FAi
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La llustraciéon 39 demuestra que la disminucion del pH es dependiente de la presencia de
sustrato de la FAi, presentando mayor afinidad sobre el pNFF que sobre el B-
glicerofosfato coincidentemente con la literatura. Se describe en intestino una actividad
de FAi con pNFF entre 2-4 veces mayor que en presencia de B-glicerofosfato [49]. Sin
embargo, es importante remarcar que cuando estos experimentos preliminares se
realizaron empleando sacos duodenales evertidos, el descenso de pH se produjo ante la
ausencia de sustratos exdgenos, por lo que se considera que la FAi actuaria sobre
sustratos enddgenos, probablemente de la membrana del enterocito, fenémeno que no
fue estudiado en esta tesis.

9.5+

9.0‘.Illl!

T 85- n%é"'!:::
8.0 §§§§§§§

]
5
1 minutos

FAi

= B-glicerofosfato o pNFF

llustracion 39. Efecto del tipo de sustrato sobre el pH con FAi purificada.

Para confirmar que el efecto del pH hallado es debido a la accion de la FAi se realizaron
experimentos con FAi purificada y con sacos evertidos duodenales en presencia de L-
fenilalanina 16 mM, inhibidor de la enzima.

La llustracion 40 no muestra cambios del pH en ausencia de FAi (negro). Al colocar al
minuto 5 la FAi purificada se observa un claro descenso del pH (azul), el cual fue
practicamente abolido cuando la FAi se colocé en presencia de L-fenilalanina (rojo).
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9.5+
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FAi + L-fenilalanina

llustracion 40. Efecto de la inhibicion de FAi purificada por L-fenilalanina sobre el pH luminal.

Por su parte, en la llustracion 41 se observa el cambio de pH de la solucién utilizando
enzima purificada (rojo) y sacos duodenales evertidos (azul) luego del agregado de L-

fenilalanina.

[ & ]

8.5+

A -0.19%0.020

-0.12 £0.0059

pH

8.04 -0.0099 £0.00022

0.019 £0.00070

7.5 T T T T )
0 5 10 15 20 25

minutos

bt

FAi L-fenilalanina

llustracion 41. Efecto de la L-fenilalanina sobre el pH luminal por inhibicion de la FAi purificada (rojo)
y la FAi anclada a membrana (azul) en experimentos de sacos duodenales evertidos. Para mayor
claridad de los resultados se omitieron los desvios standard. Los valores de la grafica indican las
pendientes de las respectivas regresiones lineales.

Conclusion parcial: Estos experimentos preliminares permiten confirmar que el descenso
del pH observado en funcién de la concentracién de Ca®* es debido a la accién de la FA..
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7.4 ESTIMACION DEL CALCIO QUE PRECIPITA COMO FOSFATO DE CALCIO

El desarrollo que se plantea a continuaciéon permite analizar teéricamente la posibilidad
de precipitacién de Ca3(PQO,). a partir de las soluciones utilizadas en experimentos de
sacos duodenales evertidos a partir de concentraciones reales halladas (Ver 6.8.4) y las
constantes de producto de solubilidad de la sal .

El acido fosférico es un acido poliprético con 3 equilibrios de disociacién cuyas reaciones

se plantean a continuacion:

Hs;PO, © H.PO, + H* k, =7.1x107 = w
X
X y H
HPO,  ©  HPOZ + H k, =63x10% = 1
y
y z H
HPO,* & PO~ 4+ H k=4.8x10% = 1Y
zZ
z w H

donde ki, k; y ks son las constantes de disociacién del HsPO,, H.PO4 y HPO,2[127].
Por otra parte x, y, z y w son las concentraciones molares de HsPO,, H,PO,, HPO,?y
PO, respectivamente.

Por su parte, Hrepresenta la concentracion de protones en la solucién.

