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1. OBJETO DEL TRABAJO



La absorcidn intestinal de no electrolitos se realiza
mediante mecanismos de transporte activos y pasivos.
Durante mucho tiempo se ha venido prestando especial
atencifén a los mecanismos de transporte activo, utili-
zando sobre todo, técnicas "in vitro", cada dia m&s
sofisticadas. Sin embargo, sdélo en los iltimos anos

se ha empezado a estudiar la participacidn cuantita-
tiva delambos tipos de mecanismos en la absorcidn

"in vivo", utilizando animales adultos.

Dado que, a lo largo del crecimiento, se producen
cambios morfoldgicos y fisioldgicos en los animales,
nos ha parecido interesante eétudiar la participacidn
de los distintos mecanismos en la absorcidn de azfcares
por animales de diferentes edades, tanto en el yeyuno
como en el ileon, asi como la influencia de la-concen—
tracién de sodio en el medio de perfusidn, intentando
establecer, si lo hay, distinto papel en la fisiologia

de la absorcidn de dichos tramos intestinales.

Otro punto interesante, objeto de nuestro trabajo, era

el estudiar si el sustrato-rgque se absorbe por mecanismos



pasivos, lo hace exclusiva o principalmente por ruta
transcelular o si em parte por ruta paracelular a

través de las uniones estrechas.

Por ﬁltimo,ly dado gque la absorcidn es un fendmeno de
superficie, se estudiari la morfologia de las micro-
vellosidades intestinales del yeyuno e ileon de los

animales utilizados.



2. PARTE TEORICA



2.1. ESTRUCTURA DEL INTESTINO DELGADO

2.1.1. MORFOLOGIA

El paso de sustancias desde el intestino a la sangre,
denominado absorcidén, se debe a la existencia de fuer-
zas fisicoquimicas, pero tambi&n intervienen fenémenos
selectivos que tienen su origen en la actividad especi-

fica de la cé&lula del intestino.

El intestino delgado abarca desde el piloro hasta la
extremidad proximal del intestino grueso en la vé&lvula
ileocecal, dividiéndose en tres tramos, gue en direc-
cidn caudal se denominan : duodeno, yeyuno e ileon. El
duodeno, denominado a veces casquete o bulbo duodenal,
tiene su comienzo en la v&lvula pildrica terminando po-
co después del punto en que vierten sus secreciones el
higado y el pancreas y tiene forma de herradura alrede-
dor de la cabeza del pancreas, siendo’la porcidn del
intestino que recibe el impacto del contenido &cido del
estémago. La unidn del duodeno con el intestino grueso
recibe el nombre de ligamento de Treitz y a partir de
este punto se inicia el yeyuno que representa los dos
guintos de la longitud del intestino delgado y los Gl-

tiros tres quintos corresponden al ileon, sin que



exista una frontera anatbémica definida entre los dos
puntos. La vdlvula ileocecal marca el punto donde el

ileon termina en el colon.

Para llevar a cabo la absorcifén, el intestino delgado
presenta una estructura anatdmica especializada que
facilita la misma. La absorcidn requiere una amplia su-
perficie epitelial, ya gque es a través del epitelio de
la mucosa que estd funcién tendr&d lugar. La longitud
del intestino delgado ayuda a lograr dicha superficie
pero necesita alin mayor area que se consigue mediante
unos pliegues circulares denominados valvulas conni-
ventes o de KERCKRINE que se extienden circularmente
sobre toda la superficie interna del intestino delgado.
A. su vez, la superficie de la mucosa que recubre los
pliegues y la situada entre los mismos presenta peque-
flas proyecciones llamadas vellosidades intestinales.
Finalmente la superficie de absorcidn alcanza un miximo
gracias a la presencia de microvellosidades en las su-
perficies libres de la c&lulas encargadas de realizar

la absorcidn. (Fig.l).



FIGURA 1

MORFOLOGIA DEL INTESTINO DELGADO
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2.1.2. HISTOLOGIA

Desde el punto de vista histol&gico, la pared intes-
tinal estd@ constituida por cuatro capas desde dentro

hacia el lumen: serosa, muscular, submucosa y mucosa.

La serosa es una membrana de tejido conectivo que se
continua con el mesenterio y que recubre la cavidad
abdominal. El mesenterio estd constituido pér una mem-
brana de tejido conectivo unido a la linea media de la
pared abdominal que sirve de soporte de los intestinos,
entre las dos capas de mesenterio pasan los vasos san-

guineds, linf&ticos y nervios.

La muscular consta de dos capas de musculatura lisa, una
capa exterior de fibras longitudinales y otra interior
de fibras circulares, entre las dos capas hay muchas
células ganglidnares y una red de fibras nerviosas, el
plexo mient&rico de Auerbach, gque consta de fibras deri-
vadas de nervios simpéticos y parasimpdticos y contiene

las terminales de estos filtimos.

La submucosa formada por tejido conjuntivo laxo. Los va-

sos sanguineos mayores penetran desde el mesenterio, se



subdividen y forman un rico plexo vascular gue emite
ramificaciones, las cuales penetran en la mucosa. Dicho
plexo se denomina de Meissner y estd compuesto de fibras
simpdticas postganglionares, junto con algunos ganglios
que constituyen probablemente terminales de nervios
parasimpdticos y gl&ndulas de Brunner secretoras de mu-
cina alcalina gque contiene el presursor de un enzima
que actfia especificamente sobre los enlaces peptidicos

. en que interviene la lisina,-siendo activado por el

&cido clorhidrico.

La mucosa consta de tres capas: epitelial, ldmina pro-
pria y la muscularis mucosae. La l4mina propria esté
constituida por tejido conjuntivo con coldgeno, fibras
reticulares y eldsticas y una considerable proporcién
de tejido linfatico que puede estar distribuido difu-
samente 0 agrupado en masas linfoides definidas; inter-
calado con estos tejidos estd el tejido glandular del

epitelio.

Muchas de las c&lulas epiteliales estan adaptadas a
funciones especiales; algunas estan destinadas a la
absorcidn y tienen microvellosidades, otras son secre-
toras y contienen gré&nulos o se presentan en forma de
células caliciformes, tanbién hay células enterocroma-

fines que contienen 5-hidroxitriptamina.



Casi toda la superficie del intestino delgado estd cu-
bierta por millones de pequeflas vellosidades (superfi-
cie de la valvula connivente). La altura de las vello-
sidades es de 0,5 a 1,5 mm, encontréndose cerca de 10

a 40 por mmz. Es en la primera porcidén del intestino
delgado donde estan més prbximas y luego estan més es-
paciadas, aumentando diez veces la superficie de absor-

cién.

En las vellosidades constituye una gran ventaja la dis-
posicidn del sistema vascular para la absorcién por via
sanguinea y la del quilifero central para la absorcidbn
por via linfatica. Entre las vellosidades estan las
criptas de Lieberkiihn que penetran unos 0,5 mm dentro
de la submucosa, las células del fondo de la cripta o
células Paneth estan repletas de una masa densa de gra-
nulos secretores aciddfilos y también hay algunas cé&lu-

L]

las caliciformes.

El epitelio de las vellosidades se caracteriza por ser
dindmico, asi los distintos tipos de células que lo cons-
tituyen provienen de una célula madre o c&lula cilindri-
ca situada en la base de la cripta y debido a su gran
capacidad mit6tica da origen a los cuatro tipos celu-

lares de las vellosidades. Las células Paneth no abando-
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FIGURA 2

ESQUEMA DE UNA CRIPTA DE LA MUCOSA INTESTINAL
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nan la base de la cripta, mientras que las otras emi-

gran hacia las puntas de las vellosidades o wvilli.

La base de las criptas estd constituia por un nGmero
aproximadamente igual de cé€lulas cilindricas y células
Paneth intercaladas, ademids de un nlmero menor de cé&-

lulas enterocromafines y c&lulas en copa o Goblet.

Las cé&lulas cilfndricas de la cripta tienen poco cito-
plasma, presentando pocas mitocondrias y un pequefio
aparato de Golgl, pero estan llenas de ribosomas libres
lo que indica gue se encuentran en un estado relativa-

mente indiferenciado y con gran intensidad de divisidn.

Por su parte, las c€lulas Paneth presentan muy desarro-
llado el reticulo endoplédsmico y el aparato de Golgi,
distinguiéndose histologicamente por su citoplasma ba-
s6filo y sus grandes gr&nulos intracitoplasmidticos. No
suelenlobservarse en estado mitdtico y en raras ocasio-
nes se extienden hacia las paredes laterales de la crip-
ta, constituyendo células secretoras de mucus y de en-

zimas tipo peptidasas y lipasas.

Las cé&lulas enterocromafines representan aproximadamente

el 1% de las cé&lulas de las criptas, con un vértice
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estrecho y una zona basal repleta de gré&nulos densos,
siendo algunas productoras de serotonina y de hormonas

intestinales como la colecistocinina.

Las c€lulas Goblet o en copa estan distribuidas en las
criptas y en los villi, tienen una funcidn secretora de
mucus y contienen numerosas vacuolas y el nficleo esté&

situado en su parte basal (HAM 1977).

2.1.3. ULTRAESTRUCTURA DEL ENTEROCITO

En los villi el 90% de las cé€lulas son enterocitos o
c€lulas absorbentes, cilindricas y altas, con un grue-
so borde en cepillo constituido por miiltiples microve-
llosidades con una longitud media de 0,75-1,5 nm
(CURRAN 1963, HAUBRICH 1959, SHEARMAN 1962), con lo que
se aumenta la superficie absorbente de la cé&lula de 14
a 30 veces. Estudios inmunoqufmicos han permitido lo-
calizar disacaridasas en el borde en cepillo (DOELL 1965).
El ¢itoplasma de estas células es abundante y con mu-
chas mitocondrias cerca del borde en cepillo, presen-
tando un reticulo endopldsmico rugoso y un aparato de
Golgi bien desarrollado cuando dichas células se hallan
en la base de las vellosidades, pero a medida gque se

aproximan a la punta de la vellosidad se va haciendo
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FIGURA 3

ESQUEMA DE UN ENTEROCITO SEGUN TRIER Y RUBIN (1965).
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FOTOGRAFIA 1

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE UN ENTEROCITO DE
YEYUNO DE RATA DE 18 MESES. SE MUESTRAN TRES
ENTEROCITOS CON SUS MICROVELLOSIDADES Y LAS

UNIONES INTERCELULARES (X 17.430)
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menos manifiesto.

Las uniones intercelulares desempeflan un papel de par-
ticular importancia en los tejidos epiteliales que re-
cubren la superficie del cuerpo y revisten sus cavida-
des. Asi las células epiteliales del intestinoc delgado
absorben selectivamente los nutrientes y los transportan
a través de su citoplasma para poder penetrar en el
torrente circulatorio. Este sistema de transporte seria
francamente ineficaz si los nutrientes absorbidos por
las cé&lulas fueran de nuevo filtrados hacia la luz in-
testinal por los espacios intercelulares y asi se impi-
de el paso de moléculas a través del epitelio gracias

a las denominadas uniones estrechas o herméticas que
fueron descritas por primera vez por FARQUHAR en 1963,

denomindndolas "zonulas occludens".

En la regidn correspondiente a una unidn estrecha las
membranas plasmdticas de dos c€lulas epiteliales adya-
centes parecen fusionarse formando una regidn de Inti-
mo contacto que constituye un aro que cifie a cada cé-
lula. Estas uniones se caracterizan por una red de
crestas en la cara de media membrana citoplasmdtica y
otra de hoyos complementarios en la cara de la media

membrana externa. Las crestas de la unidén estrecha
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estan compuestas por dos filas de particulas fuerte-
mente unidas contribuyendo cada una de las membranas
plasmdticas adyacentes con la aportacidn de una fila

de estas particulas. Estas filas de partfculas entran
en contacto mutuo, frente a frente,como si se formara
~una cremallera modificada que mantiens tan pr&ximas las
dos membranas que el espacio intercelular se halla obli-
terado. En consecuencia, las particulas forman lineas
de unibn(hebras de cierre) que bloguean fisicamente el
paso de moléculas a travé€s del epitelio. En el intesti-
no delgado existe una red poligonal de interconexiones

regulares.

La adherencia de las cé€lulas se mantiene mediante unio-
nes de conjuncidn denominadas desmosomas existiendo dos
tipos: de banda y puntiformes. El desmosoma de banda
forma una franja que une a las células epiteliales ad-
yancentes en la regidn inmediatamente inferior a la
unidn estrecha. En esta zona de unidn el espacio in-
tercelular estd lleno de un material filamentoso fino.
Los filamentos asociados con el desmosoma de banda tie-

nen unos 70 A de di&metro.

Los desmosomas puntiformes descubiertos en 1954 por

PORTER constituyen puntos de contacto en forma de botén

- 17 -



FOTOGRAFIA 2

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE UNA UNION ENTRE
ENTEROCITOS DE YEYUNO DE RATA DE RATA DE

18 MESES MOSTRANDOSE VARIOS DESMOSOMAS
(X 44.200)



FIGURA 4

DISTRIBUCION DE LAS UNIONES EN EL EPITELIO

DEL INTESTINO DELGADO.

1. unidén estrecha o hermética

2. filamentos finos

3. desmosomas de banda ot
4, red terminal o de adherencia

5. microfilamentos centrales

6. desmosomaé puntiformes

7. uniones con hendidura

8. hemidesﬁosomas

9. tejido conectivo

10, tonofilamentos
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entre las membranas plasmiticas de las células adya-
centes de distintos niveles. En el interior del desmo-
soma puntiforme las dos membranas celulares adyacentes
son estrictamente paralelas y estan separadas por un
"espacio de 300 A de anchura relleno de material fila-
mentoso. En la superficie plasmdtica hay una placa en
forma de disco a la que se hallan conectados unos fila-
mentos de 100 A de di&smetro denominados tonofilamentbs
que forman un armazdn estructural que resiste bien 1la
tensidén. Hay un manojo de tonofilamentos gue se ori-
ginan en la profundidad del citoplasma y que forman:un
bucle al atravesar las placas de los desmosomas punti-
formes y otros pasan paralelos a la placa. Hay filamen-
tos mds finos que surgen de las propias placas y se pro-
longan desde la célula hacia el espacio intercelular
donde entran en conexidn con el estrato central en una

disposicidn alterna (FARQUHAR 1963, FAWCETT 1962).

Otro tipo de uniones son las uniones en hendidura gque
presentan unas caracteristicas estructurales propias,
asf se ha visto que el espacio intercelular se estrechq
de su anchura normal, gue son unos 250 A hasta unos 30 A
constituyendo puntos de unidén de baja resistencia elé&c-
trica que permiten que pase el cambio de voltaje de unas

células a otras y son las que sincronizan las contrac-



ciones de las células de mfisculo liso responsables de
los movimientos peristdlticos del intestino. Estas
uniones estan constituidas por seis subunidddes de na-
turaleza proteica en forma de palanqueta que se reunen
formando una estructura cilindrica de unos 70 A de dia-
metro con una simetrfa hexagonal y un canal central

(STAEHELIN 1978).

Los hemidesmosomas © semidesmosomas constituyen uniones
adherentes que sirven como.lugares de anclaje de los
manojos de tonofilamentos pero no unen células adya-
centes sino cé&lulas epiteliales individuales con la
matriz del tejido conectivo subyacente, impidiendo asi
que se separen las dos capas (Fig. 4)

Parece ser que la principal funcién de. la red terminal
en los enterocitos es estabilizar la superficie de la
célula (PALAY 1959%a, 1959b) y esto se demuestra por su
capacidad de resistir fuerzas mecdnicas y osmSticas

(MILLER 1961).

La diferenciacién en células absorbentes tarde de 36
a 72 horas en la rata (LEBLOND 1958). Esta diferencia-
¢idn se acompafia de la adquisicidn de una polaridad tal

que el borde en cepillo en el extremo apical se expone
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FOTOGRAFIA 3

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE UN DESMOSOMA
PUNTIFORME DE YEYUNO DE RATA DE 2-3 MESES

( x 82.560)



al medio externo del lumen, mientras que los lados la-
teral y basal quedan en contacto con el compartimiento
serosal. Esta polaridad tiene consecuencias fisiol&gi-
cas importantes expresadas por sus caracteristicas

(proceso digestivo y transporte) y se han observado al-
gunas modificaciones en la composicién de las diferen-

tes areas de las cé&lulas (FORSTNER 1973, GLICKMAN 1976).

2.2. ABSORCION INTESTINAL.MECANISMOS DE TRANSPORTE

Las membranas celulares poseen unos mecanismos de trans-
porte que son capaces de impulsar, a través de ellas,
el paso de solutos necesarios para las mismas. Dichos
mecanismos pueden ser de dos tipos segfin haya interac-
cidn quimica o no con la membrana. Asi se denominan

"no mediados" a aquellos mecanismos en los gue no se
produce una interaccién.quimica, como es el caso de la
difusién simple y "mediados" cuando si se produce una
interaccién. Estos ltimos a su vez pueden ser de dos
tipos: mecanismo .acelerativo, cuando el soluto se mue-
ve a favor de un gradiente de concentracidn, es la de-
nominada difusién facilitada y el mecanismo concentra-
tivo cuando el soluto se mueve en contra de un gradien-
te de concentracifén, necesitando para ello un aporte

energético y se conoce como transporte activo.
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En la difusidn simple el soluto -mantiene durante y
después del proceso la forma molecular inicial y la ve-
locidad del mismo depende, en todo momento, de la con-

centracién de sustrato en el punto de absorcién.

El transporte activo se produce cuando una sustancia
se mueve en contra de un gradiente quimico o electro-
quimico y explica la capacidad de muchas cé&lulas de
podér acumular determinadas sustancias en su citoplas-
ma, a una concentracién mds elevada que la presente en

el medio externo.

Para que se produzca el transporte activo es necesario
que se cumplan determinadas condiciones, asi se ha
comprobado que las caracteristicas de este tipo de

transporte son:

1. Depende de un acoplameiento de energia, siendo por
definicidn un proceso endergdnico y requiere, por evi--
dentes consideraciones termodinédmicas energfa celular

para que tenga lugar.

2. Es altamente especifico, precisando los sustratos

una determinada configuracidén molecular.

- 24



3. Presenta una cinética de saturacidén y se inhibe por

la presencia de sustratos que actfan a nivel de membrana.

4. Se establece competencia entre sustratos andlogos y

gque son transportados activamente.
5. Utiliza &reas determinadas de la membrana.

Ya desde antiguo se pgstularon varias teorfas para expli-
car como se producfa este transporte y antes de la apari-
cién de las modernas teorfas se postulaba la "hipStesis
de la fosforilacidn", seglin la cual la fuerza gue per-
mite la absorcidn activa se atribufa a la fosforilacién

y posterior defosforilacidn del azficar. Esta hip&tesis
fue sugerida primero por LUNDSGAARD (1933) pero fue aban-
donada posteriormente debido a las discrepancias obser-
vadas en cuanto al efecto inhibidor de la floricina en

la absorcidén de azficares y la fosforilacidn (LUNDSGAARD

1935).

La idea de nuevo fue puesta en vigor por VERZAR (1936)
como consecuencia de los resultados obtenidos con iodo-
acetato que inhibe junto con la absorcidn de azficares,
la de los esteres fosforilados. Los estudios de BECK

(1942), KJERULF-JENSEN (1942), LASTZ (1935) VERZAR (1937)
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sobre la acumulacidn de &steres fosfatados durante la
absorcidén y los de GOMORI (1941) gue mostraban una lo-
calizacidn apropiada en la célula de fosfatasas, pare-
cen reforzar la hipbtesis. Esta teoria fue posterior-
mente modernizada por DRAKIN (1948) que indic6 que la
fosforilacidn estaba catalizada por la hexoquinasa y

la defosforilacidn por la glucosa-6-fosfatasa.

