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Robison en el afio 1923, identificé un fermento que actiia sobre
los esteres fosiéricos, y por un mecanismo de hidrdlisis libera dcido
fosférico. Esta enzima por su accidn recibié el nombre de fosfatasa.

Robison la puso en evidencia en el tejido dseo, pero posterior-
mente se le ha encontrado también en el higado, rifién, mucosa in-
testinal, etc., y finalmente en la sangre, donde primero Kay, v luego
Bodansky han ideado métodos de dosificacidén que permiten deter-
minar cuantitativamente el fermento; yva sea en plasma (Kay) o en
suero sanguineo (Bodansky).

En estudios posteriores s han determinado los factores que in-
tervienen en la accidén de la fosfatasa y que resumimos a continua-
cién: en lo referente al pH, para la fosfatasa sanguinea, operando
con sustrato formado -por B glicerofosfato de sodio, adicionado de
una solucion tope, el pH 6ptimo varia entre 8,8 v 9,1 (Kay y Roche);
para la fosfatasa renal el valor es de 9,9 (Akasawa); para la fosfo-
tasa 6sea 8,2 (Martland y Robison); para la fosfatasa de gldbulos
rojos 6 (Roche y Latrille).

Otro factor estudiado por Kay es el efecto de los iones Mg; a
concentraciones bajas el Mg se comporta como activador de la fos-
fatasa, mientras que a mayores concentraciones tiene una accidén
claramente inhibitoria.

Son débilmente activadores los iones Ca, y presentan muy es-
casa actividad los iones K, Na y Cl. Es inhibidor el ién F atn en
bajas concentraciones. '

En el transcurso de nuestras experiencias tendientes a poner en
evidencia otros agentes inhibidores v activadores de la fosfatasa
sanguinea, hemos constatado una clara accidén inhibitoria ejercida
por la vitamina B; administrada en inyecciones subcutdneas a co-
bayos, conejos y perros.

Hemos usado la solucidén de clorhidrato de vitamina B,, sintética
cristalizada, que circula en el comercio con el nombre de Benerva
Y que nos proporciond gentilmente la casa Roche.

Esta vitamina que corresponde al grupo de las hidro-solubles,
tiene una molécula formada por un nucleo pirimidinico y un anillo
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o ciclo de tiazol, lo que demostré Williams en 1936, v confirmaron
luego, Windaus en el mismo afio, Andersag y Westphal con la pri-
merc sintesis, y ultimamente Todd en 1937, que publicé su método
de sintesis con el que aclard definitivamente la estructura de esta
vitamina. Su formula es:
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PARTE PRACTICA

Hemos usado cobayos adultos, a los cuales les exirajimos san-
gre por puncién cardiaca, en el suero sanguineo de estos cnimales
determinamos la actividad fosfatica. Luego les inyectamos por via
subcutdnea 0,25 centimetro cibico de solucion de clorhidrato de vi--
tamina B;, lo que corresponde a 0,5 de miligramo.

Luego de inyectados se dejan los animales 24 horas en las con-
diciones habituales inclusive su alimentacidn. Se hace entonces
nueva puncion cardiaca y en el suero se determina de nuevo la ac-
tividad fosfatica, observdndose en este momento disminucion de di-
cha actividad, lo que no sucede con los animales testigos, que han
sido sometidos a las mismas operaciones, excepto la inyeccién de:
vitamina. : i

La accidn inhibitoria descrita, la hemos logrado también traba-
jando sobre la fosfatasa sanguinea de los perros, usando para eso
la solucién concentrada de 5000 unidades de clorhidrato de B;
por c. c. . i

En perros normalmente alimentados, hacemos una extraccion
de sangre, en cuyo suero determinamos la actividad fosiatica. In-
yectamos luego por via subcutdnea 1 cc. de Benerva Forte Roche;
a la media hora extraemos sangre nuevamente y determinamos en
el suero la actividad fosfédtica. Hacemos una nueva toma a la horg,
otra o las 24 horas y otra a las 48 horas.

En los conejos los valores siguen el descenso observado, como
ge ve en la parte experimental. '

RESULTADOS OBTENIDOS

Cobayoe N€ 1. Valores hallados antes de la inyeccidn.

Férforo inorgénico ........ 6,94 mgrs. % |
Fosfore: 10Kk, .iccusas shani 9,56 - . o Y Tnidedes: 1,88