La concentracion de fostato total determinada espectrofotométricamente (a) puede
plantearse como la suma de las cuatro formas quimicas originadas del acido fosférico:

a=X+Y+2Z+Ww (ecuacion 1)

A continuacion se detallan los célculos para hallar la concentracion de PO, (w):

Se obtiene z a partir de kj:

H#*w Hxw wH .
ky = - z= = 7=——0 (ecuacion 2)
z Ka Ka
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Se obtiene y de k, reemplazando z por la ecuacion 2:

Hxz Hxz wH?
= —> = = =

k y y
? y Ko koK

(ecuacion 3)

Se obtiene x de ky reemplazando y por la ecuacién 3:

H * H?
2%y _hHyy = x=— (ecuacion 4)
X Ky k k,k;,

ky

Reemplazando las ecuaciones 2, 3y 4 en la ecuacién 1, resulta:

H’ H? H
—t—
k1k2k3 k2k3 k3

wH? wH?> w
a= + +
kk,k;  kky ki

+w - a=w*[

A partir de la cual se obtiene w:

a 1P
w= (ecuacion 5)

H? H> H
+ +—
kikoks  koks  Kg

La disolucién de la precipitacion de Cas(PO,). se puede escribir:

Cag(PO4)2 - 2 PO43_ + 3 Ca2+

cuya constante de producto de solubilidad (ksp) es 2x10 [127].
ksp = [Ca” ]3 o [P043_ ]2
donde [Ca“] y [P043‘] son las concentraciones que se alcanzan en estado de equilibrio.

Al inicio del experimento la concentracion de PO,® es igual a cero. A medida que
transcurre el tiempo la concentracién de PO,y protones se modifica. La concentracion
de protones (H") se calcul6 a partir del pH medido mientras que la concentracién PO,
(w) se obtuvo a empleando la ecuacién 5 y la concentracién de fosfato total medida
espectrofotométricamente (a).
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La Tabla 9 muestra estos valores a los 20 minutos de experimentacion para las diferentes

concentraciones de Ca®* luminal investigada.

Tabla 9. Concentracion de fosforo total (a), protones (H*), fosfato (w) y calcio (Caz") en la solucion

mucosa en experimentos de sacos duodenales evertidos.

ca”’ Ca’* medido
(mM) a(m) pH H' w )
1 0.007£0.002 7.81+£0.12 1.59x10%+3.84x10° 1.83x107 +7.46x10° 0.00055+0.0001

10 0.006£0.003  7.35+0.05  4.44x10%45.37x10°  3.63x10%+2.16x10® 0.0058+0.001
50 0.003£0.001  6.90+0.15  1.32x107+4.24x10%  3.65x10°46.06x10™  0.0325+0.008
100 | 0.002£0.0007 6.86+0.09  1.39x107 +2.83x10%  2.20x10°+9.52x10™° 0.0710.011

Con el valor de la concentracion de Ca®* medido en el experimento y la concentracién de

PO,? calculada (w) se obtuvo el valor de la constante de reaccién (Q).
0=[ca +[po," |

donde [Ca“] y [P043‘] son las concentraciones determinadas experimentalmente.

Si Q es mayor que ksp se produce precipitacién como Caz(PO,)..

Tabla 10. Cociente de reaccion (Q) y constante de producto de solubilidad (ksp)-

Ca2+
Q ksp
(mM)

1 5.58x102% +4.53x10°* 2x10°°
10 2.57x102243.08x1022 2x10°32
50 4.58x10%%+1.64x10% 2x10°%

100 1.74x10% +1.31x10®' 2x1038

Como se desprende la comparacion de Q con ksp (Tabla 10) el Cas(PQO,). tiene
condiciones propicias para precipitar, proceso que disminuiria la absorcion de Ca®".

El calculo siguiente realizado como ejemplo para la concentracién luminal de Ca®** de 100
mM permite estimar el porcentaje de Ca®* luminal que seria derivado hacia el proceso de

precipitacion.
La ecuacién siguiente muestra la precipitacion de Ca®** como Cas(PO,). con las

concentraciones de PO,® calculada (w) y Ca®* medido a los 20 minutos de
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experimentacién. Dado que las condiciones de precipitacion son propicias, precipitaria

como maximo una cantidad “x” consumiendo 2x y 3x de PO,y Ca®* respectivamente.
2 PO43_ + 3 Ca2+ — Cag(PO4)2
2.2x107 0.071
-2X -3x X
Se debe cumplir simultaneamente
{ 2.2x107 - 2x
0.071 - 3x

Cuya solucibnes:  x < 1.1x10°

v v
o O

Este resultado indica que del 100% del Ca** Iluminal colocado (0.1 M), 71%
aproximadamente permanece en la luz intestinal a los 20 minutos de experimentacion,
29% aproximadamente se habrian absorbido y solo 3.3x10°% se estaria consumiendo
para formar Caz(POy,),.