En seguida surgieron objeciones a esta hipétesis, asi
WESTENBRINK (1936) y KLINGHOFFER (1938) se basan en la
inhibicidn especifica por iodoacetato, DAVISON (1940)
muestra la irrealidad de las conclusiones basandose en
la distinta tasa de absorcibén entre la glucosa y 1la
xilosa, SHAPIRO (1947) habla de la falta de especifi-

cidad de la floricina a altas concentraciones.

BENNETT(1956) propuso una variante de pinocitcosis para
el transporte activo. El1 fendmeno se da en el yeyuno

e ileon de ratas y ratones recien nacidos (CLARK 1959)
que pueden absorber mediante este mecanismo anticuerpos
(HALLIDAY 1959) y otras proteinas (CLARK 1959). Este
fendmeno no se da cuando se alcanza la edad adulta
(CLARK 1959, DEMIS 1954) y se hubo de abandonar la hipé-

tesis para explicar el transporte activo.

- 26 =



Se han propuesto varias alternativas para explicar el
fendmeno pero ninguna de ellas ha alcanzam preponderan-
cia, se ha hablado de la existencia de poros (BURGEN
1957, DANIELLI 1954a,b , STEIN 1956), enzimas traslo-
cadoras (MORRISON 1939), proteinas contréctiles espe-

cificas (GOLDACRE 1952), entre otras teorias.

Lo ‘que parece m&s acertado es la existencia de un trans-
portador en la membrana que se unirifa al sustrato y asi
podrfa &ste atravesar la membrana apareciendo en el in-

terior de la cé&lula (CRANE 1960).

Se han postulado distintos tipos de transportador o
"carrier" segflin la deriominacidn anglosajona, asi tene-
mos que USSING (1955) supone que el transportador esta
cargado electricamente y sirve para sustancia éargadas

y asi mismo también supone gue el transportador al gue-
dar libre se unirfa a otra sustancia y que sd8lo el trans-
portados lleno es capaz de atravesar la membrana. Este
modelo s&lo servirfa para explicar la absorcidn de elec-

trolitos.
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FIGURA 5

MODELO DE COMPLEJO TERNARIO PROPUESTO POR CRANE (1960)
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X sustrato cargado
C~ transportador o "carrier"
CX complejo sustrato-

transportador

WIDDAS (1954) supuso que tanto el transportador vacio

como el lleno podfan atravesar la membrana. Este tipo

de transportador se definid para el paso de azficares a
los gldébulos rojos, pero se adaptd a otras zonas del

cuerpo.
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En el transporte energizado se crea una asimetria a los
dos lados de la membrana, siendo necesario un acopla-

miento de energfa. ROSEMBERG (1954) postuld que las
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fuerzas no han de aplicarse sobre el transportador, pu-
diendo hacerlo a otro mecanismo gque cree una asimetrfa,
asI la teoria de CRANE (1960) supone dicho acoplamiento
al ion sodio. En el modelo cinético propuesto por este
autor el transportador formaria un complejo ternario,

al unirse al sustrato y al sodio y sus constantes de
disociacibn dependerian de las concentraciones respec--
tivas de sustrato y de ion sodio en el exterior y eh

el interior de la membrana. La bomba de sodio se sitfia
en el borde en cepillo, y no en la membrana basolateral
pues no se conocia exactamente donde se localizaba. En
el médelo bésico mientras funcione la bomba de sodio,

se mantendrd un gradiente electrogquimico transmembraﬁa
para este ifn y el.estado final reflejard este gradiente.
El nivel del estado estacionario dependerd de la con-
centracidn de sodio en el exterior, de la velocidad a

la cual el sodio gue entra es lanzado al exterior por

la bomba idnica y de la concentracién de sodio en el in-

terior.

2.2.1. CARACTERISTICAS DE LA ABSORCION DE AZUCARES

CORI (1925) y VERZAR (1936) dividieron los azlcares en

dos clases segfin la tasa de absorcidn y la influencia
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sobre esta tasa de modificaciones en la concentracién lu-
minal. CORI (1925) los ordena atendiendo a la velocidad
de absorcidn en : galactosa glucosa manosa fructosa
pentosas. ﬁsto se ha confirmado en ratas (VERZAR 1936),
en palomo y en rana (WESTENBRINK 1936 y 1937), gato
(DAVIDSON 1940) y en humanos (GROEN 1937). La velocidad
de absorcidn de glucosa y de galactosa es mdxima con con-
centraciones relativamente bajas en el luren, mientras
gque para los otros azficares se reguiere aumento de la

concentracidn.

El instestino delcado es capaz de transportar activamen-
te contra un gradiente de concentracidn desde el lumen
hacia la sangre un cierto nfimero de monosacdridos. Segflin
CRANE (1960) v WILSON (1960) el transporte activo de mo-
nosacdridos regquiere unas caracteristicas especificad en
la molécula que son: tener conformacidén de anillo pira-
ndsico, poseer un grupo hidroxilo en posicibén 2, un car-
bono unido a la posicidn 5 y pertenecer a la serie de

D-monosacdridos.

OH



FISHER Y PARSONS (1953) observaron gie la velocidad de
transporte alcanzaba un valor limite a concentraciones
elevadas de sustrato, es decir, se trataba de un proceso
saturable que presentaba una cinética tipo Michaelis-
Menten caracterizéndose cada azficar por presentar una ve-
locidad maxima y una constante de transporte representa-
tiva de la afinidad por el transportador (CURRAN 1972,

DEBMAN 1972, 1973).

Entre los azficares gue son transportados activamente pue-
de existir una inhibicidn competitiva, lo que induce a
pensar gue utilizan un sistema de transporte comin (ALVARADO

1962).

El transporte de azficares estd constituido por un sistema
dependiente de sodio localizado en el borde en cepillo
(GOLDNER 1969, MURER 1974, HOPFER 1975) seguido de una
salida pasiva localizada en la membrana basolateral (MURER
1976, KIMMICH 1976 a,b) constituida por un mecanismo de
difusidén facilitada que puede ser inhibido por la presen-
cia de teofilina (RANDLES 1978), floretina (XIMMICH 1976a,
HOLMAN 1976, HOPFER 1976, RANDLES 1978), bioflavoncides
(KIMMICH 1978) y citocalasina B (KIMMICH 1979), siendo

mds potente este Gltimo.

El sistema dependiente de sodio, situado en el borde en
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cepillo tiene dos puntos de unidén, uno para el sodio y
otro para el azficar, presentando una mayor afinidad por
el azficar cuando el lugar del sodio estd ocupado por &1
El complejo ternario se forma facilmente cuando en el
medio exterior existe una elevada concentracidn de sodio,
mientras que la baja concentracién de este ion en la su-
| perficie interna de la membrana permite que el complejo
libere sin dificultad el sodio y el azficar (CRANE 1965).
Seguidamente el ion sodio es expulsado por la bomba elec-
trogénica que mantiene el sistema egquilibrado para pos-
teriores entradas de azficar. Esta bomba electrogénica si-
tuada en la mrembrana basolateral requiere energia para

su funcionamiento, aceptandose que dicha energia proviene
de la hidr6lisis del ATP al descubrirse la existencia en
el epitelio intestinal de todas las especies estudiadas
una enzima gie produce dicha hidrdlisis solamente en pre-
sencia de iones sodio y potasio denominada (Nat- gt )

ATPasa (SEMENZA 1971).

Ultimamente KIMMICH (1980) utilizando células intestina-
lés aisladas de pollo ha postulado la existencia de un

transportador para la glucosa que presenta dos puntos de
unidén al sodio resultando una forma catidnica (Na,Cs ) al
unirse con el sustrato, de tal ranera que se puede expli-

car el gradiente de 70 obtenido (KIMMICH 1979).
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El transporte activo de azficares se ha visto que resulta
inhibido competitivamente (ALVARADO 1967) por la presencia
de floricina a bajas concentraciones tanto "in vitro"
(FICHER 1950, SMYTH 1955, JERVIS 1956, CRANE 1960, MATTHEWS
1960, BIHLER 1961, ALVARADO 1962) como "in vivo" (DEBMAN

1978, ILUNDAIN 1979).

Otra caracteristica que se ha observado en el sistema de
transporte del borde en cepillo es el efecto inhibidor
provocado por la expo$icidn del mismo a metales pesados,
en particular a mercuriales (FREZELL 1970, SCHAEFER 1973,
STIRLING 1975), observédndose gue los animales jdvenes son

mds sensibles (XKOSTIAL 1978, MILLER 1980).

ROBINSON (1980) ha postulado la hipdtesis sobre la impor-
tancia de la via paracelular en la absorcidn intestinal,
asi cuando un sustrato es perfundido "in vivo" se ha de
tener en cuenta el importante papel que desempefia la di-
fusidn (BOOTH Y KANAGHINIS 1963), suponiendose que la
mayor pa}te del mismo pasa a la sangre siguiendo un gra-
diente de concentracidn; sblo cuando la concentracidn en
el lumen desciende por debajo de la del plasma, la via
intercelular empieza a jugar un papel importante no solo
para absorber la sustancia remanente en el lumen sino para
reabsorber la posible sustancia que ha sido devuelta al

lumen (LUCKE 1978).
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La difusidn en el lumen se produce y el enterocito actuaria
reabsorbiendo la sustancia y de este modo minimiza las per-
didas y asi mantener una diferencia de concentracidn entre
el plasma v el lumen (CHRISTENSEN 1963, JACOBS 1965). Segfin
este modelo, "in vivo" el sustrato es absorbido en un prin-
cipio por la via transcelular en muy pequefia cantidad, sien-

dolo por difusidn tal vez, a través de una ruta paracelular

(ROBINSON 1980).

En cuanto a 1la posible localizacidn de los puntos de difu-
sién FROMTER (1972) estudianto las uniones estrechas del
epitelio intestinal observd que eran permeables al agua y a
iones pequefios. Se ha estudiado la permeabilidad al lantano
en el colon de rata "in vitro" (MACHEN 1972) observando un
descenso de la permeabilidad en presencia de 2,4,6-triamino-
pirimidina (TAP) y por el contrario mas permeable con la
oxifenisatina, sustancia de la gue se ha visto tanto "in
vivo" como "in vitro" un efecto inhibidor sobre la absorcidn
intestinal de azficares. En experimentos con preincubacién
"in vitro" se ha visto el efecto inhibidor permanente de ia
oxifenisatina (CASTELLARNAU 1979) del mismo modo que se ha
visto "in vivo" (MORETO 1977). Es posible que este compuesto
Se una al tejido del mismo modo que lo hace la fenoftaleina
ADAMIC 1967), provocando un cambio en la estructura de la

superficie de la membrana, interfiriendo con los mecanismos

de transporte de la célula. Este compuesto debe interferir
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en el suplemento energético de la célulalya que disminuye

el consumo de oxigeno por el tejido intestinal (CORTES 1977).
El efecto inhibidor es superior "in vitro" gque "in wvivo"

pues en el primer caso concentraciones de 10_3 M provocan
una inhibicidén del 100% en la absorcién de glucosa, mien-

t-as gque "in vivo" sb8lo se obtiene una inhibicién del 50%

empleando la misma concentracidn (CASTELLARNAU 1979).

Debe existir un componente parabelular del transporte de
azlicares a través del intestino delgado (BOYD 1979, LOEs;
CHKE 1971, RINALDO 1975). Otra posible ruta para la difu-
sién seria el paso entre las células en los puntos de des-
camacidén en el extremo de las vellosidades (RITTER 1957).
No obstante, estudios electromicroscdpicos sugieren que

la continuidad del epitelio permanece intacto en la zona
de descamacidn, siendo las cé&lulas exfoliadas simplemente
empujadas hacia el lumen por sus sucesoras. En este caso
no tendria gue existir diferencia entre las uniones estre-
chas en la zona de descamacidn y las localizadas en otra

zona del wvilli (D2VID 1967).

Teniendo en cuenta la estructura de las uniones estrechas
formadas por interdigitaciones (CLAUDE 1973) se podria su-
poner el paso a través de las mismas por abertura y cierre
de estas, siguiendo los movimientos peristdlticos, de ahl
la mayor importancia de la difusidén "in vivo" gue "in vitro"

(ROBINSON 1980).
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2.2.1.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SODIO

El importante papel que desempefia el ion sodio en la
absorcidn intestinal de azficares se encontrd al obser-
var el descenso en la misma provocado por adrenalecto-
mia de los animales (CORI 1927, WILBRANT 1933) y la pos-
terior recuperacidn al afiadir cloruro s&dico al agua

de bebida de los animales operados (DEUEL 1937, ALTHAU-
' SEN 1939, CLARK 1942). A partin de entonces se han ve-
nido realizando numerosos trabajos con el fin de escla-
recer la dependencia cue presenta la absorcidn de azfi-
cares respecto de la concentracidén de ion sodio en el

lumen intestinal. S N

RIKLIS Y QUASTEL (1958) comprobaron "in vitro" que el
sodio era imprescindible para que tuviera lugar el
transporte activo de glucosa, siendo confirmada dicha
observacidén usando varias preparaciones "in vitro"

(BHILER 1969a,b, CRANE 1976).

También se ha observado que la ausencia de idén sodio
afectaba la absorcidn de azficares de modo similar a la
presencia del inhibidor floricina (MILLER 1961) y que
el movimiento de glucosa hacia la pared intestinal era

proporcional al movimiento del sodio (CAPRARO 1963).
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Utilizando té&cnicas "in vivo" se ha observado una inhi-
bicifn en la absorcibén con concentraciones bajas de ion
sodio en rata (CSAKY 1963, LARRALDE 1962, ORTIZ 1979),
en perro (ANNEGERS 1964) y en humanos (OLSEN 1968,
SLADEN 1969). DEBNAN (1979) encontrd muy poca reduc-
cibn, del orden del 21,4 % en la absorcidn de glucosa
por yeyuno de rata "in wvivo", al disminuir la concen-
tracidn de ion sodio de 143 mN a 25 mM, pero en cambio

para la galactosa se producfa una reduccién del 44%.

No obstante algunos autores han encontrado unos resul-
tados opuestos, este es el caso de BURDETT (1971) que
no observd efecto de la ausencia de sodio sobre la ab-
sorcidn de azficares por el intestino de hamster "in
vitro" y el de FORSTER (1973) en los experimentos reali-
zados con una concentracidn de gluccsa de 5,6 mM en
que no observa efecto en los diez primeros minutos del
ensayo, pero a medida que transcurre el tiempo observa
un relativo descenso de la absorcidén de azficares. Algu-
nos experimentos realizados "in vivo" han mostrado una
falta de dependencia del ion sodio (BEYLER 1977, FORSTER

1973, SALTZMAN 1972).

A pesar de estos resultados contradictorios la idea més
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aceptada es que la dependencia del transporte activo

de azficares respecto del sodio es funcién de la con-
centracidn de ion que influye en la velocidad de pene-
tracidén, nivel de acumulacibén y velocidad de intercam-
bio en estado estacionario (BIHLER 1962, HENDLEY 1957).
No obstante esta dependencia del ion sodio sb6lo se ha
visto para los azficares transportados activamente (FAUST

1962, BIHLER 1962).

El ion sodio no sblo resulta necesario para la absor-
cidn de azficares sino que no puede ser sustituido por
otros metales alcalinos o alcalinoterreos (BELLO 1963,
BIHLER 1961,1962, CSAKY 1960, FAUST 1962, HENDLEY 1957)
ni tampoco por Tris, colina o manitos, obsrvéndose con
Este filtimo la madxima inhibicién del 70-80% y minima

com Tris (ORTIZ 1979).

Con el fin de poder explicar esta dependencia del trans-
porte activo de la presencia de sodio en el lumen se

postularon varias teorlas:

- CRANE en 1962 presenté un modelo cinético constituido
por un complejo ternario formado por la unidn del trans-
portador o "carrier" al sustrato y al ion sodio, siendo

el sodio un efector alostérico y aumenta la afinidad del
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transportador por sustrato y/o la velocidad de trans-

porte a travé€s de la membrana.

El ion potasio compite, en este modelo, con el sodio
porrel mismo sitio pero su efecto cinético es inverso,

disminuyendo la afinidad (MONOD 1965).

- SHULTZ (1964, 1977) propone un modelo gue es una-ho—
dificacién del porpuesto por CRANE (1962). En este mo-
delo se supone: a) la presencia de un transportador en
la membrana mucosal que facilita la entrada del azficar
acoplado a la entrada de sodio. b) un mecanismo depen-
diente de energia y sensible a la ouabaina en la mem-
brana basolateral capaz de extraer activamente al so-
dio de la célula. Esta bomba mantendria una concentra-
cibn intracelular de sodio bajo, lo que favoreceria la
entrada de sodio siguiendo su gradiente de concentra-
cidn y que se acoplaria al movimiento de azficares ha-
cia el interior (ARMSTRONG 1972). La localizacidn de
esta bomba se basd en el hecho de que la ouabaina inhi-
be el transporte active de sodio cuando estaba presen-
te en el lado serosal, en cambio no tenia efecto si se

colocaba en el mucosal (SCHULTZ 1964)
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2.2.1.2. EFECTO DEL pH

Experimentos antiguos realizados en rata (LASTZ 1935)

y en humanos (CROEN 1937) sugirieron que la absorcién
de glucosa presentaba un m&ximo a pH 7. M4s tarde PONZ
Y LARRALDE (1950,1951) trabajando con ratas "in wvivo"
mostraron que el pH del medio afectaba a la absorcidn
de azficares con valores mé&ximos de absorcién a pH aﬁro-
ximadamente de 7 y disminufa por alcalinizacién o aci-

dificacidn del medio.

Recientemente ORTIZ (1979) también ha observado "in vivo"
gue la absorcidn de D-glucosa, D-galactosa y D-fructosa
se vefa afectada por el pH, con un mdximo de absorcidn
a pH 7 y que iba declinando a medida que se alejaba de
dicho pH, tanto potr alcalinizacidn como por acidifica-
cibn; en cambio no afectaba a la absorcién de D-arabi-
nosa. La inhibicifn de la absorcifén debida a cambios de
PH con relacidn al pH igual a 7 fue mayor para D-galac-
tosa, ligeramente inferior para D-glucosa y todavia
menor para D-fructosa. Estas alteraciones podrian ser
atribuidas a cambios en la afinidad de los mecanismos

transportadores hacia los sustratos.

Por el contrario utilizando sacos evertidos de oveja se
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observd un incremento en el transporte activo de glucosa
y de galactosa al disminuir el pH de 7 a 5, siendo re-

presentativo dicho incremento por una mayor cantidad de

sustrato transportado en contra de un gradiente y se su-
pone debido a un descenso de la metabolizacidén (SCHARRER
1979) . Estos resultados opuestos a los encontrados en la
rata parecen indicar un distinto mecanismo transportador

entre los rumiantes y los no rumiantes.

Los experimentos realizados en rata "in vitro" son a
pH 7,2, considerado como el Sptimo para ello (PORTEUS

1972).