YT S o) e POl e S et Sl 67 it R
Valores despues de la inyeccidn.
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Fosfore  inorgénico . L2020 L 7,04 mgrs.
Edsioto tintal Ghr el s tek ) B 20
Toglige ;v cvipoiss s o, 073
Cobayo N 2. Antes de la inyeccion.
TOMHorD HIGITANICO o v enicn v 5,87 mars.
Pesforas lafalier =oaie 0 o B0
1T e oy St s PR S SRR (23
Después de la inyeccién.
Fésforo inorgdnico ......... 6,06 mars.
Eorfora sdatol L Ll v it
S et o M e SRS e e Bag: e
Cobayo N© 3. Valores antes de la inyeccién.
Fésforo inorganico ......... 5,98 mars.
Baslore lotal i, v e genimie AT
ST fo o rs Rl s S SR AR S Y06y oM
Después de la inyeccidn.
Posforo’ tnorgdnico v i . 5,80 mgrs
Eosiaoroisfolagl - ol da bt i oo i bl e
e e o e M S e 1,06 i 4
Perro N° 1. Antes de ihyectar.
Faslore dnorganico: i ins 6,26 mgrs.
Fosfatasa ......ceevvivess iRt c P
I3 lm oy g Pl kAL e trazas

Media hora después de inyectar.
Fésforo inorganico™......... 4,68

e s R O e O R e T 8,40
24 horas después de inyectar. .

Fésiare inorgdnico ... .:is.. 4,74

Fosloiasen o ot o e 9,32

48 horas después de inyectar.

Fésforo inorgdnico ......... 3,54
Foslertise s iitaaanan fas it s 8,16

Perro N? 2. Antes de inyectar.

Fosforo inorgdmico "..... ... 5,60
Fosfolasg: it Gy aiy 11,64

Media hora después de inyectar.

Fosforo inorgénico ......... S
Pastatosa  cois Sail s 9,00

1 hora después de inyectar.

Edsore inorganical. s ., 5,68
5eYshdn o o o BRR G IRC R s R S 9,56

Perro N° 3, Antes de inyectar.
Fésforo inorganico ......... 3,60
e § la LTa et IOl N SR N 9,08

Media hora después de inyectar.

Fésforo inorgénico ......... 3,26
Fosfatdasea T Sl oo o o T
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1 horas después de inyectar.

Fosforo inorgénico ......... 264 mars. % § Unidades: 4.80
e R oLt Ty »

Cenjo N° 1. Antes de inyectar 1 cc. de clorh. de B,.

Fésforo inorgdnico ......... 510 mgrs. % § : :

L T e N S 8.4 0" § Haidagse! © 8,30
Media hora después de inyectar.

Fésforo inorgénico ......... 4,90 mgrs. % § ; :

Faslalaea  coivirsaedi s T R e S
Una hora después de inyectar.

Eostalrsa sivi i s Fibals e S e 5

Fosfore inorganico +........ 530 mgrs. % § Unidades: 2,20

Para la determinacidn de la fosfatasa hemos usado la técnica de
Bodansky. Por esta técnica se hacen dos determinaciones de fosfato
inorgdnico; una directamente en el suero, que nos revela la cantidad
preexistente en el suero, y la segunda se hace luego de incubar el
suero cno el sustrato, durante 1 hora en un bafio de 37°. Si llama-
mos A la cantidad de fosfato total, después de la incubacién, y B
la cantidad preeixstente en el suero, la” diferencia entre A-B nos
da la cantidad de fosfato liberado, es decir la actividad fosfatdsica
del suero.

La técnica de dosificaciéon de fosfato inorgdnico es la de Kuit
ner y Lichtenstein, modificada por Bodansky, en la que se adiciona
al fosfato 4 cc. de reactivo molibdico v 1 cc. de cloruro estafioso di-
luido. Se produce una coloracién azul que se compara al colori-
metro con la solucién tipo de fosfato, la altura leida la transforma-
mos en fosfato, por lectura en la tabla confeccionada por Bodansky.

Admds como el sustrato libera espontdneamente en la incuba-
cién, pequefias cantidades de osfato, ponemos un tubo con sustrato
sin suero, para restar esta cantidad, a la total liberada por el fer-
mento.

Hemos trabajado con la solucién de vitamina B; in vitro, es
decir adiciondndola al sustrato en el momento de incubarlo con el
suero, v en estas condiciones no hemos observado ninguna accién
inhibidora.

La interpretacion de los hechos descritos, nos lleva a admitir
una intervencion importante de la vitamina B; en el equilibrio en-
zimdtico.

Fosfatasa = Fosforilasa

comportdndose como activador de los fendmenos de fosforilacion.

Como confirmacién de nuestro punto de vista encontramos la
fosfaturic que se observa en la avitaminosis By, vy por ultimo un
trabajo pde Kick, Sure y Buchanan (Am. J. Digestive Diseases Nu-
trition. 3.490-2. 1936) que han encontrado en la avitaminosis B; un
apreciable aumento en la concentracion de la fosfatasa del suero.
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CONCLUSIONES

1° La vitamina B; por via subcutdnea se comporta como inhi-

bidora de la fosfatasa sanguinea.

2° In vitro la vitamina B; no presenta dicha actividad.

3° De los resultados obtenidos puede deducirse como suges-
tidn, que la vitomina B; es probablemente un agente activador de
los procesos de fosforilacion,

TRABAJO DEL DEPARTAMENTO DE NUTRICION,
ALIMENTACION Y VITAMINOLOGIA DEL
MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
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