Para las demas concentraciones y tiempos de experimentacion se realizaron los mismos

célculos y los porcentajes de Ca®" que precipitarian como Cas(PO,). son igualmente
despreciables.

7.5 MODIFICACIONES DEL PATRON DE LIBERACION DE FAi

Con las muestras obtenidas de los experimentos de sacos duodenales evertidos se
analizé por Western blot (Ver 5.15) si la presencia de Ca®* en la luz intestinal modificaba
la secrecion bidireccional de FAi [50]. En la llustracién 42 se observa que a medida que
aumenta la concentracién de Ca®* luminal, se produjo menor liberacién de la enzima
hacia la solucién mucosa a lo largo del tiempo (ANOVA, Test de tendencia lineal, p<0.05).
Esto se corresponde con una mayor cantidad de FAi en el compartimiento seroso al
finalizar el experimento (llustracién 43) (ANOVA, post test de Bonferroni, p<0.05).
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llustracion
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. Western blot de FAi en la solucion mucosa a lo largo del tiempo

en experimentos de sacos duodenales evertidos.
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llustracion 43. Western blot de FAi en la solucion serosa al finalizar el experimento (20 min)

de sacos duodenales evertidos. * indica diferencias significativas respecto de 1 y 10 mM.

Si bien se desconoce el rol que cumpliria esta modificacion en la direccionalidad de

liberacion de la FAi desde el enterocito, esto es una prueba adicional de la interaccion de

la FAi con el Ca**. Este fenémeno sera estudiado en proyectos posteriores.
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8 DISCUSION

8.1 FAi

La FAi se localiza en la membrana apical de los enterocitos. Por su localizacién y la co-
expresiéon con otras proteinas involucradas en el transporte de Ca®* se sospecha su
participacién en el mecanismo de absorcién de este cation. La ubicacion del sitio de
captacién de Ca** y el sitio de mayor actividad de FAi son idénticos [128], y al estimular
con vitamina D, aumentdé a las 4 horas la expresion de calbindina Dgc en la base
vellositaria y las 8 horas en todas las fracciones. Simultdneamente a las 8 horas aumenté
la actividad de FAi, en forma méas marcada en la punta vellositaria. La absorcién de Ca®*
aumenté a las 2 horas en la punta vellositaria [48]. Trabajos poco concluyentes hallaron
correlacion entre el transporte de Ca** y la actividad de FAi in vivo e in vitro
[129,130,131,132].

Dos formas de FAi han sido purificadas por electroforesis del intestino humano, una de
140 kDa de peso molecular y otra de 168 kDa, siendo las subunidades contituyentes de
68 kDa y 80 kDa respectivamente [133]. Se ha demostrado la presencia de dos ARNm
diferentes que codifican la FAi en la rata [53,134], hallandose en estudio las diferencias
en la estructura de estas dos isoenzimas [24]. Ademdas hay modificaciones
postraduccionales que explicarian la heterogeneidad de la enzima asi como sus

modificaciones tanto en la actividad como en su peso molecular.

En estado postprandial se ha descripto un aumento de la actividad de FAi en plasma,
utilizando anticuerpos anti-FAi [135]. Esta es una fuerte evidencia que la FAi estaria

relacionada a la absorcion de nutrientes.

8.2 FAi Y ABSORCION DE LiPIDOS
Si bien la FAi es una enzima de membrana del enterocito, se la encuentra en plasma en

forma soluble. La colecistoquinina aumenta la actividad de FAi en la luz del intestino,
mientras que el betanecol * aumenta la secrecién de FAi hacia el plasma. Si bien la
ingesta de grasa no tiene efecto sobre la actividad de la FAi en la parte distal del intestino
[136], la grasa induce 7 horas después de su ingestion, la actividad de la FA soluble en

X Droga parasimpaticomimética que acttia como un agonista selectivo de los receptores muscarinicos del
sistema nervioso parasimpatico.
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plasma asi como la actividad de la FA unida a las particulas que se describen en la luz de
la porcion proximal del intestino.

Trabajos realizados con linea celular con comportamiento similar a células intestinal
(Caco-2), demostraron que la FAi es secretada tanto hacia el lumen como hacia el
plasma [50].