2.2.1.3. RITMO CIRCADIANO

Se han postulado la existencia de variaciones en la ab-
sorcidn intestinal de azficares(FURUYA. 1974, MURAKAMI 1977)
seglin la hora del dia en gue se realizaban los ensayos.
Esta ritmicidad no s6lo se ha observado para la absor-
cidn sino tambi&n para otras funciones de la mucosa
intestinal ampliamente relacionadas con ella tales como
la sintesis de DNA, el contenido del homogenado mucosal,
la velocidad de mitosis, longitud de los villi y el ni-
mero de c¢é&lulas (BULLOUGH 1948, FURUYA 1979, SIGDESTAD

1969, STEVENSON 1979). Las variaciones diurnas aparecen
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FIGURA 6

MODELO DEL TRANSPORTE BPE SUSTRATOS ASOCIADO AL
DEL SODIO A TRAVES DE LA MUCOSA INTESTINAL
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tanto en lo que respecta a la longitud de los villi como
al ntmero de células de los mismos (STEVENSON 1980), sien-
do mayores los villi en el tiempo de la comida (STEVENSON

1979).

FURUYA (1974) encontrd un ritmo circadiano en la absor-
cién intestinal "in vivo" de la D-glucosa con un miximo
durante la noche y un minimo por la mafiana, pero si el
ayuno se prolongaba a 36 horas la absorcibén permanecia
baja, desapareciendo la ritmicidad. Una explicacién para
este hecho podria ser el que las ratas son nbcturnas, co~
miendo preferentemente por la noche, perfiodo en el que

la absorcién es maxima.

Estudiando el efecto sobre la absorcidn intestinal de
glucosa de la hora del dfa se vid que mientras a las 8
de la mafiana era un 45% de la cantidad administrada,valor
que aumenta progresivamente y alcanza el mdximo de un

85% a las 3 de la tarde (HORVATH 1950).

Las funciones absortivas del intestino delgado muestran
variacién circadiana sincronizada con el ciclo alimenta-
cidn-ayuno (FURUYA 1974, SAITO 1972, 1975, 1976, STEVEN-
SON 1976), mostrando el mayor transporte y la actividad

enzimdtica un paralelismo con el momento de la alimenta-
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cién (STEVENSON 1975, 1976, 1980), asi como con la lon-
gitud de los villi y el nfimero de enterocitos (SIGDESTAD

1969, STEVENSON 1979).

De los estudios de MURAKAMI (1977) se desprende que la
glucosa se absorbe principalmente por transporte activo
en el perfodo de ayuno cuando la concentracidn luminal
es baja y por difusibén cuando la concentracidn es mixima,

es decir después de comer.
2.2.1.4. DIFERENCIACIONES CON LA ZONA INTESTINAL

La capacidad de absorcidn de azficares difiere segfin la
zona del intestino que se considere; asi se ha visto que
es en el intestino delgado donde esta capacidad es m&xima
Yy en el intestino grueso précticamente no hay absorcién

(BARRY 1961, SUND 1978).

Debido a esta mayor capacidad del intestino delgado, cons=-
tituye la zona de mayor interés en cuanto a los estudios
de absorcidn intestinal, si bien hay que distinguir entre
duodeno, yeyuno e ileon. En cuanto a los animales emplea-
dos en estos estudios es necesario realizar una‘distin-

cifn seglin se trate de mamfferos o de aves.
Ya en 1949 FISHER Y PARSONS encontraron un mayor transpor-
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te de glucosa en el yeyuno de la rata y dicho transporte
va disminuyendo a lo largo del intestino delgado a medi-
da gue se aproxima a la vdlvula ileocecal. Posteriormen-
te fueron confirmados estos hallazgos por otros autores
(BARRY 1961, CORDERO 1961, LONG 1967, PARSONS 1964, POWELL
1968, PRITCHARD 1977). Con intestino de hamster CRANE Y
MANDELTAM (1960) también obtuvieron resultados similares

para la absorcidn de azficares.

En cuanto a las aves estudiando la absorcidén de galactosa
en el pollo "in vitvo" desde el final del duodeno al co-
mienzo del intestino grueso se vid una mdxima absorcién
en la parte del intestino delgado que corresponde a la
zona donde se encuentra el resto de la insercidn del vi-
telo (RUANO 1974). Los valores de absorcidn descienden

en los tramos distal y proximal, siendo minima en la

zona mé@s cercana al duodeno. Dichos resultados se confir-

maron en 1979 por GAUTHIER.

Hasta ahora s6lo se ha considerado la absorcidén total,
no diétinguiendose entre el componente de difusidn y el
de transporte activo, punto que presenta discrepancias

entre los distintos autores.

SUND (1978) observd "in vivo" gue la mayor capacidad de

transporte por cm era en el yeyuno, hecho gue se demues-
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tra por la mayor cantidad de glucosa absorbida a bajas
concentraciones. También se observd una mayor permeabi-
lidad pasiva en el yeyuno que en el ileon o el colon, de-
bido a una mayor fraccidn absorbida a elevada concentra-

cidn de glucosa.

El colon se caracteriza por una minima caparacidad para
transportar glucosa y como el ileon muestra un menor

transporte pasivo. Ello muestra cierta evidencia que la
permeabilidad pasiva para la glucosa varia en el mismo
sentido qgue los electrolitos y no electrolitos como ma-
nitol, urea y polietilenglicol (BILLICH 1969, CHADVICK

1976, FORDTRAND 1965, SCHULTZ 1974).

DEBMAN (1978) observd "in vivo" una mayor absorcidén de
glucosa y galactosa en yevuno que en ileon, expresada
pOor una Vmax superior, no obstante en cuanto a la afini-
dad por el transportador expresado por Kt encontrd que
dicho parametro en el ileon era menor lo gue es indica-

tivo de una mayor afinidad.

2.2.1.5. INFLUENCIA DE LA EDAD

En diversos estudios sobre la absorcidn intestinal de

azficares se ha visto la diferencia existente seglin la
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edad de los animales, pero sin haber una unificacién en
los resultados obtenidos. Asi se ha observado "in vivo"
gue la 3-oximetilglucosa era menos absorbida en ratas
lactantes que después del destete (YOUNOSZAI 1974), si
bien cuando se basa la absorcidn en el peso seco del ye-
yuno y del ileon perfundido observa una mayor absorcién
en ratas de 21-22 dias gue en las de 7-8 dias o en las

de 14-15 dias de edad.

En 1978 YOUNOSZAI estudid la absorcién de D-glucosa

"in wivo" en ratas macho de edades comprendidas entre los
7 vy los 73 dias, a lo largo de todo el intestino delgado,
observando un porcentaje de absorcidn mayor en el grupo
de 21-23 dias gqgue en las mis peguefias, cuando la concen-
tracidn era de 1Q mg/ml pero a concentraciones menores

era practicamente la misma.

PENZES (1978) tamrbién estudi6d la diferencia de absorcidn
de glucosa pero en grupos de ratas de 6, 12 y 27 meses,
obteniendo una Vmax mayor en ratas de 27 meses que en

las mds jdvenes.

Estudios realizados en ovejas "in vivo" (SCHARRER 1979)
presentan un marcado descenso en la absorcidén de glucosa
y de galactosa con la edad, que no puede atribuirse a un

descenso en la superficie absorbente, si bien se podria
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relacionar con un descenso en los transportadores del
borde en cepillo, pues "in vitro" la absorcidén de galac-
tosa a través del borde en cepillo decrece con la edad

(PETER 1978).

En 1972 ROMMEL encontrd un aumento de la absorcidn de
arbutina con la edad en grupos de ratas de 3,12 y 24 me-
ses, tanto de la absorcidn por transporte activo como de

la absorcidén total.

"In vitro" se ha estudiado la acumulacidn de 3-oximetil-
glucosa por anillos intestinales de rata a los 1-2 y a
los 32-33 dias, observandose una mayor eficacia del trans-

porte en los de md@s edad (BATT 1969).

Estudios realizados en nuestro laboratorio_utilizando la
técnica de los sacos evertidos han revelado un transporte
activo de D-galactosa mayor en ratas de 9-10 dias dismi-
nuyendo hasta los 22 dias en gue se estabiliza, no dife-

renciandose de los animales de 45 dias (GUERRERO 1980).

Los estudios relativos a la relacidn entre la absorcidn
Y la edad no s8lo se han realizado en rata y asi en la
oveja se observd que la absorcidn de galactosa era maxi-
ma en el periodo de 1-8 dias después del nacimiento
(SCHARRER 1976, 1979). En el cobaya la acumulacidn de

¥-metilglucésido por anillos intestinales, es méxima
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entre los dias 1 y 4 postpartum, aunque antes del naci-
miento ya se observd acumulacidn en contra de un gradien-

te (BUTT 1968).

En el pollo BORGNER (1961, 1965) al estudiar la acumula-
cidn de glucosa y de galactosa observ® un incremento
entre el dia de la eclosidn del huevo y el segundo dia
de vida, manteniénﬁose después los valores hasta la edad
adulta. HOLSWORTH (1967) encontrd unos resultados simi-
lares con ¥ - metilglucdsido con un marcado incremento de
la capacidad de transportar azficares desde 4 dias antes

de la eclosidn del huevo hasta 10 dias después.

RAHEJA (1977) estudia el transporte de 3-oximetilglucosa
y de glucos; en pollos de 1 a 12 semanas de edad obser-
vando que la méxima capacidad de transporte se daba en
animales de 1 semana, disminuyendo progresivamente hasta
la doceava semana, no siendo significativas las diferen-
éias en las {iltimas semanas estudiadas. Utilizando la
técnica de los sacos intestinales evertidos adaptada a
pollos de edades comprendidas entre 1-3 dias y 79-81
dfas se ha observado qié-la absorcidn de galactosa era
méxima en los animales mds jévenes produciendose un des-

censo progresico con la edad (GAZA 1980).

Con las hexosas se ha visto gque muestran un aumento de
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su transporte en la tercera semana en el ratdn (CALIN-

GAERT 1965).

Se ha intentado explicar las variaciones en la absorcién
a distintas edades mediante estudios sobre el tamafio y

el nfimero de las vellosidades intestinales. Asi se han
llevado a cabo estudios para ver el cambio en las dimen-
siones de la mucosa intestinal de ratas jdvenes (PERMEZEL
1971), lactantes (BOYNE 1966, FELL 1963) y viejas (CLARKE
1971, FORRESTER 1972). Ultimamente PENZES (1978) ha obser-
vado gque la longitud de los villi en la rata va aumentan-
do con el crecimiento del animal hasta llegar a 150 g de
peso corporal, en gque permanece constante, de acuerdo con
los resuitados de FISHER (1950). En el trabajo de PENZES
(1978) se ha visto una correlacidn entre la edad y la
léngitud relativa, describiendose una ecuacidn que rela-
ciona el peso corporal con el logaritmo de la longitud:

5

Log y = 5,135 - 0,008 + 10~ xz, siendo x el peso

corporal e y 1la longitud del intestino delgado.

Relacionado con los cambios en el area de la mucosa se
ha visto gie la relacibn area/loncgitud, expresada en
em?/ e y m&s alin el area como cm? muestran un descenso
en los animales j6venes (12 semanas) desde el ligamento

de Treitz a la unidn ileocecal de acuerdo con lo hallado
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por FISHER (1950) gue postuld un descenso lineal de di-
cha relacidén en cmz/cm, desde el extremo proximal al
distal, hecho que también concuerda con lo hallado por

otros autores (PERMEZEL 1971).

PENZES (1978) observd un aumento en la superficie de la
mucosa seguida de un descenso. En la zona proximal la
supefficie es mayor, cabe destacar que los animales
empleados eran viejos. Por otra parte aumenta la longi-
tud del contorno de la serosa igual en la zona proximal

y en la distal.

FORRESTER(1972) no observd cambios en el nlmero de los
villi de yeyuno e ileon de rata macho durante el cre-

cimiento normal desde 60 g a 600 g de peso corporal.

CLARKE (1972) establecid cue el nlmero de vellosidades
era constante a lo largo de toda la vida, excepto en los
animales muy viejos en los gque muestran una ligera re-

duccibn.

Se ha observado que en el yeyuno de oveja que los micro-
villi de los animales que recibian una dieta con forraje
eran mis cortos gie los de aquellos que sélo tomaban le-
che mientras cue los villi eran similares en ambos grupos.

Se atribuye la mayor absorcidén de glucosa y de galactosa
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en los animales con microvilli m&s largos a un aumento
de la superficie absorbente por unidad de peso de intes-
tino. No obstante no se aprecia diferencia entre los
animales de 1-8 dias y 2-3 meses gue se alimentan exclu-
sivamenté de leche atribuyendose las diferencias morfo-
ldgicas antes comentadas a que en los adultos al existir
un menor aporte de hidratos de carbono se adapta el in-

testino a ello. (SCHARRER 1979).

Estudiando la estructura del intestino del pollo se ob-.
servd un descenso en el nimero de villi con el enveje-
cimiento mientras que la longitud aumenta acompafiado de
mayor grosor de las capas submucosas. Observando el wvilli
se ve cue el nimero de células decrece con la €dad, de-
mostrandose este descenso por una disminucidén en la canti-
dad de DNA en los animales de mds edad. Resumiendo,el
autor atribuye el descenso en el transporte de glucosa
con la edad a los efectos combinados de una disminucidn
de la formacién de células, a un descenso en el nimero

de las mismas y a un.aumento en el grosor de la submucosa

(RAHEJA 1977).

- 53 =



TABLA I

EDADES DE MAXIMA ABSORCION DE AZUCARES ENCONTRADAS

POR DIVERSOS AUTORES.
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2.2.2. SALIDA DE AZUCARES

Una importante funcibén que se observa en la mucosa del
intestino delgado es la de actuar como barrera que pre-
viene al contenido del organismo de difundir hacia el
lumen pero solo es efectivo para algunas sustancias y
la mayoria pasan del plasma hacia el lumen. Este.fené—
meno fue considerado por CODE 1960 con el té&€rmino de

"exorcidn".

LOEHRY y col. (1970) estudiaron este fenSmeno para sus-
tancias hidrosclubles en conejo mostrando una correla-
cibén con la concentracién plamdtica de la sustancia; asf
mismo también obsevaron que las molé&culas grandes eran

expulsadas md&s lentamente que las pequefias hacia el lumen.

AXON (1975) estudid "in vivo" en intestino de conejo la
salida de azficares a una velocidad de perfusién de 10
ml/min en perfodos de 10 minutos, afladiendo en algunos

casos floricina obteniendo una mayor salida de glucosa.
La ruta exacta de salida de los azficares es desconocida,

debiendo pasar a través de los enterocitos,a través de

las uniones estrechas o tal vez lleguen al extremo de los
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villi y salir junto con las cé€lulas gue se desprenden.
Alternativamente pueden llegar al lumen por difusién

directa a través del enterocito.

Existen algunas evidencias para pensar gue algunas molé-
culas, en especial iones pasan a través de una ruta extra-
celular hacia el lumen (SCHULTZ y FRIZELL 1972). La ruta
transcelﬁlar supone el tener que atravesar varias barreras
como son la pared capilar, l&mina propria, membrana basal,

citoplasma del enterccito, membrana de la microvellosidad.

Se ha visto que la glucosa y la galactosa presentan una
salida distinta a la de xilosa, lactulosa o manosa lo. que
sugiere una ruta distinta o que presentan interferencia

mutua en su paso a través de la pared intestinal.

Trabajos "in vivo" (ATKINSON 1957) muestran qgue a concen-
traciones plasmiticas fisiolSgicas de glucosa, &sta no

pasa al lumen. CHRISTENSEN y GRAY (1963) mostraron gue un
azficar no metaboélizado pero transportado activamente como
es la 3-Oximetilglucosa es expulsado y la presencia de glu-

cosa en el lumen aumentaba la salida.

COCOO y HENDRIX (1965) usando floricina a una concentracién
2 x 1073 M observaron una mayor salida de glucosa y por
el contrario el inhibidor metab&lico 2,4 dinitrofenol no

presentaba efecto sobre la salida de glucosa.
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2.3. METODOS DE ESTUDIO DE LA ABSORCION INTESTINAL

2.3.1, METODOS IN VIVO

En 1925 CORI describid un rmétodo para medir "in vivo"
la tasa de absorcidn de hexcsas y de pentosas del trac-
to digestivo, para ello utilizd rata uniformes en edad
y alimentacidn, dejadas en ayunas durante 48 horas con
agua "ad libitum”. Mediante una sonda se introducian
1,25-2,5 ml de una solucidn de azficar al 25% calentada
a 40° ¢, se procedia luego al sacrificio de los ani-
males y se extraia el intestino. Los resultados se ex-
presaban como cantidad de azficar absorbido por 100 g
de peso corporal por hora. Teniendo en cuenta gque el
coeficiente de absorcidn era relativamente constante
CORI concluyd que habia pr0porcionaiidad entre la su-
perficie de absorcidén del intestino y el peso de los

animales.

HELLER Y SMIRK (1932) usaron un método parecido para
seguir el curso de la absorcidn de cantidades de agua
en la rata y WILSON Y LEWIS (1929) midieron la absor-

cidén de glucosa y de varios aminodcidos.

PAULS en 1942 y por su parte MACKAY en 1943 sefialaron

que los valores de absorcidn obtenidos tras la admi-
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nistracidn de azficar bajo las condiciones del método

de CORI representaba un abastecimiento de carbohidra-
tos suficiente para cubrir las necesidades basales dia-
rias del metabolismo, atn si el azficar se absorbia en

el mismo grado a lo largo de las veinticuatro horas del
dia. Por otra parte, bajo las condiciones en que ocurre
la alimentacibn, los coeficientes de absorcidn de gluco-

sa encontrados eran mayores.

En los métodos usuales de absorcidn "in vivo", utilizan-
do animales anestesiados se procede al aislamiento del
intestino con ligaduras, se lava y se llena con una can-
tidad conocida de la solucidn en estudio, se recoge el
contenido del segmento y se determina la absorcidn como
la diferencia entre la cantidad de sustancia introducida
al principio y la remanete al final. Es importante la
eleécién del anestésico, el pH de los tampones de la
solucibén y el llenado del segmento, asi un segmento po-
co lleno puede no tener toda la superficie potencial

de absorcibén expuesta a la solucibfn y en casos extremos
puede ser absorbida del todo antes del final deél perio-
do de absorcidén. Un segmento muy lleno, por el contrario,
puede presentar una reduccidn o una perfusibn vascular

del capilar mesentérico irregular, pudiendo afectar a

la absorciédn.

Estudios realizados en perros han permitido observar que
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cambios en la vascularidad mesentérica tenia efectos
sobre la velocidad de absorcién y que la presencia de
agua destilada lesionaba las cé&lulas de la mucosa (REID

1900).

VERZAR (1936) desarrolldé una técnica con ratas gue se
anestesiaban previamente con uretano, tomandqse un seg-
mento intestinal de unos 30-60 cm gue era lavado con
suero fisioldgico. El animal se mantenia caliente du-
rante una hora para gue se recuperase del shock opera-
torio y se introducia la solucidén en estudio en el lu-
men intestinal mediante una jeringa. Después de trans-
currido un intervalo de tiempo de media a 8 horas se
sacrificaba al animal y se recogia el contenido intes-

tinal.

Existen métodos en los gue se hace circular un volumen
mayor al del lumen intestinal del segmento a una pre-
sidn hidrost&tica constante, siendo el licuido efluyen-
te recogido separadamente o vuelto a recircular. El
primer experimento descrito fue en 1946 por SOLS Y PONZ.
Bajo anestesia de uretano se abre el abdomen y se toma
un segmento del intestino separado del resto y canulado,
colocando la c&nula superior en la parte alta del ye-
yuno y cuando el experimento se realiza en rata se co-

loca la c3nula inferior a unos 30 cm de distancia de la

- 59 -



anterior. La c&nula superior se concecta con un re-
servorio v la inferior con un tubo de goma, recogien-
do el liguido en un recipiente. Una vez conectado el
sistema se lava el secmento intestinal con suero fisio-

l6gico tras lo que se hace pasar la solucidn en estudio.

