Interaccion calcio-fosfatasa alcalina intestinal de rata in vitro e in vivo

La fosfatasa alcalina intestinal (FAi) es una enzima del borde en cepillo del enterocito. En estudios in vitro
con FAi purificada se demostré fijacién de calcio a la enzima con modificaciones funcionales y estructurales.
Su presenta un efecto bifasico en funcién de la concentracién de calcio, con incrementos de la misma a
concentraciones menos a 10 mM e inhibicién no competitiva cuando la concetraciéon es mayor a 20 mM.

La reversibilidad del efecto de calcio y el proceso de agregacion es desconocida. El punto isoeléctrico de la
enzima era més alto en la presencia de calcio, pero era el mismo para la enzima y la forma agregada. El
tratamiento con EGTA después de la adicion de calcio no restauré la actividad enzimatica, pero produjo
desagregacion de la enzima y el aumento de las subunidades de FAi, por lo que se estima que el calcio
podria ser requerido para la accién de la enzima o estar involucrado en la estabilidad de la estructura del
dimero.

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 observd el efecto bisfasico
hallado in vitro, sino que el Ca produjo estimulacion a medida que la concentracion del cation fue mayor.
Debido que en el modelo de intestino aislado el proceso de absorcion se encuentra en funcionamiento y por
ende las concertaciones de Ca se modifican a lo largo del experimento se debié confirmar este hallazgo.
Para ello se emplearon duodenales sin exposicion al Ca, los cuales fueron incubados con EGTA para quelar
el posible Ca presente proveniente de la dieta y se realizé la determinacion histoquimica de la actividad de
FAi empleando 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato como sustrato en presencia de diferentes concentraciones
de Ca. Los resultados obtenidos de este experimento mostraron el mismo patrén que los experimentos de
intestino aislado, lo cual confirma que el efecto del Ca sobre la FAi es diferente segun la localizacién de la
enzima: purificada o libre, o anclada a membrana.

Estos datos sumado a que la FAiI modifica su expresion de acuerdo a los niveles de vitamina D hacen
sospechar que podria actuar en el mecanismo de absorcién del calcio (Ca). La IAP hidroliza éster
monofosforicos generando fosfato y protones y existe evidencia de que la disminuciéon del pH del lumen
intestinal modificaria la actividad de los canales de Ca.

Se realizaron experimentos de sacos duodenales evertidos a fin de determinar el pH y la absorciéon de Ca en
funcion de diferentes concentraciones de Ca luminal (1, 10, 50 y 100 mM).

Se observé un aumento significativo de la actividad de la enzima en la membrana a partir de 10 mM Ca2+.
(IOD = OmM: 0.38+0.09; 1 mM: 0.38+0.11; 10 mM: 0.52+0.12; 50mM: 0.48+0.15; 100 mM: 0.50+0.09). Los
resultados de expresién de IAP 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
expresion. Se observd un descenso significativo del pH en soluciénM de los grupos con 10, 50 y 100 mM
(pH= 1 mM: 7.33+0.05; 10 mM: 7.10+0.03; 50mM: 6.64+0.09; 100 mM: 6.59+0.06). La fracciéon de absorcién
disminuy6 a medida que se incrementd la concentracion de Ca2+ (porcentaje de absorcidbn = 1 mM:
81.67£5.15; 10 mM: 48.66%4.11; 50mM: 26.96+4.27; 100 mM: 19.08+9.27). Se concluye que la fraccion de
absorcién de Ca2+ disminuye paralelamente al descenso de pH. Estos resultados fortalecerian la hipétesis
que el pH regularia la entrada de Ca2+ por via transcelular y la IAP seria sensora de las concentraciones de
Ca2+ luminal e impediria el ingreso de cantidades toxicas del catién al enterocito.