8.3 FAiYCALCIO

En este trabajo de tesis se estudié la interaccién del Ca® con la FAi, pudiendo dicha
interaccion regular el pasaje de Ca®* a nivel de la membrana apical del enterocito. /n vitro
con FAi purificada, el Ca** produce modificaciones de actividad y cambios en el peso
molecular de la enzima. El efecto del Ca®* sobre la actividad de la FAi es bifasico sobre la
enzima soluble sin embargo resultdé ser estimulatorio sobre la enzima anclada a medida
que se incrementé la concentracion de Ca®* en la luz intestinal. Se postula que el Ca** al
estimular FAi, produciria un descenso del pH el cual inhibe la entrada de Ca** por el canal
apical TRPV6.

El transporte de Ca®** ha sido estudiado extensamente y se han descripto varios cationes
(Cd*, Pb*, Cu®, La*, Mn?*, Zn**, Fe®*) que inhiben el pasaje de Ca** a nivel apical [69].
Coincidentemente, se ha descripto la inhibicién de FAi purificada de ternero por paladio
que se asocia con un aumento de la masa molecular. Los datos sugieren que el paladio
interactuaria negativamente en el mantenimiento de la integridad estructural y del rol
catalitico [137].

La interaccién entre Ca** y FA ha sido descripta por otros autores. El Ca®** se une a una
fosfatasa alcalina de 52-kDa del cartilago, previo y durante el proceso de calcificacion
[138]. Esta interaccién ha sido demostrada con enzima purificada del oméplato de
bovinos [55], hallandose que la proteina liga 25 iones Ca®* por mol de proteina, con una
constante de disociacién de 0.31 umoles/L. Sin embargo en este trabajo no se evaluo6 el

efecto sobre la estructura y la funcién hidrolitica de la enzima.

Trabajos realizados con FAi purificada y solubilizada con detergentes a partir de las
microvellosidades duodenales demostraron que el Ca®* inhibe a la enzima en
concentraciones 0 a 10 mM [56]. En este trabajo de tesis se demuestra por dos métodos
que con la enzima purificada a esas mismas concentraciones la FAi es estimulada por el

Ca*, existiendo fijacion del catién en sitios independientes y de igual afinidad. Sin
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embargo a concentraciones mayores a 20 mM la enzima es inhibida por el Ca®** de una
manera no competitiva y acompanada de aumento en la masa molecular. Estos hallazgos
son fundamentados por experimentos realizados por PAGE, Western blot y filtraciéon en
gel [126].

Con respecto al efecto del Ca®* sobre la actividad de la FAi, los resultados son
contradictorios al revisar trabajos previos que relacionan actividad de FAi con presencia
de Ca*. Mientras que Birge SJ et al [54] encontraron que la actividad de la FAi decrece
como funcién de la concentracion de Ca®* en un rango 1-10 mM, Deliconstantinos G et al
[56] hallaron un aumento en la actividad en funcion de la concentracién del catién. Sin
embargo en estos trabajos el mecanismo inhibitorio o estimulatorio no ha sido estudiado,
como tampoco se especifica el grado de pureza de las muestras utilizadas. En los
experimentos descriptos en esta tesis la pureza de la FAi fue demostrada por PAGE y
Western blot, donde una Unica banda a masa molecular de 168+6 kDa fue demostrada al
final de la purificacién. Dos deducciones pueden hacerse, en primer lugar la forma
agregada seria un homopolimero y en segundo lugar la formacién del homopolimero
puede producirse sin la adicién de Ca®*, aunque la presencia de altas concentraciones
del cation aumenta la magnitud de este proceso. En otros trabajos se ha demostrado la
presencia de bandas similares a las descriptas en esta tesis. En ausencia de SDS se han
observado bandas de 140 kDa y 443 kDa, y de 60 kDa en presencia de SDS [139]. Sin
embargo en estos trabajos las bandas se detectaron por tincién del gel y no con
anticuerpo anti-FAi y no se menciona la presencia de Ca®".