Una variacidn de este método es agquel en gue se hace
recircular el liguido recogido. En estos sistemad, el
fluido que sale del intestino vuelve al reservorio,
gue proporciona la presidn necesaria para volver a en-
trar, mediante la ayuda de gasm constituyendo una ven-
taja el poder equilibrar la solucidn del lumen intes-
tinal con una mezcla de gases de la composicidn desea-

da (SHEFF 1955, FULLERTON 1956, JERVIS 1956).

A veces no se desea que el fluido se equilibre con gas
exbgeno, la recirculacidén se puede mantener, en esos
casos por medio de una bomba peristdltica que da una
circulacidn continua sin necesidad de vélvulas. Esta
bomba fue udada en estudios del movimiento de CO, y de
bicarbonato entre la sangre y el lumen del intestino

delgado y del colon de rata (PARSONS 1965).

Con este tipo de métodos se ha podido ver que la absor-

cién de azf{icares era la misma en periodos sucesivos
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con lo gue un mismo animal podia ser utilizado para
estudiar distintas condiciones tales como cambios de
pH, de concentracidn de sustratos, de iones o bien

afladir sustancias inhibidoras de la absorcidn activa

(PONZ 1979).

La principal ventaja de las técnicas "in vivo" es que
reproducen las codiciones fisioldgicas del organismo
aunque porhotro lado pueden existir ciertas condiciones
que alteren el mecanismo en si de absorcidn por las cé-
lulas absorbentes del epitelio intestinal, enmascarando
este mecanismo. En los estudios realizados "in vivo"

se ha visto gie la excitacidén en las ratas tenia una
influencia marcada sobre los resultados de absorcidn
dando unos valores erraticos debido a la parcial anoxia
del intestino provocada por la adrenalina liberada
(FOLKLOW 1964, ROBINSON 1966). Por ello PORTEUS (1972)
sugiere que los animales permaﬁezcan durante una hora
en la oscuridad con el fin de volverlos dbciles y asi
se obtienen unos valores para la absorcidn de glucosa

més constantes.
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2.3.1.1. INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE PERFUSION

En los estudios de perfusidén "in vivo" existe discre-
pancias en cuanto a la velocidad Sptima de perfusién
(ESPOSITO 1973, LEE 1973, BRONK 1979). LEWIS Y FORDTRAN
(1975) observan que el ileon de rata al ser perfundido
con una solucidn isotdnica de glucosa 4 mM es capai de .
soportar velocidades de perfusidn tan elevadas como
200-12000 ml/h y gue el aumento de la absorcibén de glu-
cosa debida a un aumento de la velocidad es debida a
una reduccidn, por definicidn, ho traumédtica, de la
capa no agitada, reduccidn que permite una mejor di-
fusidn de la glucosa intraluminal hacia los puntos

de transporte activo de las células absorbentes.

PHAN (1980) encuentra gue el transporte activo intes-
tinal y el pasivo estan afectados marcadamente cuando-
la velocidad de perfusidén supera los 12 ml/h usando
concentraciones muy elevadas de azlicar del orden de

222 mM.

Cuando aumenta la velocidad de perfusidn se produce un
aumento de la tasa de absorcién (CRAMER 1963, KOIZUIMI
1964, HOLSWORTH 1964, DAWSON 1968, SLADEN 1969, MODI-

GLIANI 1971, BIBER 1973, POINTER 1973, REY 1974, LEWIS
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1975, HOLLANDER 1977 a,b, JODAL 1977). Tres factores
contribuyen, la mayoria de las veces simultaneamente,
a aumentar la tasa de absorcibn: primero, el descenso
del gradiente de concentracidn a lo largo del segmento
debido a la mayor velocidad lineal de la solucibén per-
fundida; segundo, la reduccidn del grosor de la capa
no agitada por una mejor mezcla del fluido intestinal;
tercero, el aumento del area de absorcidn por disten-

sidn del lumen intestinal (WINME 1979).
2.3.1.2. INFLUENCIA DE LA CAPA NO AGITADA

Cuando una molécula se mueve desde la fase acuosa del
contenido intestinal hacia el epitelio de la célula
intestinal debe atravesar dos membranas en serir, una
capa de agﬁé agitada y una membrana lipidica de la su-
perficie del microvilli. Esta Gltima tiene una capa

no agitada gque provoca limitaciones en el transporte
pasivo (DIETSCEY 1971, SALLE 1971, WILSON 1971 a,b,
SCHIFF 1972, WILSON 1972) dando como resultado unos
coeficientes de permeabilidad mds bajos y en el trans-
porte activo da valores md3s altos de Km (WILSON 1974,
DUGAS 1975, WINNE 1976, 1979) lo que exige modifica-
ciones en cuanto al cidlculo de dicha constante (WINNE

1973, 1977 a,b, 1978, THOMSON 1979 a,b)
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El grosor de esta capa oscila entre 100 y 50 nm en los
roedores (WESTERGAAR 1974, WINNE 1976) y del orden de

500 nm dn dl hombre (READ 1976, 1977).

Se ha visto que la mucosa del yeyuno es ma$ permeable

de lo gue se habla pensado en un principio (WESTERGAAR
1974) y :se desconoce la relacidén entre la diferente
difusién pasiva observada en yeyuno e.ileon con las pro-
piedades de la menbrana de las microvellosidades o el
grosor-de la capa no agitada (BORGSTROM 1960, KNOEBEL
1972, LEISSRING 1962).

Estudios realizados en conejos ahn demostrad;_que cuando
la resistencia de la capa no agitada es elevada la tasa
de absorcidén de los &cidos grasos es superior en animales
viejos que en los lactantes. Agitando el medio para dis-
minuir los efectos de la capa no agitada se observa una
absorcién mayor en los animales lactantes que en los

adultos (THOMSON 1980).
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2.3.1.3. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

En los estudios que se han venido realizando sobre absor-
cidén intestinal "in vivo" se han expresado los resultados
de muy distintas maneras. CORI (1925) utilizd® un coefi-
ciente de absorcidn definido por la cantidad absorbida
por 100 g de peso corporal por hora; este coeficiente
supone la existencia de una proporcioﬁalidad entre el
peso corporal y el area mucosal lo cual solo puese apli-
carse a .animales comprendidos en un rango muy estrecho

de peso.

Varios autores han solventado el problema mediante la de-
terminacién de la superficie intestinal (WOOD 1944, FISHER
1950, GORDON 1961), otros han relacionado la superﬁicie
don el peso del tejido fresco o seco, (GORDON 1961), no
obstante algunas condiciones tales como cambios hormona-
les, dieté&ticos, infecciones parasitarias pueden modificar
el grosor de los tejidos de la pared intestinal y los da-
tos de absorcidn calculados con este método han de ser
cuidadosamente estudiados a la hora de interpretarlos

(LEVIN 1963, 1965, 1967).

Otros muchos pardmetros se han publicado sobre la expre-
sidn de los resultados: longitud del intestino (MARRAZI

1940, LARRALDE 1947, SULLIVAN 1961, ECKANAUER 1978), peso
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de la mucosa raspada (SIMONS 1962), area de la serosa
(HIDLE 1962), cantidad absorbida por todo el intestino
(JERVIS, 1956, LEVIN 1966), porcentaje absorbido (KER-

SHAW 1960).

Un término aceptado es el de "longitud fisiolbgica" que

se representa por la expresién I x 0,6, donde I

30g 30g

es la longitud del segmento intestinal separado del cuer-
po y del que pende un peso de 30 g. El factor 0,6 corres-
ponde a un valor arbitrario calculado de la relacidn en-
tre I30g y la longitud del mismo segmento en condicio-
nes fisiolSgicas durante el experimento (VIDAL-SIVILLA
1950, PONZ 1979). Teniendo en cuenta que la longitud del
segmento medida "in situ" muestra una gran variabilidad

Yy errores por cambios en el tono muscular, mientras que

la medicidn fuera del cuerpo y suspendiendo un peso de

30 g es mi&s constante, es preferible este filtimo método.
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2.3.2. METODOS IN VITRO

La base el método de FISHER Y PARSONS (1950) para man-
tener un segmento de intestino "in vitro" es'la hip&te-
sis de que la actividad fisiolSgica de la mucosa intes-
tinal depende de un suministro contfnuo de oxfIgeno a las
cé€lulas. El problema de proveer adecuadamente de oxIgeno
a las cé&lulas puede solucionarse usando una bomba con

un gran volumen de solucidn oxigenada que pase por el
lumen o inviertiendo los segmentos intestinales de modo
que las cé€lulas de la mucosa esten expuestas directamen-
te a un medio de incubacidn adecuado. Modificaciones en
este método fueron introducidas por DARLINGTON Y QUASTEL
(1953) para estudiar la absorcidén por el intestino de

cobayo.

A pesar gque durante la absorcidn la composicidn del flui-
. do puede alterarse (ej: el sustrato puede ser absorbido,
la concentracién puede variar, el pH, la concentracion'

de bicarbonato, etc.) la tasa de absorcidn para un sus-
trato estard afectada por los valores del volumen de flui-
do en el lumen y por la cantidad de tejido expuesto. Con
un pequefio volumen en el lumen de un segmento intestinal
es posible que hayan cambios de concentracién de la sus-

tancia. La exposicibén de la superficie de absorcién a un
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volumen de fluido grande permitird amortiguar los cam-
bios de concentracifn, no obstante a menudo no es posi-
ble prevenir estos cambios para sustancias que se absor-

ben rapidamente como la glucosa.

La técnica de los sacos intestinales evertidos de WILSON
¥ WISEMAN (1954) logra la oxigenacifn de las cé&lulas de
la mucosa por exposicién de la superficie de sacos ever-
tidos a un gran volumen de solucién bien oxigenada, con-
teniendo el sustrato. A partir de mamiferos pequefios co-
mo-la rata o el hamster se extrae el intestino que se
evierte mediante una varilla de vidrio o de acero, ha-
ci&éndo rodar la mitad del intestino por la varilla. Una
vez lleno y atado se coloca el intestino en un erlemeyer
conteniendo el sustrato en estudio con un buen aporte de
carbbdgeno. Se inyecta suficiénte fluido para distender
el saco y reducir el grosor de la pared y separar las

vellosidades.

Existen objeciones en cuanto al empleo de sacos evertidos,
asi en el intestino de rata la glucosa afiadida al fluido
mucosal estimula el movimiento de lfquido y dependiendo
del grado inicial de distensidn del saco se puede tener
una distensidn demasiado grande. Distintos grados de dis-
tensién produciran diferente separacifén de la superficie

de las vellosidades y otro inconveniente es que el saco
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puede gotear. En otras té&cnicas se canulan los sacos
evertidos permitiendo recoger muestras a distintos in-
tervalos de tiempo (CRANE y WILSON 1958, JOHSTON 1958,

CLARKSON y ROTHSTEIN 1960).

WILSON en 1956 describid un método combinado de saco
evertido con el método de circulacién, sindo la princi-
pal ventaja que permite el estudio de la absorcién de
fluido en contra de presiones hidrosﬁ&ticas controladas.
Otros autores han realizado también experimentos de re-
circulacibén del fluido a través de segmentos evertidos,
con la ventaja de poder .realizar ademds estudios de cam-
bios de potencial eléctrico durante la absorcidn (BORLE

1963, BARRY 1964).

Anillos intestinales procedentes de intestino evertido
tambi&n han sido utilizados para estudios de absorcidn
- (AGAR 1954, CRANE y MANDELSTAN 1960, BOASS 1962), siendo
posible con ellos estudiar también la acumulacién de sus-

trato en la pared intestinal.

Un método que ha tenido aplicaciones ha sido el empleo

de camaras de polietileno conteniendo las soluciones
tamponadas con el sustrato en estudio y en las que se co-
locan trozos de intestino al que se retira la capa de

tejido conectivo (NAFTALIN 1974 a,b) o no (COOKE 1980)
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pudiendose calcular la concentracién de sustrato al cabo
de un tiempo tanto en el lado mucosal como en el serosal
y el retenido por el tejido y a partir de estos datos de-
terminar los flujos de entrada y de salida del sustrato

(HOLMAN 1975).

El aislamiento de cé&lulas intestinales nos permite reali-
zar estudios scbre la absorcifn por la propia cé&lula,
descartando otros mecanismos que interfieren, siendo

para ello necesario separar las células absorbentes del
resto de células que forman la pared de la mucosa intes-
tinal. En las primera té&cnicas descritas se utilizaba

la disociacién por la tripsina (HARRER 1964) o por la 1li-
sozima (HUANG 1965), pero se han ido abandonando por

otras té&cnicas en las que se consigue una mayor viabili-

dad de las células.

La disociacién enzim&tica por la hialurodinasa (PERRIS
11966), citrato s6dico y hialuronidasa (STERN 1966), la
colagenasa (YOUSEF 1972) han sido propuestas para el ais-
lamiento de enterocitos, si bien cabe resaltar que el
tipo de hialuronidasa utilizada difiere seglin el animal
empleado, necesitidndose una de mayor actividad en el

caso de la rata (SAYEED 1972) que el del pollo (KIMMICH

1970).
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La quelacidn de cationes divalentes en el medio con EDTA
ha sido propuesta para aislar eénterocitos de cobayo
(EVANS 1971) y de rata (MITJAVILA 1972). Estas té&cnicas
tienen en comln una duracién relativamente corta de
aplicacibén del agente disociante, del orden de 15-30 mi-
nutos y excepcionalmente de 60 minutos. En la té&cnica
propuesta por HARRISON (1969) se hace intervenir EDTA
combinado con un efecto vibrador de alta frecuencia y
pequefia amplitud aplicado al intestino de rata retorci-
do sobre un espiral de vidrio, permitiendo separar cé&lu-
las de los villi en 20-30 minutos. Las c&lulas de las
criptas se separan por el efecto simultdneo del!la vibra-

cibn elé&trica y de una dilatacidn mecé&nica del intestino.

WEISER en 1973 describe una té&cnica en la que un segmen-
to del intestino aislado y ligado se somete a dos per-
fusiones sucesivas con una solucién de EDTA y ditioeri-
Itrol. Una simplificacidn de esta t&cnica permite separar
las células a lo largo del eje de la vellosidad del in-
testino de la rata seglin el desarrollo postnatal del

animal.

El examen microscSpico en contraste de fase revela la

presencia de numerosos enterocitos intactos (KIMMICH 1970,
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REISER1971, RAUL 1977) pero también la presencia de
células no disociadas de la vellosidad o de las criptas
(YOUSEF 1972, GALL 1974, TOWLER 1978). La mucosidad ob-
servada después del aislamiento de las c&lulas puede

ser eliminada si se realiza una primera exposicién a la
hialuronidasa, despreciando el primer lfIquido y volvien-
do a atacar el tejido con nueva hialuronidasa (SAYEED

1972) »

La integridad de la membrana celular se aprecia con el
test del azul de Tripan que indica una proporcidn del
70% (FREUND 1975, GAGINELLA 1977) o del 80-90% (KIMMICH
1970, REISER 1971, YOUSEF 1972, PRIOR 1974, RAUL 1978)
de células viables. Algunos trabajos han encontrado una
actividad respiratoria durante dos horas (KIMMICH 1970,
EVANS 1971) evaluada por la formacidn de CO, radiocactivo
a partir de glucosa marcada, por la conservacidn de la
capacidad biosintética de protefinas (YOUSEF 1972, TOWLER
1978) , glicoprotefnas (YOUSEF 1972, WEISER 1973) o de
mantener una proporcién intercelular satisfactoria de nu-
clebtidos (TOWLER 1978). La viabilidad de las cé&lulas
aisladas con hialuronidasa se demuestra por mantener su
capacidad transportador de azfcares (KIMMICH 1970, TOWLER

1978, RANDLES 1978).

Entre las Gltimas técnicas "in vitro" para el estudio de
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la absorcidn intestinal se ha desarrollado un mé&étodo

consistente en la formacién de unas vesiculas a partir
del borde en cepillo (MURER 1974, 1976, HOPFER 1976) o
de la membrana basolateral (MIRCHEFF 1976, 1978, 1979,

VAN OS 1977, WALLING 1978, WRIGHT 1980)
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. TECNICA IN VIVO
3.1.1. ANIMAL UTILIZADO

Se han utilizado ratas Wistar de ambos sexos, proceden-

tes de nuestro estabulario donde han recibido una dieta
estdndar tipo rata-ratén crfa A.03 y donde‘se han mantenido
en condiciones ambientales de temperatura y humedad con-

troladas. Los animales se han agrupado seglin se edad en

tres grupos: 21-23 dfas, 2-3 meses y 18 meses.
3.1.1.1. TECNICA OPERATORIA

Tras mantener a los animales en ayunas durante 18 horas
con agua "ad libitum" se han anestesiado con uretano al
12,5 % mediante inyeccién subcut&nea a razén de 10 ml/Kg.
Se ha realizado una laparatomia aislé&ndose una porcidn

de yeyuno y/o de ileon. Para localizar el yeyuno se parte
de_la ligadura de Treitz, dej&ndose unos centimetros y

se toma una porcién en direccidn caudal. El ileon se aisla
a partir de la v&lvula ileocecal y tomando una porcidén en

direccién apical.
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Los animales se colocan sobre una camilla calentada con
una manta eléctrica para evitar el descenso de la tempera-
tura corporal provocado por la accién de la anestesia y
se coloca en el interior de una campana a temperatura con-

trolada.
3.1.2. PRODUCTOS UTILIZADOS

Se da una relacibén de todos los productos utilizados en
las distintas técnicas realizadas a lo largo de este tra-

bajo.

- Acido sulffirico (Pm = 98,09) PROBUS Art. 50490

- Arseniato disddico (Pm 312,01) MMRCK Art. 6284

84,01) MERCK Art. 6329

- Bicarbonato sbédico (Pm
- Carbonato sédico (Pm = 105,99) MERCK Art. 6392

- Cloruro sbdico (Pm = 58,44) MERCK Art. 6404

- D-(+)-Galactosa (Pm = 180,16) MERCK Art. 4062

- D-(+) Glucosa monohidrato (Pm = 198,2) MERCK Art. 8342

- Dihidrégenofosfato potdsico (Pm = 136,09) MERK

Art. 4873

- Floricina (floretina-2'=- (3 -D-GlucSsido) (Pm = 434,6)

SIGMA Chemical Company No P=3377
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Fosfato de sodio monohidrato (Pm = 137,99) MERCK

Art. 6346

Glutaraldehido 25% para microscopia electrdnica

MERCK Art. 12179

Heptamolibdato aménico (Pm =) 1235,86) MERCK

Art. 1182
L-(+)<Arabinosa (Pm = 150,13) MER&K Art. 1492
Sulfato de cobre (Pm = 249,68) MERCK Art. 2790

Sulfato de sodio decahidratado (Pm = 322,19) MERCK

Art. 6648

Tartrato sdédico potdsico (Pm = 282,23) MERCK Art. 8087

Tris (hidroximetil)-aminometano (Pm = 121,14) MERCK

Art. 8382
Uretano (Pm = 89,09) MERCK Art. 8490

[Cl4]-Polietilenglicol 4000 (1,85 MBQ)
The Radiochemical Centre Amerstram, England
n® cddigo GFA 508
2,4,6-Triamino pirimidina (Pm = 125,1) SIGMA Chemical

Company No T-7001
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3.1.3. SISTEMA DE PERFUSION IN VIVO

A cada una de las secciones del intestino aisladas se le

conecta una cd@nula de vidrio de entrada y otra de salida

acoplando el sistema a una bomba peristdltica GILSON mode-

lo
la

El

la

Miniplus II. El intestino se reintegra al interior de

cavidad abdominal.

sistema de perfusién consta, tal como se muestra en

figura 7 de:

un reservorio de la solucidn a perfundir, que a la vez
es donde se recoge el liquido perfundido en las experien-

cias con recirculacién.

un tubo de pl&stico flexible por el que circula el 1f-

quido.

una bomba peristdltica que nos conduce el ligquido a la

velocidad deseada, en nuestro caso a 3,5 ml/min.

un bafio termostatado ajustadec a la temperatura adecuada
para que el lfgquido penetre en el intestino a 372 C, en

nuestro caso a 43¢ C.

cdnulas de entrada y de salida de liguido ligadas al
intestino, de distinto grosor segfin la edad de los ani-

males utilizados.
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FIGURA 7

ESQUEMA DEL SISTEMA DE PERFUSION "IN VIVO"

a.=- reservorio del liguido a perfundir y
del perfundido con circuito cerrado

b.- tubo de pléastico flexible
c.- bomba peristdltica
d.- bano termostatado

e.~ reservorio y control de temperatura
del liquido antes de su entrada al

intestino.
f.- cénula de entrada al intestino -
.= c@nula de salida del intestino
.- manta termostdtica

i.- recogida del liquido perfundido con
circuito abierto.
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f. un recipiente de recogida del liquido perfundido en las
exXperiencias realizadas en circuito abierto, sin recir-

culacidn.

Una vez conectado el sistema se lava el intestino con suero
fisiol@gico hasta que el ligquidec recogido aparece claro y
transparente (aproximadamente 50 ml). Seguidamente se pro-

cede a. la perfusifn de la soluciones en estudio.
3.1.3.1. ESTUDIOS DE ABSORCION

Se han realizado estudios de absorcidn de azficares en los
que se ha estudiado la cinética de.la misma, el efecto del

ion sodio y de diversos inhibidores.
3.1.3.1.1. CINETICA DE LA ABSORCION

Experiencias en las que se ha estudiado la cinética de la
absorcién de azficares que son transportados tanto por di-
fusidn como por transporte activo o ambos. Para ello se ha
realizado la perfusidn en circuito abierto durante cinco
minutos. Las concent&aciones de D-Glucosa, D-Galactosa y
de L-Arabinosa han sido: 2,5 - 5 - 10 - 20 y 40 mM en di-
solucién de cloruro s&dico a la concentracidn necesaria

para mantener la osmolaridad del medio a 308-310 mosmoles/l.



Para estudiar el componente de difusién de la D-Glucosa y
de la D-Galactosa se ha inibido el transporte activo con

floricina a una concentracién de 5 x 10~ % M.

3.1.3.1.2. EFECTO DEL ION SODIO

Se han realizado experiencias en las que se ha estudiado
el efecto de la concentracién de sodio en el liquido de
perfusidn sobre la absorcién de D-Glucosa. Para ello se
ha preparado una solucién de D-Glucosa 10 mM en el medio
de perfusidn consistente en cloruro sbdico al 0,9% o en
soluciones con concentraciones decrecientes de cloruro
s6dico en las que se ha sustituido &ste por las cantida-
des de Tris-HCl.necesarias para mantener la isotonicidad
del medio y de manera que las cantidades de ion sodio en

los distintos medios fueran: 154 - 77 -38,5 y 0 meq/l.

Antes de realizar cada perfusidn se lava el intestino con
el medio de perfusién idéntico al usado en el siguiente

perfodo de perfusién excepto el azficar.

Se ha observado que es indistinto el medio en que se rea-
lice la disolucién del sustrato: Krebs-Henseleit-Bicarbo-
nato, Krebs-Ringer-Fosfato a pH 7,4 o solucidn salina

isoténica de cloruro sé6dico al 0,9% (PONZ 1979), no vien-

dose diferencia en la absorcién al usar uno u otro medio.
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Tampoco se observa diferencia si se oxigena o no la solu-
cidén con oxIgeno o con carbSgeno, no siendo necesario en

los estudios "in vivo".

La perfusidn se ha llevado a cabo mediante recirculacién
de la solucidn durante un perfodo de 20 minutos, toman-

dose muestras de 25 ul a los 1, 5, 10 y 20 minutos.
3.1.3.2. ESTUDIOS DE LA SECRECION DE GLUCOSA

Se ha estudiado la salida de glucosa hacia el lumen in-
testinal perfundiendo en circuito cerrado un volumen de
10 ml de suero fisioldgico a una. velocidad de 3,5 ml/min.

En algunos experimentos se ha afiadido floricina a una

concentracién de 5 x 10-4M.

3.1.3.3. MEDICION DE LOS CAMBIOS DE VOLUMEN

Para la determinacién de los cambhios de volumen del ligui-
do de perfusibén se ha utilizado como marcador 14C—PEG 4000
marcado isotSpicamente con una actividad de 1,85 MBQ
diluyendolo de manera que la actividad resultara de 0,63
MBQ/ml. Se han afiadido 100 pl de ‘%C-PEG4000 a 200 ml del

liquido a perfundir y las muestras tomadas para realizar

el contaje por centelleo lfguido han sido de 100 ul.
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Para determinar la radiactividad se ha utilizado un liqui-
do de centelleo formado por 15 g de PPO, 2 litros de

tolueno y 1 litro de triton.

Los cambios de volumen se calculan por diferencia entre
el volumen inicial y el final calculado este filtimo a
partir del volumen inicial multiplicado por PEGR, que
representa la relacidn inicial/final de las c.p.m. de

14C—PEG 4000.

3.1.4. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

El azlicar absorbido por el intestino se ha determinado

por diferencia entre la concentracidén del mismo en la
solucibén antes de la perfusidn y la remanente una vez ha
sido perfundida. Estos resultados se han expresado en umoles
referidos al area del trozo intestinal en cm2. Para de-
terminar esta area se ha utilizado una modificacidn del
método descrito primero por VIDAL-SIVILLA (1950) y reco-
'gido por PONZ (1979) en el que se mide la “longitud fisio-
1l8gica" al colgar un peso de 30 g del intestino separado
del cuerpo y se ha multiplicado este valor por 0,6 que
constituye un factor de correccién aplicable en estos casos
Y por la anchura del segmento abierto y distendido conve-

nientemente.

Los resultaods se expresan a su vez en funcidn del tiempo

de perfusidn.
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FIGURA 8

CORRELACION ENTRA LA SUPERFICIE DEL
ASA INTESTINAL Y SU PESO SECO EN

YEYUNO DE RATA
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FIGURA 9

CORRELACION ENTRE LA SUPERFICIE DEL
ASA INTESTINAL Y SU PESO SECO EN

ILEON DE RATA
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Se ha encontrado una correlacién lineal entre el peso
seco y la superficie en cm2 del segmento intestinal,
expresada por las rectas de regresifn que aparecen en
las figuras 8 y 9 para el yeyuno y el ileon de rata
respectivamente, independientemente de la edad de los
animales utilizados permitiendo con ello expresar los
resultados en funcidn del peso seco o del area del seg-

mento intestinal conocido uno de ellos.

3.2. DETERMINACION DEL AZUCAR

Se ha utilizado el metddo quimico de SOMOGY (1945) basado
en una reduccidn incompleta del azficar al afiadir un exceso
de reactivo cfiprico alcalino y determinando después la
cantidad de 6xido cfiprico formado.

3.2.1. REACTIVOS UTILIZADOS

a. Reactivo de SOMOGY (1945)

Un litro del reactivo contiene:

® % 8 % 9 & & ® 8 % & & 8 8 8 4
SO4Cu. 5 HyOuvvnernnns g
Co3na2.....l-ll.ﬂi...IIII...DIIO....Q 24g
C03HNa..C-t..-...o-t-.lol...-..--...I‘ ng
Tartrato de sodio y potasio.......... 12 g
Oll........iilcl 180
SO, Na,. 10 HyO...... g
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Estas sustancias se mezclan del siguiente modo:

El carbonato y el tartrato de sodio y potasio se disuel-
ven en 250 ml de agua y sobre ellos seafiade poco a poco
el sulfato de cobre previamente disuelto en unos 50ml de
agua. Una vez mezclados se agrega el bicarbonato. El1 sul-
fato de sodio se disuelve en 500 ml de agua caliente y se
hierve para que expulse el aire. Una vez enfriada, se
mezclan ambas soluciones y se completa el vdlumen a 1000 ml.
Durante los primeros dias sedimenta una ligera cantidad
de 6xido cuproso junto con impurezas de los componentes
de la solucibn. Después .de unos dfas se filtra obtenien-
dose un liquido transparente en el cual no tiene lugar
ninguna reduccidn expontdnea. Se guarda en frasco topacio

a temperatura ambiente.

b. Reactivo de NELSON (1944)

Un litro de reactivo contiene:

Molibdato aménicO...cceevecceanns 50 g
SO4H2 concentrado., s sus s semevens o 42 ml
ASO4I'mazo 7H20.....l‘..‘lt.‘... 69

Para su preparacién se disuelve el molibdato aménico en
900 ml de agua y se afiade el sulffirico agitando continua-

mente. Por otro lado se disuelve el ortoarseniato disbdico
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en 50 ml de agua y se mezclan ambas soluciones. Se com-
pleta el volumen a 1000 ml. Después de 48 horas a 372C
el reactivo puede ser utilizado. Se guarda en frasco to-

pacio a temperatura ambiente.
3.2.2. PROCEDIMIENTO

Para la valoracidn colorimétrica del azficar se ha de pre-
parar una recta patrdn, scbre la que se podrd determinar
la concentraci6n del problema por interpdlacién, reali-

zandose cada dfa.

El azficar se habrd diluido de acuerdo con su concentra-
cidn inicial para que nos de un valor interpolable en la
recta patton.

Se lleva 1 ml de cada una de las soluciones diluidas de..
problema y de patrdn a un tubo de ensayo - tres por solu-
cién -. En todos los tubos se adiciona 1 ml de reactivo de
SOMOGY, se mezclan ambas soluciones agitando y se introdu-
cen en agua hirviendo durante diez minutos, transcurridos
los cuales se dejan enfriar durante 5 minutos en agua fria.
A continuacién se afiade:.1 ml de reactivo de NELSON, se
agita hasta gque no sé desprendan gases y se adicionan 5 ml

de agua destilada, agitandose de nuevo hasta conseguir una
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coloracidn homogénea a lo largo del tubo. El color permanece

estable durante horas.

Las lecturas se han realizado en un espectrofotdmetro Beckman

DB-G a una longitud de onda de 610 milimicras.
3.3. DETERMINACION DEL ION SODIO

Se ha determinado la concentracién de sodio de las soluciones
antes y después de la perfusidn del intestino utilizando un

espectrémetro de llama Corning 400. Se han preparado patrones
de clofuro de sodio conteniendo 10 y 200 meqg/l de ion sodio

y las muestras se han diluido de manera que la lectura estu-
viera comprendida dentro de la escala del aparato. Los resul-
tados se han expresado como mM/cm2 de superficie del segmento

intestinal.
3.4. OBSERVACIONES ELECTROMICROSCOPICAS

Se ha procedido a la observacidn en el microscopio electrdnico
de los enterocitos tanto de yeyuno como de ileon en los tres

grupos de animales de edades diferentes, dando especial impor-
tancia a la determinacidén de la longitud de las microvellosi-

dades.
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Para la preparacidn de las muestras sé han anestesiado los
animales con uretano en la forma usual, realizando a conti-
nuacidn una laparatomia y aislando yeyuno e ileon. Se abre
longitudinalmente una zona del intestino no superior a 1 cm
y se fija con glutaraldehido para microscopia electrénica

al 2,5% en tampdn fosfatos de pH 7,35 por goteo durante una
hora y media a temperatura ambiente. Con un bisturi se cor-
ta,una vez se ha endurecido el segmento, una porcidn no mayor

a 0,1-0,2 cmzy se procede a lavar la misma con tampdn fosfa-

tos 0,2 M que se va cambiando sucesivamente las dos primeras
horas, dejidndose por fltimo toda la noche en la solucidn
tampén a temperatura ambiente. Al dia siguiente estd lista

la muestra para la realizacidn de los cortes.
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4. RESULTADOS



4.1. INFLUENCIA DE LA EDAD EN LA ABSORCION DE D-GLUCOSA POR

YEYUNO DE RATA "IN VIVO".

La cinética de la absorcidn de D-Glucosa ha sido estudiada
en los tres grupos de animales de edades diferentes para

lo cual se han perfundido distintas concentraciones del
azicar (2,5 = 5 = 10 - 20 y 40 mM) durante cinco minutos en.
circuito abierto, observandose un aumento de la absorcidn

con cantidades crecientes de D-Glucosa (TABLAS II, III y IV).

Se ha estudiado la absorcién total del azficar asf como el
componente de difusién y de transporte activo. Para ver
cuanto azficar se ha transportado por difusidén se ha proce-
dido a inhibir el transporte activo mediante un inhibidor
esﬁecific@ del mismo, la floricina a una concentracibn de

5 x 10-4 M afladida a la solucibén a perfundir. Representando
la cantidad de glucosa total absorbida y la que se absorbe
por difusidn expresada como umoles absorbidos por cm2 de
intestino durante cinco minutos, en funcifén de la concentra-
cidn del azficar en el medio de perfusibén obtenemos la curva
representativa de la cinética del transporte , pudiendo
restar la que corresponde a difusién del transporte total

y obteniendo el azficar transportado activamente (Fig. 10,

11 y 12) para las tres edades de nuestro estudio. Comparando
la absorcién en los tres grupos vemos gque es en las ratas
mds joévenes (21-23 dias) en las que la absorcién es mayor

tanto por transporte activo como por difusién (Fig.13).
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).-.Jmol/cmz/S min.
GLUCOSA
- Floricina Diferencia
mM 5 x 107y '
i _
2,5 0,30% 0,04 0,12* 0,06 0,18
(10)%* (4)
5 0,823 0,07 0,33% 0,11 0,49
(13) (5)
10 1,61%* 0,15 0,81%0,15 0,80
(8) (4)
20 2,73* 0,38 1,80x 0,16 0,93
(7) (4)
.40 4,942 0,49 3,50% 0,69 1,44
(6) (8)
TABLA IT

ABSORCION DE GLUCOSA POR YEYUNO DE RATA DE 21-23 DIAS MEDIANTE
PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN PERIODOS DE 5 MI-
NUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.
%* valor medio + error estédndar
*%* fAGmero de animales
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FIGURA 10

CINETICA DE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA POR

YEYUNO DE RATA DE 21-23 DIAS, "IN VIVO".

O Transporte total
A Transporte por difusidn

® Transporte activo

cada punto representa la media + el error

est3ndar.

- 04 -



v
/

g
v
0
O
>
O
I T S
ulws - wy/jowry

-

2.4
16

mM

40

&)
o™




}Jmol/cmz/s min.
GLUCOSA
- Floricina Diferencia
M 5 x 10 %M
2,5 0,27%0,01% 0,08% 0,02 0,19
(16)%* (7)
(6) (4)
10 0,71% 0,06 0,36%0,06 0,35
(14) (6)
20 0,95% 0,10 0,54%0,08 0,41
(5) (4)
40 1,89% 0,16 1,447 0,10 0,45
(12) (7)
TABLA III

ABSORCION DE GLUCOSA POR YEYUNO DE RATA DE 2-3 MESES MEDIANTE
PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN PERICDOS DE 5 MI-

NUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.

% valor medio + error estédndar
% % nlmero de animales
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FIGURA 11

CINETICA DE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA POR

YEYUNO DE RATA DE 2-3 MESES, "IN VIVO".

o Transporte total
a Transporte por difusidn

e Transporte activo

cada punto representa la media + el error

estindar.
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pmol/cmz/B min.
GLUCOSA |
- Floricina Diferencia
mM 5 x 10 %M
+ * + :
2,5 0,16% 0,03 0,06%0,01 0,10
(5)%* (4)
5 0,25% 0,06 0,082 0,01 0,17
(6) (4)
10 0,33+ 0,02 0,21% 0,07 0,12
(7) (4)
20 0,83+ 0,15 0,62+ 0,19 0,21
(5) (4)
40 1,56 0,34 1,36% 0,43 0,20
(6) (4)
TABLA IV

ABSORCION DE GLUCOSA POR YEYUNO DE RATA DE 18 MESES MEDIANTE
PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN PERIODOS DE 5 MI_
NUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.

#* valor medio + error estédndar

% %* nimero de animales
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FIGURA 12

CINETICA DE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA POR
YEYUNO DE RATA DE 18 MESES, "IN VIVO".

O Transporte total

A Transporte por difusidn

@ Transporte activo

cada punto representa la media + el error

estindar.
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FIGURA 13 ST

ABSORCION TOTAL DE D-GLUCOSA POR YEYUNO

DE RATA DE DIFERENTES EDADES

Valores medios + error estdndar

Las barras negras representan el componente

de difusidn.
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La D-Glucosa absorbida por difusién nos da una recta de
regresién (TABLA V) y la pendiente de esta recta permite
calcular la constante de difusién. Se ha observado una
mayor absorcién por difusién en el grupo de menor edad
expresado por una constante de difusidn mids elevada que
en los dos grupos restantes. Kd = 0.0907 para las ratas
de 21-23 dfas comparada con Kd = 0,0356 en las de 2-3

meses y Kd = 0,0358 en las de 18 meses.

4.2, INFLUENCIA DE LA EDAD EN LA ABSORCION DE D-GLUCOSA

POR ILEON DE RATA "IN VIVO".

Los valores de la absorcidn se recogen en las TABLAS VI,

VII y VIII para las tres edades, respectivamente. La di-

fusidn es superior en ratas de 21-23 difias (Kd = 0,0858) y
decrece considerablemente con la edad, 2-3 meses (Kd =

0,0195) y 18 meses (K4 = 0.0159) (TABLA IX).

Los resultados de absorcidn total de la D-Glucosa por
ileon de rata son inferiores a!los correspondientes al

yeyuno en los tres grupos estudiados.

En las figuras 14, 15 y 16 se representa la cinética de la
absorci6n de D-Glucosa por ileon de rata de 21-23 dias,

2-3 meses y 18 meses respectivamente.
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}4mol/cm2/5 min.
GLUCOSA
- Floricina Diferencia
mM 5 x 10"4M
2,5 0,44 % 0,10*' 0,162 0,07 0,28
(7)%% (8)
5 0,68+ 0,07 0,28 0,04 0,40
(8) (8)
10 1,65% 0,43 0;51% 0,15 1,15
(6) (6)
20 2,70%0,56 1,40* 0,19 1,30
(6) (4)
40 5,03 0,95 3,32*0,41 1,71
(6) (5)
TABLA VI

ABSORCION DE GLUCOSA POR ILEON DE RATA DE 21-23 DIAS MEDIANTE
PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN PERIODOS DE 5 MI-

NUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.

#* valor medio + error esténdar
%% nimero de animales
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FIGURA 14

CINETICA DE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA POR

ILEON DE RATA DE 21-23 DIAS, "IN VIVO".