En esta tesis también se ha demostrado un efecto bifasico del Ca** sobre la enzima
purificada. Sin embargo este efecto estimulatorio a concentraciones de 0-10 mM e
inhibitorio a concentraciones de Ca®* 20-100 mM es variable y no siempre la enzima ha
mostrado la misma sensibilidad a la presencia de Ca®*". Otros factores desconocidos
podrian interactuar con el Ca®* e influir sobre la sensibilidad de la FAi al Ca®*. Planteamos
que el estado de ayuno, la cantidad de Ca®* de la dieta y la edad de la rata, entre otros,
podrian estar involucrados en la respuesta de la FAi al Ca**.

También se demostré que el Ca®* produce aumento del punto isoeléctrico de la FAI. Esta
modificacion del pl confirma la unién de Ca®* a la FAi descripta a través de los
experimentos de fijaciéon de *Ca®*, y también indica que la unién probablemente no es
llevada a cabo a través de fuerzas electrostaticas, ya que de ser asi la migracién en un
gradiente de pH, hasta el punto de carga neta cero, provocaria liberacién del Ca®*. En
otros trabajos, la FAi fue separada en regiones del gradiente de pH, cada una compuesta
por 3 0 4 bandas. La forma con migracién mas cercana al anodo tuvo un pl 4.65-4.73,
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mientras que para la otra forma se obtuvo un pl de 4.85-4.95. Esta ultima no fue siempre
visible en los isoelectroenfoque de FAi [140]. Un aspecto a tener en cuenta es que en
estos trabajos no se detalla la concentracién de Ca®* de las soluciones utilizadas.

Los experimentos de electroforesis bidimensional indican que simultaneamente con el
aumento del pl de la FAi se observa un aumento de la forma agregada. Sin embargo,
ambas formas en presencia de Ca®* tienen el mismo pl, hecho que estaria indicando que
la unién a Ca®* no produce importantes modificaciones de la estructura de la proteina, en
lo que se refiere a modificaciones de la proporcion de aminoacidos basicos y acidos. La
unién a Ca®* no permite la observacion de otras bandas de migracion en electroforesis en
geles de PAGE, lo cual estaria indicando que no existirian procesos hidroliticos que
eliminen péptidos de la FAi. El mismo pl para “agregado molecular’ y FAi, en presencia
de Ca?*, adiciona evidencia que los agregados serian homopdlimeros. Esta hipdtesis es
también sostenida por el hecho que los experimentos que condujeron a esta conclusion
fueron llevados a cabo con FAi purificada a homogeneidad demostrada por PAGE vy
Western blot.

El revelado de Western blot de FAi tratada con EGTA luego de la exposicién a Ca** 50
mM demuestra que el proceso de agregacion es reversible. Pero no sélo produce la
reconversién de la forma “agregado molecular” a FAi sino también produce un incremento
predominante del “monémero”. Como se muestra en el Apéndice 7.2, el tratamiento con
EGTA produce la quelacién del Ca®*"y el Zn**, dejando concentraciones muy bajas de
Ca?* e insignificantes concentraciones de Zn?*. Sin embargo la concentraciéon de Mg®* no
seria modificada. Luego del tratamiento con EGTA no se recupera la actividad de FAi, lo
cual permite hipotetizar que el Ca** desplazaria al Mg* y/o el Zn** en la estructura
dimérica. Desde otro punto de vista, dado que la concentracion de “monémero” aumenta
luego del tratamiento de Ca®* y EGTA pero no luego del tratamiento con EGTA
solamente, se puede deducir que no es el EGTA el causante del desdoblamiento en
“mondmero” sino que es el Ca®* seria el responsable del fendmeno, posiblemente por

desplazamiento de algunos de los dos iones mencionados.

El tratamiento con EGTA previo a la adicién de Ca®* decrece la actividad de FAi a valores
casi indetectables, probablemente por la quelacion del Zn** y parte del Mg® presente en
la enzima, segun puede deducirse del andlisis de las concentraciones utilizadas y las
constantes de inestabilidad de los complejos EGTA-catién (Apéndice 7.2). Cuando el
Ca** es adicionado a la solucion, la estabilidad del complejo y la elevada concentracion
de Ca®* podria liberar el Mg complejado por el EGTA, efecto que tendria protagonismo
en la recuperacion de la actividad de la enzima y la presentacion del efecto bifasico
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inducido por el Ca**. Dado que la estabilidad del quelato Ca**-EGTA es menor que la del
quelato Zn**-EGTA (constante de estabilidad 1.26x10™ M), la adicion de Ca** a la
solucién no seria suficiente para liberar el Zn®** del complejo. Puede hipotetizarse
entonces que el agregado del EGTA no complejaria el Zn?*. En otros trabajos ha sido
demostrado que la quelacién del Zn**y su eliminacién de la enzima se puede lograr si el
tratamiento se hace en presencia de sustratos de la FAi, indicando que el Zn** de alguna

manera estaria involucrado en la interaccion FAi-sustrato [141].