O Transporte total
A Transporte por difusidn

® Transporte activo

cada punto representa la media + el error

estandar.
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}..Imol/cmz/S min.
GLUCOSA
- Floricina Diferencia
mM _ 5 x 10 M
4 *
2,5 0,18% 0,02 0,13%0,05 05,05
(6)%* (4)
5_ 0,35%0,06 0,16 * 0,05 0,19
(6) (6)
10 0,55%0,10 0;301‘0,_10 0,25
(5) (5)
20 1,01*0,07 0,62%*0,07 0,39
(6) (6)
(4) (4)
TABLA VII

ABSORCION DE GLUCOSA POR ILEON DE RATA DE 2-3 MESES MEDIANTE
PERFUSION IN VIVO CON CIRCUITO ABIERTO EN PERIODOS DE 5 MI-
NUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.
% valor medio + error esténdar
% ¥ nimero de animales
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FIGURA 15

CINETICA DE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA POR

ILEON DE RATA DE 2-3 MESES, "IN VIVO".

O Transporte total
a Transporte por difusidn

e Transporte activo

cada punto representa la media + el error

estédndar.
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H mol/cm2/5 min.
GLUCOSA
- Floricina Diferencia
mM 5 x 10 %M
2,5 0,15+ 0,02% 0,08% 0,01 0,07
(5)% % (5)
5 0,27% 0,04 0,11%* 0,04 0,16
(6) - (3)
10 0,42% 0,08 0,17% 0,07 0,25
(5) (4)
20 0,67+ 0,07 0,28% 0,10 0,39
(6) (4)
40 , 1.22% 6,19 0,68% 0,19 0,54
(6) (5)
TABLA VIII

ABSORCION DE GLUCOSA POR ILEON DE RATA DE 18 MESES MEDIANTE
PERFUSION"IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN PERIODOS DE 5 MI_

NUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.
% valor medio + error estdndar
%% nomero de animales
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FIGURA 16

CINETICA DE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA POR

ILEON DE RATA DE 18 MESES,"IN VIVO".

o Transporte total
a Transporte por difusidn

® Transporte activo

cada punto representa la media + el error

estindar.
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FIGURA 17

ABSORCION TOTAL DE D-GLUCOSA POR ILEON

DE RATA DE DIFERENTES EDADES

Valores medios + error estédndar
Las barras negras representan el compo-

nente de difusién.
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4.3. INFLUENCIA DE LA EDAD EN LA ABSORCION DE D-GALACTOSA

POR YEYUNO DE RATA "IN VIVO".

Se ha procedido al mismo estudio cinético que para el caso
de la D-Glucosa y los resultados obtenidos expresados como
umoles de D-Galactosa absorbidos por cmz'durante 5 minutos
aparecen en las TABLAS XI, XII y XIII, correspondiendo las
figuras 18,19 y 20 a la cinética de la absorcidn por yeyu-
no de ratas. de 21-23 dias, 2=3 meses y 18 meses respectiva-

mente.

Se observa un mayor transporte total a' los 21-23 dias

(Fig. 21) asi como en lo que se refiere a la difusidn que
es mayor en las ratas de menor edad (Kd = 0,0744) y decrece
al alcanzar la edad adulta, siendo su coeficiente de difu-
sidén en las ratas de 2-3 meses Kd = 0,0395 y en las de 18
meses Kd = 0,0254 (TABLA XIV). Las rectas de regresidén del
componente de difusidn son significativamente distintas

para las tres edades estudiadas (TABLA XV).

-

4.4, INFLUENCIA DE LA EDAD EN LA ABSORCION DE L-ARABINOSA

POR YEYUNO DE RATA "IN VIVO"

Se ha estudiado la absorcidén de un azlicar, la L-Arabinosa,
que sélo atraviesa la mucosa intestinal por difusidn, si-
guiendo un gradiente de concentracién, con el fin de compro-

bar si la absorcidén de este azficar varia con la edad.
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M mol/cmz/S min.

GALACTOSA
- Floricina Diferencia
mM 5 x 10 M
5 *
2,5 0,34%*0,06 0,22*0,06 0,12
(8)%* (8)
5 0,80% 0,11 0,35+ 0,12 0,45
(6) (6)
10 1,142 0,148 0,65% 0,15 0,49
(7) (7)
20 2,16+ 0,44 1,50* 0,36 0,66
(6) (4)
40 3,60+ 0,53 2,96 £ 0,18 0,64
(8) (4)
TABLA XI

ABSORCION DE GALACTOSA POR YEYUNO DE RATA DE 21-23 DIAS ME_
DIANTE PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN PERIODOS

DE 5 MINUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.

# valor medio + error esténdar
* ¥ niimero de animales

« 3112 =




FIGURA 18

CINETICA DE LA ABSORCION DE GALACTOSA POR

YEYUNO DE RATA DE 21-23 DIAS, "IN VIVO".

O Transporte total
a Transporte por difusidn

® Transporte activo

cada punto representa la media + el error

estindar.
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).Jmol/cmz/s min.
GALACTOSA
- Floricina Diferencia
mM 5 x 10" M
3
25 0,17 *0,01 0,07*0,01 0,10
(11) %% (8)
) 0,24t 0,03 0,13*0,02 0,11
(5) (4)
10 0,72+ 0,06 0,33+ 0,04 0,39
(8) (8)
20 1,05% 0,09 0,68 0,04 0,37
(10) (5)
40 1,95% 0,20 1,54 % 0,20 0,41
(7) (7)
TABLA XII

ABSORCION DE GALACTOSA POR YEYUNO DE RATA DE 2-3 MESES ME-

DIANTE PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN PERIODOS
BE 5 MINUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.

* valor medio + error estédndar

¥ ¥ niimero de animales
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FIGURA 19

CINETICA DE LA ABSORCION DE GALACTOSA POR

YEYUNO DE RATA DE 2-3 MESES, "IN VIVO".

O Transporte total
ATransporté por difusién

e Transporte activo

cada punto representa la media + el error

estindar.
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}Jmol/cm2/5 min.
GALACTOSA
= Floricina Diferencia
mM 5 x 10 M
2,5 0,15% 0,03% 0,06+ 0,02 0,09
(6)%% (4)
5 0,23% 0,02 0,13% 0,04 0,10
(6) (5)
10 0,512 0,11 0,32% 0,06 0,19
(6) (5)
20 0,71% 0,13 0,51t 0,14 0,20
(6) (6)
40 1,21%0,26 1,032 0,16 0,19
(4) ‘ (4)
TABLA XIII

ABSORCION DE GALACTOSA POR YEYUNO DE RATA DE 18 MESES MEDIANTE
PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN PERIODOS DE 5 MI-

NUTOS Y EFECTO DE LA FLORICINA.

# valor medio + error estédndar
%* % niimero de animales
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FIGURA 20

CINETICA DE LA ABSORCION DE GALACTOSA POR

YEYUNO DE RATA DE 18 MESES, "IN VIVO".

O Transporte total
A Transporte por difusidn

® Transporte activo

cada punto representa la media + el error

estandar.
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FIGURA 21

ABSORCION TOTAL DE D-GALACTOSA POR YEYUNO

DE RATA DE DIFERENTES EDADES

Valores medios + error esténdar

Las barras negras representan el componente

de difusidn.
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EDADES SIGNIFICACION
21-23 dias «—»2-3 meses p<0,05
21-23 dias-—» 18 meses p< 0,05
2-3 meses<—» 18 meses p< 0,05
TABLA XV

COMPARACION ENTRE LAS RECTAS DE REGRESION REPRESEN_
TATIVAS DEL COMPONENTE DE DIFUSION DE LA ABSORCION
DE D-GALACTOSA, A DIFERENTES EDADES, POR YEYUNO DE

RATA "IN VIVO".
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Para la L-Arabinosa se ha obsrvado gue las ratas de menor
edad (21-23 dias) son las gue presentan una absorcidn

mayor (TABLA XVI) y que una vez llegan a la edad adulta se

estabiliza (TABLAS XVII y XVIII y Fig. 22).

Han sido calculadas las constantes de difusién del azficar,
definidas como la pendiente de la recta de regresidn obte-
'hida al representar el azficar absorbido frente a las concen-
traciones en el liquido de perfusidén (Fig. 23). En la TABLA
XIX aparecen dichas constantes gue son Kd = 0,0911 para el
grupo de 21-23 dias, Kd = 0,0276 para el de 2-3 meses y

Kd = 0,0361 para las de 18 meses. Las rectas de regresidn

son significativamente distintas (p<¢ 0,05) (TABLA XX)
4.5. EFECTO DEL ION SODIO SOBRE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA

4.5.1. EFECTO DEL ION SODIO SOBRE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA

POR YEYUNO DE RATA DE DIFERENTES EDADES

Se ha estudiado la absorcidn de D-Glucosa por yeyuno de rata
mediante perfusién con recirculacidn del liéuido durante
veinte minutos, toméndose muestras a los tiempos: 1 - 5 =

10 y 20 minutos. El ion sodio ha sido sustituido parcial o
totalmente por Tris-HCl de manera que la concentracidén del
mismo en el 1fguido de perfusién fuera: 154 - 77 - 38,5 y

0 meqg/1.
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ARABINOSA 5
Mmol/cm”/5 min.
mM
2,5 0,22+ 0,05%
(7)% %
5 0,49+ 0,09
(5)
10 1,07 £0,05
(5)
20 1,87 0,33
(5)
40 3,72% 0,35
(5)
TABLA XVI

ABSORCION DE ARABINOSA POR YEYUNO DE RATA DE 21-23
DIAS MEDIANTE PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO
ABIERTO EN PERIODOS DE 5 MINUTOS.

% valor medio t error estéandar
% % nlmero de animales
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ARABINOSA 2
}Jmol/c:m /5 min.

M y

2!'5 0;05 10;01*
(4)-1-*-

5 0,18%*0,03
(6)

10 0,36% 0,04
(4)

20 0,62+ 0,13
(8)

40 1,122 0,13
(6)

TABLA XVII

ABSORCION DE ARABINOSA POR YEYUNO DE RATA DE 2-3
MESES MEDIANTE PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO
ABIERTO EN PERIODOS DE 5 MINUTOS.

% valor medio + error esténdar

#¥ nimero de animales
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ARABINOSA )
}Jmol/cm /5 min.
mM
2,5 0,07+ 0,01%
(5)**'
5 0,10% 0,01
(5)
10 0,36+ 0,13
(4)
20 0,83%0,21
(7)
40 1,38%0,27
(5)

TABLA XVIII

ABSORCION DE ARABINOSA POR YEYUNO DE RATA DE 18 MESES
MEDIANTE PERFUSION "IN VIVO" CON CIRCUITO ABIERTO EN
PERIODOS DE 5 MINUTOS.

% valor medio + error estdndar

% % nfimero de animales
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FIGURA 22

ABSORCION DE L-ARABINOSA POR YEYUNO

DE RATA DE DIFERENTES EDADES

Valores medios + error estindar
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FIGURA 23

CINETICA DE LA ABSORCION DE ARABINOSA POR
YEYUNO DE RATA "IN VIVO""

0 21-23 dias

¥ 2-3 meses

ol8 meses
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EDADES SIGNIFICACION
21-23 dias<«—=~2-3 meses p<0,05
21-23 dias<«—» 18 meses p<0,05
2-3 meses-=—>» 18 meses p<0,05
TABLA XX

COMPARACION ENTRE LAS RECTAS DE REGRESION REPRESEN_
TATIVAS DE LA DIFUSION DE L-ARABINOSA, A DIFERENTES

EDADES, POR YEYUNO DE RATA "IN VIVO".
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Secomprueba que la absorcidn decrece con la edad de los
animales (TABLAS XXI, XXII y XXIII) y asi mismo se ve
disminuida a medida que se va elirminando ion sodio del

medio en los tres grupos de animales de distintas edades

(Fig. 24, 25 y 26).

En la TABLA XXIV se representa el porcentaje de inhibicién
de la absorcién de D-Glucosa conforme ée va sustituyendo
el sodio por Tris-HCl con respecto a la absorcidn cuando
la concentracidn de ion sodio es 154 meg/l. Parece que el

comportamiento es similar en las tres edades estudiadas.

Es en el primer minuto donde se observa una mayor influen-
cia de la ausencia del sodio y asi se puede establecer una
correlacidn lineal entre la concentracidén de sodio en el

medio y los umoles/cm2 absorbidos (TABLA XXV y Fig. 27).

Con el fin de inhibir completamente el posible transporte
activo debido a la presencia de iones sodio procedentes del
plasma se ha adicionado floricina al medio y se ha determi-
nado la absorcién de D-Glucosa en presencia de sodio (154
meq/l) y en ausencia de sodio y ausencia de sodio con flori-

cina 5 x 10“4

M. En la TABLA XXVI se recogen los valores
correspondientes a la absorcidén de D-Glucosa para las tres
edades estudiadas y en la TABLA XXXIV los porcentajes de

inhibicién con respecto a los controles.
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1TABLA XXI

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Na‘*EN EL MEDIO

DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA 10 mM
POR YEYUNO DE RATA DE 21-23 DIAS.

*Valor medio + error estindar
* % NGmero de animales.
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FIGURA 24

EFECTO DE LA DISMINUCION DE SODIO EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA POR

YEYUNO DE RATA DE 21-23 DIAS, "IN VIVO"

O 154 . meq/l
® 77 nmeq/l
v 38,5 meq/l

] 0 meq/1
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TABLA  XXII

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Na* EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA 10 mM
POR YEYUNO DE RATA DE 2-3 MESES.

% Valor medio * errorestidndar
% ¥Nlmero de animales.
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FIGURA 25

EFECTO DE LA DISMINUCION DE SODIO EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA

POR YEYUNO DE RATA DE 2-3 MESES, "IN VIVO".

© 154 meqg/1l Na©

® 77 meq/l Na+
+
v 38,5 meqg/l Na

l 0 meq/l Na
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TABLA XXIII
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Na‘t EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA 10 mM

YEYUNO DE RATA DE 18 MESES.

%Valor medio * error esténdar
% ¥ NGmero de animales.
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FIGURA 26

EFECTO DE LA DISMINUCION DE SODIO EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA POR

YEYUNO DE RATA DE 18 MESES, "IN VIVO"

O 154 meq/l
® 77 meqg/l

v 38,5 meq/l

8 0 megq/l
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TABLA XXIV
PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA ABSORCION DE

GLUCOSA POR DESCENSO DE LA CONCENTRACION LU_
MINAL DE Nat EN YEYUNO DE RATA.
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FIGURA 27

CORRELACION ENTRE LA ABSORCION DE GLUCOSA POR
YEYUNO DE RATA "IN VIVO" Y LA CONCENTRACION
DE SODIO EN EL MEDIO DE PERFUSION.

0 21-23 dias

v 2-3 meses

o18 meses
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TABLA XXVI

EFECTO DE LA AUSENCIA DE SODIO Y DE LA AUSENCIA
DE SODIO Y PRESENCIA DE FLORICINA SOBRE LA ABSOR
CION DE D-GLUCOSA POR YEYUNO DE RATA DE DISTINTAS

EDADES. =

% media * error estédndar

% % nimero de animales
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4.5.2. EFECTO DEL ION SODIO SOBRE LA ABSORCION DE D-GLUCOSA

POR ILEON DE RATA DE DIFERENTES EDADES.

En las TABLAS XXVII, XXVIII y XXIX aparecen las cantidades
de D-Glucosa absorbidas en funcidn de las concentraciones
de ion sodio en el medio y en la TABLA XXX el porcentaje

de inhibicidn de la absorcidén de D-Glucosa al ir eliminando
el ion sodio con respecto a los controles que contienen

154 meg/l para las distintas edades estudiadas.

La correlacidn entre las concentraciones de sodio en el
medio y la absorcién de D-Glucosa se observan en la Fig.3l

y en la TABLA XXXI.

La TABLA XXXIII representa la absorcidn de D-Glucosa en

circuito abierto durante un minuto al eliminar el ion sodio
. -4

y afladiendo floricina a la coéncentracién de 5 x 10 M para

los tres grupos de nuestro estudio.

La TABLA XXXIV recoge el tanto por ciento de inhibicidn sobre
la absorcidn de D-Glucosa 10 mM en circuito abierto y en
periodos de 1 minuto al sustituir el sodio por Tris-HCl y al
adicionar floricina al medio, para las tres edades estudia-

das, tanto en yeyuno como en ileon de rata.
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TABLA XXVII
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Nat EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA 10 mM

POR ILEON DE RATA DE 21-23 DIAS.

% Valor medio * error esténdar
% ¥ NGmero de animales.
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FIGURA 28

EFECTO DE LA DISMINUCION DE SODIO EN EL MEDIO DE
PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA POR ILEON
DE RATA DE 21-23 DIAS, "IN VIVO"

o 154 meg/l Na

e 77 meg/l Na
+
v 38,5 meg/l Na

n 0 meq/l Na®
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TABLA XXVIII
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Na* EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA 10 mM

POR™ ILEON DE RATA DE 2-3 MESES.

% Valor medio * error esténdar
% ¥ NGmero de animales.
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FIGURA 29

EFECTO DE LA DISMINUCION DE SODIO EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA POR
ILEON DE RATA DE 2-3 MESES, "IN VIVO".

0 154 meqg/l
e 77 meq/l
v 38,5 meq/l

n 0 meqg/l

Na
Na
Na+

Na't

- 144 -



‘ulw oz

Ol

=1

UwOu:_o

o g

80

91




TABLA XXIX
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Na* EN EL MEDIO
DE PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA 10 mM

POR ILEON DE RATA DE 18 MESES

* Valor medio } error est&ndar
¥ ¥ NUmero de animales.
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FIGURA 30

EFECTO DE LA DISMINUCION DE SODIO EN EL MEDIO DE
PERFUSION SOBRE LA ABSORCION DE GLUCOSA POR ILEON
DE RATA DE 18 MESES, "IN VIVO".

0 154 meq/l Na
®¢ 77 meqg/l Na

v 38,5 megq/l Na

m 0 meg/l Na

- 146 -



‘ulw oz ol g

I - 80
&
@ . Q
i -9l
-v'T
PsSOdN|9 mEu\_oEl



TABLA XXX

- PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA ABSORCION DE
GLUCOSA POR DESCENSO DE LA CONCENTRACION LU_
MINAL DE Na' EN ILEON DE RATA.

- 147 -



z6'21 60’6 vL'S 0z
¥8‘LE 6v‘'9¢ ze've 0t
il s9‘0v ze'oe 76’ 1T S
ZT'LY €L'8¢ 1Z'%¢E T
€0’82 ST LT Pp's 0z
3 LS T 62'27 v9’‘6 0T
PReS E-e ze‘ 9¥ 60‘EE 'y S
0Z'€9 08‘9¢ 09°s¢ T
€Ev’8¢ 81’12 1Z2'L 0C
. 09’65 Lo'ze 61°GT 0T
b Gaake £T'¥L 66107 2S5 0€ 5
G8'88 LL'SG 8c’ 0¥ T
0 G’'8e LL :7/bau (utu)
. .—-ﬂz
avad QOAWAT &

NOIDILHIHNI %




FIGURA 31

CORRELACION ENTRE LA ABSORCION DE GLUCOSA POR
ILEON DE RATA "IN VIVO® Y LA CONCENTRACION DE
SODIO EN EL MEDIO DE PERFUSION

0 21-23 dias
v 2-3 meses

o 18 meses
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TABLA XXXIII

EFECTO DE LA AUSENCIA DE SODIO Y DE LA AUSENCIA
DE SODIO Y PRESENCIA DE FLORICINA SOBRE LA ABSOR_
CION DE D-GLUCOSA POR ILEON DE RATA DE DISTINTAS

EDADES.

% media * error esténdar

% % nimero de animales

= 3181 -
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4.6. DETERMINACION DE LAS CANTIDADES DE SODIO EN EL LIQUIDO

DE PERFUSION A DISTINTAS EDADES.

Se ha determinado la concentracién de sodio en el liquido
de perfusidn antes y después de perfundir D-Glucosa 10 mM
en un medio que contenia distintas cantidades iniciales
del ion. Los resultados expresados en funcidén del area
del segmento intestinal, durante periodos de 20 minutos
aparecen en las TABLAS XXXV, XXXVI y XXXVII, no observan-
dose diferencias significativas cuando existe una cierta
cantidad de sodio. En ausencia de sodio se aprecia una sa-
lida de sodio hacia el lumen intestinal en los animales

més jovenes y en los mds viejos (TABLA XXXVIII).

Si perfundimos D-Glucosa 10 mM durante 1 minuto en presen-
cia y ausencia de sodio y ademds adicionamos floricina al
medio, obtenemos unas concentraciones de sodio que apare-
cen recogidas en las TABLAS XIL, XL y XLI para cada una

de las distintas edades estudiadas respectivamente y en la
TABLA XLII se represenfan los valores de salida de sodio

hacia el lumen intestinal en cada caso.
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TABLA X XXV

CONCENTRACIONES INICIALES Y FINALES DE SODIO
TRAS PERFUSION DE D-GLUCOSA 10 mM DURANTE 20
MINUTOS EN RATAS DE 21-22 DIAS CON DISTINTAS

CANTIDADES INICIALES DE SODIO EN EL MEDIO.

s« media ? error esténdar

% % nimero de animales
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TABLA XXXVI

CONCENTRACIONES INICIALES Y FINALES DE SODIO
‘TRAS PERFUSION DE D~-GLUCOSA 10 mM DURANTE 20
MINUTOS EN RATAS DE 2-3 MESES CON DISTINTAS

CANTIDADES INICIALES DE SODIO EN EL MEDIO

% media * error estindar

%% nGmero de animales

= 158 =
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TABLA XXXVII

CONCENTRACIONES INICIALES Y FINALES DE SODIO
TRAS PERFUSION DE D-GLUCOSA 10 mM DURANTE 20-
MINUTOS EN RATAS DE 18 MESES CON DISTINTAS

CANTIDADES INICIALES DE SODIO EN EL MEDIO

% media * error estdndar

%% nimero de animales
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+ —
Na ( mmoles/20 m_in.,(,cmz)
EDAD
YEYUNO ILEON
21-23 dias 25,49 + 6,06 3,04 + 1,01
{3y ¥ (4)
.2=-3 meses - -
18 meses 16,38 + 1,26 5,94 + 1,34
(5) (7)

TABLA XXXVIII

SALIDA DE SODIO HACIA EL LUMEN INTESTINAL DESPUES DE
PERFUNDIR D-GLUCOSA 10 mM EN AUSENCIA DE SODIO EN EL

MEDIO DURANTE 20 MINUTOS EN RATAS DE DISTINTAS EDADES.

xmedia + error esténdar

% %k nimero de animales
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TABLA XIL

CONCENTRACIONES INICIALES Y FINALES DE SODIO
EN EL MEDIO TRAS PERFUSION DE D-GLUCOSA 10 mM
DURANTE 1 MINUTO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE

SODIO EN RATAS DE 21-23 DIAS

% media ¥ error estéandar

%% nlmero de animales
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TABLA XL

CONCENTRACIONES INICIALES Y FINALES DE SODIO
EN EL MEDIO TRAS PERFUSION DE D-GLUCOSA 10 mM
DURANTE 1 MINUTO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE

- SODIO EN RATAS DE 2-3 MESES

% media ¥ error estandar

% % nimero de animales

- 159 =



[ 100’0 > mll_

(8) (8)
LO'0 + 6£°0 000 + 800
T Too‘0>d ]

(L) (L)

L0'0 T 05'0 " 0070 ¥ 9170
_|||. tmoc|—
(L) ()

G8'T + ¥6’22Z 9L'T ¥ 21’12

_|| T00‘0> mvl—
(8) (8)
IT‘0 + 8870 T0‘0 ¥+ IT'0O

_l.goavm.l_
(8) . (g)
21’0 + 88°0° €00 + 2Z'0

—|||| vmoc ||—
(9) (9)
LO'Y ¥ $6'9¢ ¥9’€ ¥ TL'EE

BPUTOTIOTL

TOH-STaL

TOH-STaL

BN

TUNIA TYIDINI

TUNIA TVIDINI

NOJTI

ONNXIX

ANEU\.GME\meOEﬁ.V e N

+




TABLA XLI

CONCENTRACIONES INICIALES Y FINALES DE SODIO
EN EL MEDIO TRAS PERFUSION DE D-GLUCOSA 10 mM
- DURANTE 1 MINUTO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE

SODIO EN RATAS DE 18 MESES:

% media * error estindar

% %k nimero de animales
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4.7. EFECTO DE 2,4,6-TRIAMINOPIRIMIDINA (TAP) SOBRE LA

ABSORCION INTESTINAL DE D-GLUCOSA

En la TABLA XLIII y en la Figura 32 se recogen los valores
de absorcidn de D-Glucosa 20 mM en presenc¢ia de floricina

5 X 10-4 M por yeyuno e ileon de rata de 2-3 meses de edad
mediante perfusién "in vivo" con eircuito cerrado por espa-
cio de 5 minutos, lo gue representa la difusién de este
azlicar a través del intestino delgado. También se ha adicio-
nado al medio TAP a una concentracién 20 mM para comprobar
si dicha sustanéia provoca "in vivo" un efecto inhibidor
sobre la absorcién de D-Glucosa como consecuencia del es-
trechamiento de las uniones estrechas observado por MORENO
en 1974 y 1975.

Como se desprende de nuestros resultados TAP 4 una concen-
tracién de 20 mM prowvoca una inhibicién del 32% sobre la
difusidn de D-Glucosa 20 mM a través del yeyuno y del ileon

de la rata.

4.8. SALIDA DE GLUCOSA HACIA EL LUMEN INTESTINAL

La salida de glucosa desde el plasma hacia el lumen del
yeyuno y del ileon de rata de 2-3 meses, al ser perfundidos
con solucidn salina fisioldgica durante 30 minutos se ha

determinado, mostrandose los resultados obtenidos en la
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GLUCOSA

pmol/cm2/5 min.

- TAP INHIBICION
3
YEYUNO 1,73 + 0,34 1,17 + 0,10 32
(4) (5)
ILEON 1,52 + 0,09 1,04 + 0,19 32
(5) (6)
TABLA XLIII

EFECTO DE 2,4,6-TRIAMINOPIRIMIDINA (TAP) 20 mM SOBRE LA

DIFUSION DE D-GLUCOSA 20 mM POR INTESTINO DELGADO DE

RATA DE 2-3 MESES.
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FIGURA 32
EFECTO DE 2,4,6-TRIAMINO PIRIMIDINA (TAP) 20mM
SOBRE LA DIFUSION DE D-GLUCOSA 20 mM EN RATAS

DE 2-3 MESES.

Se representan los valores medios + error esténdar.
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FIGURA 33
SALIDA DE GLUCOSA HACIA EL LUMEN INTESTINAL
DESPUES DE PERFUNDIR SUERO FISIOLOGICO
DURANTE 30 MINUTOS EN RATAS DE 2-3 MESES

Y EFECTO DE LA FLORICINA

Se representa la media + error esténdar.
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TABLA XLIV y en la Figura 33, donde asi mismo se ve el
incremento en la concentracién del azficar en el lumen,
inducida por la presencia de floricina 5 x 10‘4 M adicio-

nada al lpiquido de perfusidn.

La salida es superior en yeyuno que en ileon, tanto en los
animales controles como en aquellos en los que se ha adicio-
nado floricina al medio. El aumento en la salida inducido
por la floricina es superior en el ileon que en el yeyuno

(TABLA XLIV)

4.9. MORFOLOGIA DE LOS ENTEROCITOS DE RATA DE DISTINTAS

EDADES

Se han realizado observaciones con microscopia electrdnica
y se ha medido la longitud de las microvellosidades tanto
en yeyuno como en ileon de ratas de los tres grupos de eda-
des de nuestro estudio. Se recogen en lé TABLA XLV dichas

longitudes expresadas en um.
En las fotografias siguientes se aprecia el aspecto que

presentan las microvellosidades correspomdientes a cada

zona intestinal y a cada grupc de edad estudiado.
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FOTOGRAFIA 4

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS MICROVELLOSIDADES

DE YEYUNO DE RATA DE 21-23 DIAS ( x 35.840)

) - S



FOTOGRAFIA 5

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS MICROVELLOSIDADES

DE ILEON DE RATA DE 21-23 DIAS ( x 35.840)
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FOTOGRAEIA 6

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS MICROVELLOSIDADES

DE ILEON DE RATA DE 21-23 DIAS ( x 35.840)



FOTOGRAFIA 7

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS MICROVELLOSIDADES

DE ¥EYUNO DE RATA DE 2-3 MESES ( x 35.840)

s i



FOTOGRAFIA 8

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE UN CORTE TRANSVERSAL
DE LAS MICROVELLOSIDADES DE YEYUNO DE RATA DE

2-3 MESES ( x.35.840)
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FOTOGRAFIA 9

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS MICROVELLOSIDADES

DE ILEON DE RATA DE 2-3 MESES ( x 35.840)
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FOTOGRAFIA 10

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS MICROVELLOSIDADES
DE YEYUNO DE RATA DE 18 MESES Y DE UN CORTE TRANS _

VERSAL DE LAS MISMAS ( x 34.000)

= e =



FOTOGRAFIA 11

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS MICROVELLOSIDADES
DE ILEON DE RATA DE 18 MESES Y DE UN CORTE TRANS_

VERSAL DE LAS MISMAS (x 34.000)

o U
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5. DISCUSION



La existencia de variaciones en la absorcidn intestinal
de azficares dependiendo del desarrollo del animal ha

sido descrita por varios autores pero no todos los resul-
tados son corcondantes ', pues mientras unos han observa-
do una mayor absorcién en los animales jévenes (SCHARRER
1976, 1979°, RAHEJA 1977, GAZA 1980, GUERRERO 1908) otros
describen un efecto contrario (ROMMEL 1972, YOUNOSZAI
1978) . Estas variaciones pueden deberse a las distintas
técnicas y concentraciones de sustratos utilizadas que

hacen los resultados dificilmente comparables entre si.

Existen algunos caracteres de la absorcidén gue no son to-
mados muy en cuenta en los diversos trabajos publicados

0 al menos no se hace mencién de los mismos, lo que di-
ficulta la comparacibn gntre los resultados obtenidos

en los diferentes laboratorios. Entre ellos podemos men-
cionar la existencia de un ritmo circadiano en la absor-
cién de azficares (FURUYA 1974, MUﬁAKAMI 1977) presentando
una distinta absorcidn segfin la hora del dia en que se
realice el ensayo (HORVATH 1950), por lo cual nosotros
hemos realizado el experimento todos los dias a la misma
hora, entre las 8 y las 12 horas de la mahana, con el fin
de obtener unos resultados comparables y reducir las po-

sibles modificaciones debidas al cambio de horario.
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Otros aspectos que han de ser tomados en cuenta son las
modificaciones en la absorcidn observadas al variar el
pH del medio (PONZ 1950, ORTIZ 1979) que hacen que éste

se haya controlado y ajustado alrededor de 7.

La velocidad de perfusién afecta también significativa-
mente a la absorcidén (ESPOSITO 1973, JODAL 1977, BRONK
1980) pudiendo ser motivo, asi mismo, de distintos
efectos sobre la absorcidn.

En cuanto a las edades elegidas para realizar el estu-
dio, se han tomado tres edades separadas y representa-
tivas del distinto grado de desarrollo del animal. Tenien-
do en cuenta que el animal utilizado ha sido la rata,

se ha elegido un grupo de 21-23 dias, considerando que

a esta edad, que corresponde al destete, es el momento
en el cual el animal ha de cambiar de h&bitos alimenta-
rios, abandonando la alimentacidn l&ctea para recibir
una dieta mis variada. Como grupo intermedio: se ha ele-
gido el comprendido entre 2 y 3 meses, en el cual se
puede considerar que el animal ya es adulto y por Glti-
mo ratas de 18 meses que teniendo en cuenta el tiempo
que suelen vivir estos animales se pueden considerar

viejas.
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5.1. INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE LA CINETICA DE LA ABSORCION

DE D-GLUCOSA, D-GALACTOSA Y L-ARABINOSA

La absorcién de D-Glucosa por yeyuno de rata es mixima
tanto en su componente activo como pasivo en el grupo de
animales de 21-23 dias y decrece con el envejecimiento

(Fig. 13).

Si observamos el componente de difusidn vemos asi mismo
que disminuye al llegar a la edad adulta (2-3 meses) per-
maneciendo constante, mientras que la absorcidn por trans-

porte activo sigue disminuyendo (TABLA III y 1IV).

Comparando las rectas de regresidn que representan la di-
fusidén de D-Glucosa por yeyuno se observa una diferencia
significativa (p < 0,01) entre las j6évenes y las adultas,
desapareciendo dicha diferencia al comparar adultas con
viejas (TABLA X). En cuanto al descenso observado en el
coeficiente de permeabilidad pasivo o difusidén, con el en-
vejecimiento podemos decir que concuerda con los resulta-
dos obtenidos por THOMSON (1979a) en conejos, atribuyendo
este descenso a alteraciones en la membrana intestinal més
gque a cambios en el espesor de la capa no agitada ya que
ain agitando el medio vigorosamente persiste la disminucidén
de la constante de difusidén y estando bajo estas condicio-

nes se minimiza el efecto de la capa 10 agitada, reflejando
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Mejor las propiedades de las membranas de las microvellosi-
dades (WESTERGAARD 1974). En cuanto a la afinidad por el
transportador de la glucosa, se ha visto "in vitro" que es
superior en conejos jovenes que en los adultos (THOMSON

1979a).

Se ha realizado un estudio similar en el ileon, observandose,
asi mismo, un descenso de la absorcidén con el envejecimiento
(Fig. 17), disminuyendo también la constante de difusidén al

llegar a la edad adulta (TABLA IX y X).

Comparando las dos zonas vemos que el ileon presenta una
mayor absorcibén por transporte activo que el yeyuno, si
bien el transporte total es superior en esta zona. En 1949
FISHER y PARSONS ya observaron la existencia de un mayor
transporte en el yeyuno que en el ileon y m8s recientemente
PRITCHARD (1977) y SUND (1978), entre otros, describen un

comportamiento similar.

En el yeyuno presenta un papel mds importante la difusidn,
como viene indicado por unas constantes de difusidn més
elevadas, en esPeciél en los animales adultos y en los vie-
jos (TABLAS V y IX). Esto es ldgico, desde el punto de vis-
ta de la fisiologia digestiva ya que la D-Glucosa constituye
el principal azficar procedente de la digestidn, siendo las

concentraciones que alcanza en el extremo proximal del in-
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testino suficientemente elevadas para absorberse principal-
mente por difusidn (WILSON 1974) produciendose asi un ahorro

Bnergético.

Por el contrario en el ileon juega un papel mds importante
el transporte activo, hecho gue puede explicarse a la inver-
sa, es decir, en el extremo distal las concentraciones del
azficar seran menores requiriendo un mecanismo activo que
pueda ir en contra de un gradiente de concentracidn.

Se ha visto que la absorcidn de gfucosa es midxima en el ye-
yuno pero que en lo referente a la afinidad por el trans-
portador es mayor en el ileon (DEBNAM 1978) y se ha obser-
vado por otra parte que la difusidn de glucosa es mayor en

el yeyuno (SUND 1978).

Otro azficar que es transportado tanto de forma pasiva como
activa es la D-Galactosa, con la cual hemos realizado un
estudio similar observidndose asi mismo una mayor absorcidén
'en el grupo de 21-23 dias. Pocos estudios se han realizado
utilizando este sustrato en la rata a distintas edades y
los datos al respecto nos muestran "in vitro" un mayor

transporte activo en los animales de 9-10 dias de edad

(GUERRERO 1980) .
Estudiando la absorcidn de D-Galactosa a través del yeyuno
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a tres edades distintas vemos que hay un descenso en el
transporte activo de forma progresiva con el envejecimien-
to (Fig. 21) de forma similar al observado para la D-Glu-
cosa en esta misma zona (Fig. 13). Las constantes de difu-
sidén sufren asi mismo un descenso (TABLA XIV) y si com-
paramos las rectas de regresidn que représentan la difusidn
para las tres edades se observa una diferencia significativa

(p < 0,05) entre los tres grupos (TABLA XV).

La absorcidn de D-Glucosa por el yeyuno en el grupo de
21-23 dias es superior al de D-Galactosa mientras que en
los otros dos grupos es practicamte igual o ligeramente
superior como han visto otros autores (ORTIZ 1979, SCHARRER

1979), dependiendo de la concentracidén inicial del sustrato.

En animales de distintas edades, no se habian realizado es-
tudios de absorcidn de azficares que atraviesen el intestino
s6lo por difusidn por lo que sonsideramos de interés estu-
diar la absorcidn de L-Arabinosa por yeyuno en los tres gru-
pos de nuestro trabajo. Se ha visto que la difusidn dismi-
nuye al pasar a la edad adulta, de modo similar a lo encon-
trado para la D-6lucosa y la D-Galactosa en yeyuno de rata,
siendo los valores de la constante de difusidn bastante si-

milares a los encontrados para la D-Glucosa (TABLAS V y XIX).
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La tasa de absorcibn total en los animales de 21-23 dias
sigue este orden: D-Glucosa) D-Galactosa » L-Arabinosa,
siendo las constantes de difusidn aproximadamente iguales
para la D-Glucosa y la L-Arabinosa y &stas a su vez mayores
que la qﬁe corresponde a la D-Galactosa. Para el grupo de
2-3 meses oObservamos una constante de difusidn para la
D-Glucosa similar a la de la D-Galactosa, resultados que
concuerdan con los obtenidos por ILUNDAIN (1979) utili-

zando ratas de una edad semejante.

Teniendo en cuenta gque los estudios se han realizado "in
vivo", a la luz de nuestros resultados podemos decir que
del mismo modo que postula ROBINSON (1980) es estas con-

diciones juega un papel muy importante la difusién.

5.2. EFECTO DEL ION SODIO SOBRE LA ABSORCION INTESTINAL

DE D-GLUCOSA A DISTINTAS EDADES.

.Se sabe que el ion sodio es necesario para el transporte
activo de azficares al acoplarse junto a éstos a un trans-
portador existente en la membrana del borde en cepillo,

formando un complejo ternario (CRANE 1960). Esta dependen-

cia del sodio ha sido demostrada utilizando técnicas "in
vitro" (RIKLIS 1958, BHILER 1969 a,b, CRANE 1976) e "in
vivo" (LARRALDE 1962, CSAKY 1963, ORTIZ 1979, DEBNAM 1979)

aunque han habido resultados contradictorios (SALTZMAN 13972,
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FORSTER 1973, BEYLER 1977).

Hemos censideradc interesante realizar el estudio del
efecto del ion sodio sobre la absorcidn intestinal "in
vivo" en animales de distintas edades para poder compro-
bar que resultador eran los correetos y en especial para
ver este efecto a lo largo del desarrollo de la rata, pues
no se han realizado estudios similares. Se ha practicado
recirculacidn de una disolucidén de D-Glucosa 10 mM con
distintas concentraciones de sodio, manteniendo en todo

momento la isotonicidad del medio.