8.4 Ca**Y MEMBRANA

Las membranas celulares ligan Ca®* con alta afinidad. El transporte vesicular de Ca**
seria sostenido en parte por la unién de Ca?* a las membranas y su transporte a través de
vesiculas. Algunos trabajos sostienen la hipétesis que la mayor cantidad de Ca** se
transportaria a través de vesiculas formadas en las microvellosidades duodenales [142].
La unién de Ca® a la FAI, descripta en este trabajo de tesis y la demostracién de la
presencia de FAi en estado postprandial en el plasma, podrian ser eventos sucesivos de
un proceso de transporte de Ca** a nivel intestinal.

El transporte a través de las membranas depende en parte de la fluidez de las mismas
[143]. Se ha demostrado que el Ca** modifica las propiedades fisicoquimicas de las
membranas [56] de las microvellosidades intestinales de la rata. En estos trabajos se
demostré una disminucién de la fluidez y un cambio en la energia de activacion de las
reacciones de hidrdlisis catalizadas por la FAi. Los resultados se correlacionaron con una
disminucién de la actividad en el rango de concentraciones de Ca** de 0-10 mM. Estos
trabajos fueron realizados in vitro con enzima purificada y con vesiculas solubilizadas e
implicarian una disminucion de la velocidad de reaccion catalizada por la FAi en
presencia de Ca®".

En los trabajos in vitro e in vivo realizados en esta tesis se describen, tanto con enzima
purificada como con enzima ligada a membrana, que a concentraciones de Ca** 0-10 mM
la actividad de la FAi es estimulada por la presencia de Ca?*.

La forma de union existente entre la FAi y la membrana apical del enterocito descripta
previamente contribuye a reforzar el hecho de que la FAi se estimula en funcién de la
concentracién de calcio luminal a concentraciones altas del cation, hecho que difiere de
lo observado in vitro con la enzima soluble. Esto podria deberse a la diferente situacién
en la que se encuentran las enzimas en los experimentos mencionados. En los
experimentos in vivo, al hallarse anclada a la membrana y dentro del microambiente

otorgado por la membrana plasmatica y el glicocalix, la FAi no tendria la posibilidad de
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agregacion molecular. Contrariamente, en los experimentos in vitro los pasos de
purificacion desplazan a la FAi de dicho microambiente. Experimentos donde se pudieran
mantener las condiciones mencionadas no son posibles por la falta de tecnologia
adecuada.

8.5 FAIi IN VIVO

Cuando la enzima se encuentra unida a la membrana de las microvellosidades el efecto
del Ca®* no es el mismo que con la enzima purificada soluble. Experimentos realizados
con intestino aislado in situ demostraron que el Ca®* estimula la actividad de la enzima
ligada a membrana en todo el rango de concentraciones investigadas (1-100 mM) *.
Como era de esperar por la duracibn de los experimentos, las medidas
inmunohistoquimicas de la enzima demuestran que no hay cambios en la expresion de la
proteina.

Dado que en experimentos in vivo, como los descriptos, los procesos de transporte estan
activos, podria sospecharse que la concentracién de Ca®* sobre la membrana no sea
idéntica a la hallada en el seno de la solucién. La quelacion con EGTA del Ca® a cortes
histolégicos de duodenos de ratas normales y la posterior exposicion a concentraciones
precisas de Ca®* seria prueba a favor que el Ca®*tiene un Unico efecto estimulador sobre
la enzima anclada, a diferencia del efecto bifasico observado en solucién con la enzima
purificada.

Los resultados hallados en esta tesis parecen ser opuestos a los hallados por otros
investigadores [144]. Fournier et al, describe en ratas que tienen alta absorcion de Ca*,
un importante aumento de la actividad de FAi en el ileon, sin el aumento de otras
enzimas de las microvellosidades, como son la maltasa, invertasa y leucilaminopeptidasa.
El estrés oxidativo puede alterar el transporte de Ca** a nivel intestinal [97]. Al parecer el
estrés oxidativo modificaria la accién de enzimas de membrana como son la FAi y la
Ca**-ATPasa.