Nuestros resultados indican que, a medida que decrece la
cantidad de sodio en el medio, se produce una reduccidn
de la absorcién de D-Glucosa para las tres edades y en
las dos zonas intestinales, no obstante comparando yeyuno
e ileon se ve que el comportamiento frente al sodio no es
el mismo. Por un lado se aprecia que la inhibicidn produ-
cida en el ileon, al ir eliminando el sodio del medio, es
superior a la del yeyuno (TABLAS XXIV y XXX) y que a esta
zona le corresponde una inhibicién similar para las tres
edades. En el ileon ademds de producirse una inhibicidn

mayor que en el yeyuno, &sta es midxima en los animales

mas jdvenes.

Teniendo en cuenta gque la dependencia que presenta la absor-

cidén de azficares de la presencia de sodio es indicativa de
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un mecanismo de transporte activo (CRANE 1960, 1977,
SCHULTZ 1974), y dado que en el ileon es mayor que en el
yeyuno, se confirma lo propuesto anteriormente del mayor

papel que desempena el transporte activo en el ileon.

De acuerdo con ORTIZ (1979) hemos ¥isto que es en el pri-
mer minuto de la perfusidn cuando la inhibhicidn es mayor,
existiendo incluso una correlacidén lineal inversa entre
la concentracién de sodio en el medio y la absorcidn de

D-Glucosa tanto en yeyuno (Fig. 27) como en ileon (Fig. 31).

Comparando ambas zonas a distintas edades, se observa que
en el yeyuno las tres rectas no presehtéﬁ diferencias sig-
nificativas entre las pendientes (TABLA XXV), mientras que
en el ileon a los 21-23 dias la pendiente es mayor, lo que
indica que la dependencia del ion sodio es superior en esta

zona y a esta edad (TABLA XXXI)

Hemos ampliaéo el estudio determinando la absorcién en perio-
dos de 1 minuto y anadiendo al medio sin sodio floricina

para inhibir totalmente el posible transporte activo produ- _
cido por la salida de sodio hacia el lumen (SALTZMAN 1972,
SCHULTZ 1974, SEMENZA 1975). En los resultados se aprecia
(TABLA XXXIV) que al afiadir floricina se produce un ligero

aumento de la inhbicién y del mismo modo que en los resulta-
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dos anteriores, en el ileon la inhibicidn es mayor, siendo
en el grupo de menor edad (21-23 dias) méxima, aungue no
se alcanza nunca el 100 %, por que la difusidén afin desem-

pena un papel importante en la absorcidn de azficares,bajo

estas condiciones.

OLSEN (1968) obserwd que la absorcidn de glucosa era sélo
dependiente del ion sodio cuando las concentraciones de
glucosa eran inferiores a las plasmidticas. Nosotros utili-
zando una concentracidn superior a la plasmidtica, hemos
visto una cierta dependencia del ion sodio, pues al supri-
mir totalmente éste, todavia sigue existiendo absorciédn,

y &sta corresponde al azficar absorbido por difusidn.

5.3. SALIDA DE SODIO HACIA EL LUMEN INTESTINAL EN RATAS DE

DISTINTAS EDADES.

Varios trabajos han sugerido que la osmolaridad del conte-
nido intestinal, ya sea hipo o hiperténico con respecto al
plasma es ajustado rapidamente para llegar a una isotoni-
cidad (VISSCHER 1945, CURRAN 1957, SCHULTZ 1978, NALIN 1972)
mediante dos mecanismos: movimiento de agua y de electroli-
tos principalmente sodio. En general, las scluciones hipo-
ténicas provocan secrecidén de sodio y absorcién de agua y
las hipoertponicas secrecidn de agua ¥y absorcibén de sodio
(FORDTRAN 1966, DAVENPORT 1975), siendo un proceso rapido
(VISSCHER 1945, NALIN 1972) especialmente en el duodeno
(PHILIPS 1972)
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Cuando el lumen es perfundido con soluciones isotdnicas
con el plasma, la respuesta depende del soluto utiliza-
do, asi con cloruro sddico isotdnico, la osmolaridad
del lumen no varia, siendo los movimientos netos de
agua y de sodio minimos, por el contrario con manitol
isoténico la osmolaridad del lumen aumenta por la sali-
da de sodio, obteniendose una concentracidn final del
mismo, entre 7 y 13 mM, mayor en duodeno que en ileon

(MILLER 1979).

Existe una correlacidn lineal entre la salida de agua

Yy la osmolaridad, siendo mayor dicha salida en el duo-
deno que en el ileon, debido a que en el duodeno se ha
de igualar la tonicidad al entrar el contenido gdstrico

(MILLER 1979)

El movimiento de sodio desde el plasma hacia el lumen
se supone que tiene lugar a través de las uniones inter-
-celulares (FRIZELL 1972, SCHULTZ 1972) y se ha postulado
gue el sodio se concentra en el extremo apical del ca-
nal intercelular para proporcionar una solucidn hiper-
tdnica que aporte el gradiente osmdtico para la absor-
cidén de agua. El gradiente osmdtico en el canal interce-
lular (DIAMOND 1966, 1971) ha sido estudiado por JODAL
(1978) y HALLBACK (1978) en el epitelio intestinal "in

vivo" proponiendo un modelo de intercambio contracorriente
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a lo largo del microvilli con creciente osmolaridad des-

de la base hacia el extremo apical.

Estudios sobre la salida de sodio a distintas edades

s6lo se han hecho en casos de diarrea experimental en
los que se perfunden soluciones hiperténicas, obser-
véndose una mayor pérdida de agua, cloruro y sodio en

ratas jovenes que en las adultas (YOUNOSZAI 1980).

En nuestros resultados podemos observar gue cuando en
el lumen existe sodio, las concentraciones iniciales y
finales no presentan diferencias estadisticas signifi-
cativas, pero si no estd presente, si que hay una sali-
da de sodio. Cuando la perfusidn se realiza durante 20
minutos se observa una salida de sodio en las ratas de
21-23 dias y en las de 18 meses, siendo superior en el
yeyuno que en el ileon, de modo similar a lo encontrado
por (YOUNOSZAI (1980) para el caso del ion bicarbonato

- cuando &ste no estd presente en el ligquido de perfusidn.
Por el contrario en las ratas de 2-3 meses no se aprecia

una secrecidén de sodio (TABLA XXXVIII)
Para ver el comportamiento del ion sodio en tiempos cor-

tos se ha realizado la experiencia con una perfusidn de

1 minuto de duracién_y se ha adicionado floricina para
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estudiar su influencia sobre la secrecidn de sodio.

De nuestros resultados (TABLA XLII) podemos deducir que
en los tres grupos de edades se observa una secrecidn de
sodi aunque en muy pequeia cantidad, no existiendo di-~

ferencias significativas entres las edades estudiadas.

La presencia de floricina en el medio supondria una sali-
da mayor de sodio en el caso de bloguear el posible trans-
porte activo de D-Glucosa. No se observa este fendmeno,

lo cual indica que en ausencia de sodio en el medio, la
glucosa se absorbe, como es sabido, por difusidn simple,
realizandose la secrecidn de sodio por mecanismos no re-
lacionados con el proceso de transporte activo de azficares,
pudiendo tener lugar a través de la uniones intercelulares
tal como han sugerido FRIZELL (1972) y SCHULTZ (1972). Las
diferencias observadas entre las dos zonas y a las dis-
tintas edades podrian ser debidas a diferencias en las

caracteristicas de dichas uniones.

5.4. EFECTO DE 2,4,6-TRIAMINOPIRIMIDINA (TAP) SOBRE LA

ABSORCION INTESTINAL DE D-GLUCOSA
Se ha postulado que una de las vias de entrada de los

azficares por difusién es la ruta paracelular (ROBINSON

1980), que se realizaria a través de las uniones estrechas
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(FROMTER 1972), pues se ha visto que eran permeables al
agua y a iones pequenos; asi mismo, se ha comprobado

"in vitro" que dichas uniones eran permeables al lantano
(MACHEN 1972) y en el colon de rata se ha demostrado

"in vitro" la permeabilidad a este metal, disminuyendo

por efecto de 2,4,6~-Triaminopirimidina (SPECHT 1977).

Otros autores han observado que el TAP producfa una inhi-
bicidén de la permeabilidad de las uniones estrechas para
los cationes, en tejidos como la vesicula biliar, intes-
tino delgado y plexo coroide (MORENO 1974, 1975, SIMMONS

19786) .

En contra de la hipdtesis de ROBINSON (1980), de estudios
realizados "in vitro" se ha concluido que el componente
paracelular del transporte de azficares a través del intes-

tino delgado era muy pequefio (LOESCHKE 1971, RINALDO

1975, BOYD 1979).

Si la difusidn pasiva de D-Glucosa por intestino delgado
de rata tiene lugar, en parte, a través de la ruta para-
celular tal como postula ROBINSON (1980), el TAP tendria
que actuar provocando una inhibicidén de la ‘misma. De nues-
tros resultados podemos deducir que, efectivamente, se
produce una reduccidn en la absorcidn, que es del 32%

tanto en yeyuno como en ileon (TABLA XLIII)
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Aunque con la concentracidn de TAP utilizada (20 mM} no
tenemos la seguridad de que se impermeabilicen totalmen-
te las uniones estrechas, parece bastante probable que
mds del 50% de la absorcidn de D-Glucosa, por difusidn
pasiva, se realice por via transcelular, al menos, a la

concentracidn utilizada en nuestros experimentos.

Dado Que, como hemos visto anteriormente, la absorcidn
de D-Glucosa, por difusién pasiva, es mayor en yeyuno
que en ileon, y el efecto producido por TAP es similar
en las dos zonas, se puede postular que la participa-
cidén de la ruta paracelular en la difusidn pasiva es
semejante en yeyuno e ileon, mientras que la ruta trnas-
celular es mids importante en yeyuno que en ileon, bien
por su mayor superficie total de absorcidén, por una
mayor permeabilidad del borde en cepillo de los entero-
citos o por un mayor aclaramiento del espacio subepite-

lial que favorece el gradiente de absorcién.

El comportamiento de la D-Glucosa diferiria del encontra-
do para otros :no electrolitos como la lisina, del cual
se ha visto que tanto "in vitro" (MUNCK 1974) como "in
vivo" (ANTONIOLI 1978) pasa en muy poca cantidad o no

pasa a través de las uniones estrechas.
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5.5. SALIDA DE GLUCOSA HACIA EL LUMEN INTESTINAL

AXON (1971, 1975) utilizando intestino de conejo, vié
que la salida hacia el lumen, de un azficar no trans-
portable, era proporcional a la concentracidn plasmi-
tica del mismo, mientras que, para los azficares trans-
portables sdlo tenia lugar si se adicionaban elevadas

concentraciones de floricina, del orden de 10 <

=

My
10 M, al liguido de perfusifn, para evitar la reab-
sorcidén. Sin embargo otros autores (ATKINSON 1957, COCCO
1965), en intestino de rata, no han observado una secre-
cibén de glucosa, "in vivo", aun afadiendo floricina

2 x 10-3

M en el liquido de perfusién.

Nuestros resultados no concuerdan con los obtenidos por
AXON (1975), ya que observamos secrecidén de glucosa,
activamente transportable, tanto en ausencia como en
presencia de floricina en el lumen. Tampoco con los de
COCCO (1965) y ATKINSON (1957) pues utilizando la misma
especie animal,apreciamos una secrecidén de glucosa en

la luz intestinal, a concentraciones plasméticas fisio-

légicas.

En el primer caso, las diferencias pueden ser explicadas
porque utilizan una mayor velocidad de perfusidn y cir-

cuito abierto, por lo que quizds, la cantidad de glucosa

= 193 =



secretada no pudo ser detectada con la técnica analftica

utilizada.

No se han realizado estudios comparativos, en cuanto a
la secrecidn de azficares, entre el yéyuno y el ileon.
Como se desprende de nuestros resultados, la secrecidén
de glucosa es mayor en yeyuno que en ileon. Al afadir
floricina, que previene la reabsorcdidén del azfcar,
aparece incrementada su concentracidén en el lumen intes-
tinal. A pesar de producirse un aumento de la concen-
tracién por la presencia de floricina (5 x 10~ °M) en

el lumen, cuantitativamente sigue siendo superior la
secrecidn en el yeyuno que en el ileon, si bien se ha
de resaltar que al comparar el aumento provocado por la

floricina en las dos zonas, es mayor en el ileon.

La mucosa intestinal ademés de permitir el paso de sus-
tancias desde el lumen hacia el plasma act@ia como barrera
que impide el movimiento inverso, es decir, del plasma

al lumen. Segfin AXON (1975), los inhibidires competiti-
vos de los mecanismos de transporte activo de la absor-
cidn de glucosa anulan dicha barrera, al encontrarse en
el lumen intestinal, lo que sugiere gue estos mecanismos
estan implicados en el mantenimiento de esta barrera.
Nuestros resultados no soportan exactamente esta hiﬁéte—

sis. Los mecanismos de transporte activo no influirian
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directamente en la salida de glucosa hacia el lumen,
sino que reabsorberian la glucosa secretada disminu-
yendo su concentracién en la luz intestinal. Al blo-
quear estos mecanismos con floricina, no es que anu-
len la barrera que se opone a la secrecién de glucosa,
sino que al inhibirse la reabsorcién, permanece més
glucosa en el liquido de perfusién dando la falsa
impresidn de que ha aumentado la secrecidn. Desde el
punto de vista fisioldgico, este podria tener interés
en los periodos interdigestivos, en los que la con-
centracidén de glucosa en la luz intestinal es menor
gque la plasmatica, produciendose una salida de este
azlcar hacia el lumen intestinal. El mecanismo activo
tenderia, actuando en contra de gradiente de concentra-

cidn, a evitar estas perdidas.

Volviendo a las diferencias observadas entre el com-
portamiento del yeyuno y del ileon referentes a la
secrecidén de glucosa parece estar de acuerdo con lo
propuesto anteriormente por nosotros, que la absorcidn
por transporte activo desempeiia un papel méds impor-
tante en el ileon que en el yeyuno. La salida de glu-
cosa es compensada por una entrada por transporte ac-
tivo, en especial debido a las pequenas cantidades de
que intervienen, y al ser mads importante este meca-
nismo en el ileon, el resultado final es una menor

salida. Ahora bien, cuando se intercepta el transporte
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activo, utilizando floricina, por ser mayor &ste en
el ileon se observa un aumento de la salida del azl-

car superior en este tramo intestinal.

5.6. MORFOLOGIA DEL EPITELIO INTESTINAL DE RATA A

DIFERENTES EDADES

El descenso de la absorcidn intestinal de monosaciri-
dos puede ser debido a factores bioquimicos relacio-
nados con el transporte transepitelial de azficar o a
factores fisioldgicos relacionados con una variacién
en la superficie de absorcidn. En cualquier caso era
de interés el estudiar la morfologia de las microve-

llogidades del intestino de rata a distintas edades.

SCHARRER en 1979 observd un descenso en la absorcién
de azficares con la edad, en el cordero, viendo que las
vellosidades eran mds cortas en las ovejas de 1 a 8
dias que en las de 2-3 meses. En cuanto a la estruc-
tura de las microvellosidades difiere en los grupos

de 2-3 meses segln el tipo de alimentacidn recibida
consistente en forraje o exclusivamente l&dctea, asi

en este Gltimo grupo y en los de 1-8 meses se obser-
van unas microvellosidades mds largas, hecho que el
autor pretende relacionar con el mayor grado de absor-

cidn observado en estos animales.
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A pesar de los estudios realizados por SCHARRER (1979)
en el cordero, para explicar la mayor absorcidén intes-
tinal de azlicares en los " animales jévenes, nuestros
resultados no muestran un comportamiento similar en
la rata. Si nos atenemos sflo a la longitud de las
microvellosidades (TABLA XILV) podemos decir que las
mismas aparecen mds largas en el grupo de edad inter-
media (2=3 meses) que en los de 21-23 dias o en los
de 18 meses. Podria ser debido a una maduracidn que
supondria un crecimiento y posterior acértamiento
como consecuencia del envejecimiento que en ningfn
caso seria indicativo de los resultados encontrados
en cuanto a la absorcidén se refiere, pues en todo
caso seria necesario conocer el nlimero de lugares en

cada microvellosidad aptos para el transporte activo.
El Gnico aspecto que parece permanecer constante es

la mayor longitud ' observada en el ileon, excepto

en el grupo de mayor edad que se da a la inversa.
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6. CONCLUSIONES



l‘

La absorcidn de D-Glucosa y D-Galactosa por yeyuno de
rata "in:vivo" es mdxima en los animales de 21-23 dias,
observandose con el desarrollo de los mismos un des-
censo en la absorcidn tanto por transporte activo como

por difusidn.

La absorcidén de D-Glucosa por ileon de rata "in vivo"

también disminuye con el crecimiento del animal.

La absorcién total de D-Glucosa por yeyuno es superior
a la del ileon, no obstante en esta zona un mayor por-

centaje pasa por transporte activo.

La difusidn de L-Arabinosa por yeyuno de rata es su-

perior en los animales mds jdvenes.

A medida que se disminuye la cantidad de sodio en el
ligquido de perfusidn se observa una inhibicidn de la
absorcidén de D-Glucosa por yeyuno e ileon de rata,
siendo en el yeyuno similar para las tres edades estu-
diadas y del orden del 50% en el primer minuto de per-
fusibén y en el ileon la inhibicidn es considerablemente

mayor en los animales mids jovenes, del orden del 90%.

La md&xima inhibicidn se observa en el primer minuto
de la perfusidn tanto en yeyuno como en ileon de los
tres grupos de nuestro estudio, existiendo una corre-
lacidn inversa entre la cantidad de sodio en el medio

y la absorcién de D-Glucosa.
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10.

11.

En el yeyuno la pendiente de la recta que representa
dicha correlacidn es similar en las tres edades, mien-
tras que en el ileon es superior en las ratas de 21-23
dias, siendo indicativo de una mayor dependencia del

ion sodio en esta zona y a esta edad.

La perfusién de D-Glucosa 10 mM durante 1 minuto en un
medio en el que se ha sustituido el ion sodio por Tris-
HCl, se acompana de una salida de sodio hacia el lumen
en yeyuno e ileon de los tres grupos de animales, siendo
superior en el primer tramo intestinal. La presencia de

4

floricina 5 x 10 - M en el medio no afecta a la secre-

cidn de este ion.

2,4,6-Triaminopirimidina (TAP) 20 mM provoca una inhi=-
bicidén del 32% en la difusidén de D-Glucosa 20 mM a tra-
vés de yeyuno e ileon de rata de 2-3 meses, lo que in-
dica que a esta concentracidn no todo difunde a través

de la ruta transcelular.:

La salida de glucosa desde el plasma hacia el lumen in-
testinal al perfundir suero fisioldgico a través del
intestino delgado de ratas de 2-3 meses es mayor en
yeyuno que en ileon y se ve incrementada al anadir

floricina.

El incremento en la salida de glucosa inducido por la
presencia de floricina es mayor en el ileon, confirman-

dose la hipdtesis sobre el papel mds importante que
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12.

desempena el transporte activo en el Gltimo tramo del

intestino delgado.

La longitud de las microvellosidades de los entero-
citos de yeyuno e ileon de rata es superior en los
animales adultos seguido por los mds jdévenes y por
Gltimo los viejos, no correlacionandose con las varia-

ciones en cuanto a la absorcidn intestinal de azficares.
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