El transporte de Ca®* parece estar asociado al transporte de azlicares y a su fosforilacion,
con fosfatos proveniente de la hidrélisis de ésteres por parte de la FAi. La inhibicion de
FAi por Pi decrece la absorcién de Ca?*. La floridzina, inhibidor del transporte de gltcidos

inhibe parcialmente el transporte de Ca* [145]. El fosfato, inhibidor de FAi, inhibe tanto el

X! El rango de concentraciones estudiadas fueron seleccionas tomando como modelo el trabajo de Bronner, J
Cel Biochem 2003 [62] y en funcién de la ingesta de calcio de las ratas como se detalla a continuacion.
Considerando que un rata adulta ingiere 21 gramos de alimento (dieta normocélcica entre 0.9-1.2 g%) y bebe
24 ml de agua y suponiendo ingesta de agua y alimento y disolucién simultanea, podria esperarse una
concentracion de calcio maxima entre 193-258 mM. Si bien estos valores son mayores a los estudiados

Laboratorio de Biologia Osea y Metabolismo Mineral 94
Facultad de Ciencias Médicas - UNR



DISCUSION

transporte dependiente como el independiente de gllcidos. Sin embargo la L-fenilalanina
no inhibe ninguno de los dos tipos de transporte.

Es conocido que el descenso del pH modifica la actividad del canal de Ca** TRPV6 [69],
asi como que el transporte activo transcelular de Ca** es inhibido por la acidificacion del
medio apical en cultivos primarios de células CNT y CCD de conejo [146].

La FAi hidroliza ésteres monofosféricos y produce un descenso del pH de la solucién. La
presencia de componentes del glicocalix con carga negativa permite suponer una funcién
como buffer o regulador de pH, por lo cual las variaciones observadas en los
experimentos de sacos evertidos duodenales podrian verse influenciadas por la misma.
Sin embargo en nuestras condiciones experimentales la estructura del glicocalix no fue
modificada por lo cual si bien existe la posibilidad de participar como buffer, la misma es
idéntica en todos los grupos siendo la diferencia de pH observada dependiente de la
concentracién de calcio luminal.

En esta tesis se estudi6 la asociacion entre Ca®, actividad de FAi, pH luminal y
transporte de Ca®. Estos estudios se realizaron con dos modelos experimentales:
intestino aislado in situ y sacos duodenales evertidos. Si bien el segundo modelo esta
mas alejado de las condiciones fisiolégicas que el primero, fue necesario utilizarlo como
complemento, ya que ofrece la posibilidad de llevar a cabo mediciones del pH del espacio
luminal y determinar las concentraciones de Ca®* del espacio luminal y seroso con mayor
precision que el intestino aislado in situ. Contrariamente, la manipulaciéon y preparacion
de los sacos duodenales evertidos hacen que los cortes histolégicos no sean de la
calidad necesaria para realizar determinaciones histoquimicas en comparacién con los
cortes histolégicos obtenidos a partir de intestino aislado in situ. Esta diferencia
observada en el tejido es seguramente consecuencia de la irrigacién sanguinea que esta
presente en este Ultimo modelo y ausente en los sacos duodenales evertidos. La falta de
irrigacion, privaria de una nutricion adecuada al tejido aunque los buffers utilizados

tengan nutrientes para mantener la viabilidad celular.

En esta tesis se ha demostrado que el Ca®* produce activacién de FAi ligada a
membrana, evento que se correlaciona con los mayores descensos de pH observados al
aumentar la concentracién de Ca**, fendémeno comprobado a través de sacos duodenales

evertidos. Simultdneamente, con concentraciones de Ca®* 50 y 100 mM se alcanza un

debemos tener en cuenta que los célculos son una sobreestimacién debido a que no se consideraron las
secreciones y el proceso absortivo.
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valor limite en el pH luminal, evento que se correlaciona con la llegada del transporte de
Ca®* a un valor cercano al limite. Si bien en las condiciones experimentales el Ca** podria
precipitar como Cas(PQ,)., el efecto de esta precipitacién sobre la fraccion de absorcion
es despreciable. Por lo tanto, la disminucién de la fraccion de absorciéon no se deberia a
las variaciones del fosfato luminal.

También se ha comprobado que inhibiendo la FAi el descenso de pH es
significativamente menor, hecho que se relaciona con una mayor absorcion de Ca* en
todas las concentraciones estudiadas. Por lo tanto se plantea que la FAi actuaria como
un sensor de la concentracién de Ca®* luminal, evitando la entrada masiva del cation al
organismo.
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1. La FAi purificada obtenida del intestino de la rata liga aproximadamente 8 iones
Ca**/mol de FAi con una constante de afinidad de 19.148.4 mM™". La FAi se estimula
cuando la concentracién del cation es menor a 10 mM. Cuando la concentracion supera
20 mM, el Ca* se liga a la FAi pero no sigue el modelo descripto. A estas
concentraciones se observa un efecto inhibitorio, acompafnado de agregacion molecular.

2. In vivo, la presencia de Ca®* aumenta su actividad siguiendo una relacion directa con la
concentracion de Ca®* hasta 100 mM. Los modelos utilizados no permiten demostrar si la
agregacion de FAi inducida por el Ca®* esta presente también in vivo.

3. Los experimentos detallados en esta tesis, permitirian inferir que la FAi actuaria como
un sensor de la concentracion de Ca®* luminal, evitando la entrada masiva del cation al
organismo. Un aporte alto de Ca®* estimularia la FAi de membrana, generando descenso
del pH luminal que inhibiria el canal TRPV6 y asi limitaria la entrada del cati6n. Por otra
parte también se puede hipotetizar que el descenso de pH actuaria negativamente sobre
la actividad de la FAi, cuyo pH optimo es 9.8, frenando el proceso desencadenado
(Hustracion 44).

4. E| fosfato no seria el responsable de la menor absorcién de Ca®* a medida que se

incrementa la concentracién de Ca?* luminal.
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llustracion 44. Hipétesis del rol de la FAi.
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Abs Rel: absorbancia relativa

ACF: adyuvante completo de Freund
ADN: &cido desoxiribonucleico

AEC: 3-amino-9-etilcarbazole

AlF: adyuvante incompleto de Freund
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
Anx: anexina

APSB: buffer Tris 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM pH 9.5
ARNm: &cido ribonucleico mensajero
Ba®*: bario

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
Ca’*: calcio

Ca3(P0O,),: fosfato de calcio

CaM: calmodulina

CBP: calbindina

Cd**: cadmio

Cu®*: cobre

CV: coeficiente de variacion

DAB: 3,3'-diaminobenzidina

DAG: diacilglicerol

DEA: dietanolamina

DFAIII: difructosa anhidrido Il

DFAIV: difructosa anhidrido IV

EGTA: etilenglicol-bis(2-aminoetileter)*N,N,N",N"-&cido tetraacético
ERK: Extracellular Signal-Regulated Kinase
FA: fosfatasa alcalina

FAh: fosfatasa alcalina hepatica

FAi: fosfatasa alcalina intestinal

FAo: fosfatasa alcalina 6sea

FAp: fosfatasa alcalina placentaria
FAr: fosfatasa alcalina renal

Gd*": gadolinio

HA: hidroxiapatita

IEF: isoelectroenfoque
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IOD: densidad éptica integrada
IP3: inositol 1,4,5-trifosfato

La*": lantano

MFP: monofluorofosfato de sodio
Mg®*: magnesio

MgCl,: cloruro de magnésio

ms: milisegundo

Na*: sodio

NaF: fluoruro de sodio

NCX: intercambiador Na*/Ca**
PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida
Pb?*: plomo

PBS: buffer fosfato salino

Pi: fosfato

pl: punto isoeléctrico

PKA: protein kinasa A

PKC: protein kinasa C

PMCA1b: bomba Ca**-ATPasa
pNF: p-nitrofenol

pNFF: p-nitrofenilfosfato

PPi: pirofosfato inorganico

PTH: parathormona

Rf: relacion de frente

s: segundo

SDS: dodecilsulfato sédico

Sr?*: estroncio

TRPV: canales epiteliales de Ca®*
VDR: receptor de vitamina D

Zn?*: zinc
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