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I.

1.

I.INTRODUCCION

MORFOLOGIA DEL EPITELIO INTESTINAL.

La capacidad de intercambiar sustancias .a
través de membranas biolégicas depende, en gran
parte, de la extensién de superficie membranosa.
En este sentido el intestino delgado esta alta -
mente especializado, ya que ademas de presentar
una gran longitud, su superficie deiintercambio se
ve multiplicada por las siguientes caracteristicas

morfolégicas:

-Presencia de valvulas conniventes o plie-
gues de Kerchring, que aproximadamente
aumentan la superficie intestinal tres

veces.

-Existencia de pequefias proyecciones digi
tiformes en la mucosa que recubre los
pliegues, que reciben el nombre de ve-

llosidades intestinales.



-Presencia de microvellosidades en las su-
perficies libres de las células absorbentes
que forman parte del epitelio intestinal.
Las vellosidades son evaginaciones de apwvo
ximadamente 0,5-1,2 mm. de altura y cerca de
0,1 mm. de grosor, de modo que permiten una amplia
cién de la superficie intestinal de hasta 5-6 ve-
ces, y constituyen la unidadi funcional del intesta

no.

En la base de las vellosidades se abren las
criptas de Lieberkhiin, estructuras tubulares que
llegan hasta la"muscularis mucosae". El centro de
las vellosidades intestinales esta formado por te-
jido conjuntivo laxo, vasos sanguineos y linfati
cos, fibras nerviosas y fibras musculares lisas,
responsables de los movimientos ritmicos de las
vellosidades, tan importantes en los procesos de

absorcion.

Desde el punto de vista histolégico
(LEONARDT, H., 1975), la pared del intestino :esta
constituida por varias capas, que desde el compar-
timento sanguineo a la luz intestinal son: serosa,
muscular, submucosa y mucosa. Esta dltima esta for
mada, a su vez, por la "muscularis mucosae", la 1a

mina propia y el epitelio{ver Figura 1).

De todas estas capas, es el epitelio el res
ponsable de la capacidad que tiene el intestino del

gado de transportar sustancias selectivamente.
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Dos tipos de células principales se observan
en el epitelio que recubre las vellosidades: el
90% son células cilindricas, altas, también 1lama-
das células absorbentes o enterocitos. El resto del
epitelio esta formado por células caliciformes se-

cretoras de moco (Fotografias 1y2).

Las células absorbentes o enterocitos se ca-
racterdizan por presentar asimetria en su estructu-
ra (SJOSTRAND, F.S., 1963, THIER, J.S., 196§&). Son
células en forma de columna, en las que se distin-
guen una membrana -apical (o luminal) y otra basola
teral (o serosal). En la superficie apical existe
el denominado borde en cepillo, que proyecta gran
numero de microvellosidades, lo que como menciona-
mos con anterioridad, supone un amplio desarrollo
de superficie (unas 30 veces). La membrana del bor-
de: apical es mas gruesa que las limitantes de las

regiones basales y laterales (ver Figura 2).:

La membrana plasmatica de la cara apical pre
senta también un revestimiento exterior de aspecto
velloso constituido por finos filamentos de mate-
rial mucopolisacaridico denominado glicocalix, y es
precisamente ahi, donde se localiza la capa de "agua
no agitada", que constituye un factor importante en

la absorcién de moléculas por el intestino delgado.

En el interior de cada microvellosidad se ob
serva la existencia de una matriz citoplasmatica,
que envuelve un haz de filamentos rectos y delgados,
paralelos al eje longitudinal de la vellosidad,

(SJOSTRAND, F.S., 1963) que se extiende en su base
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como raicillas, y se entrecruzan con las de las
microvellosidades contiguas en la regidén citoplas-
matica mas interna, formando la llamada red termi-

nal. ’

El citoplasma de los enterocitos contiene nu-
merosas mitocondrias alargadas y algunos lisosomas,
(SJOSTRAND, F.S., 19063) asi como abundante reticulo
endoplasmatico liso y rugoso. El aparato de Golgi
se: dispone en vesiculas paralelas y asociadas. Los

nicleos se sitdan en.la: base de las células.

La superficie basal de las células reposa
sobre la membrana basal (capa continua de material
homogéneo por encima de la lamina propia), y puede
presentar expansiones citoplasmaticas que alcamnzan

a ésta ultima.

Las membranas laterales entre células pueden
dejar espacio de separacidn mas o menos amplio,.con
tres tipos de uniones entre si: el ccopmplejo. de
unién por fusidén de ambas membranas descrito por
FAQUHAR en 1963 y que denomindé "zona occludens"; la
unién intermedia, en que las membranas estan ya, se
paradas con material amorfo entre ellas y los desmo
somas, situadas en posicién mas basal, que estable
cen un cierto nimero de puntos de unidén entre ambas
células. Estos complejos de unién intercelular y el
espacio que delimitan las membranas de las células
absorbentes adyacentes, forman la via paracelular,
que puede ser utilizada por algunos iones y no elec
trolites mientras que la mayoria de electrolitos

utilizan la via transcelular a través de las mem-



Fotografia 1. CELULAS DE YEYUNO OBSERVADAS AL MET.
x 6067. {(La fotografia ha sido realizada en el De-
partamento de Fisiologia Animal de la Facultad de

Farmacia de la Universidad de Barcelona).



Enterocito de yeyuno observade al MER.

Fotografia 2.
x 4944. {(La fotografia ha sido realizada en el Depar

tamento de Fisiologia Animal de la Facultad de Farma

cia de la Universidad de Barcelona).



branas luminal y basolateral.

Otra caracteristica interesante es la capaci
dad de recambio del epitelio intestinal.’lLa divi-
sidén celular del epitelio intestinal esta restringi
da a la base de las criptas de Lieberkiihn, y el re-
cambio del mismo se realiza totalmente en dos o seis
dias, segin la especie animal. Después de al menos
dos divisiones dentro de la cripta, las células mi-
gran por la: vellosidad, y en el plazo de unos tres
dias alcanzan la punta de la misma donde son expulsa
das. Durante su migracién por la vellosidad, las cé-
lulas se diferencian adquiriendo progresivamente las
caracteristicas morfolégicas, composicidén enzimati-
ca y sistemas de transporte propios de los enteroci-
tos totalmente desarrollados (KINTER,N.B. y 'WILSON,
T.H., 1965; NORDSTROM, C. et al., 1968; WEBSTER. U.L.
y HARRISON, D., 1969; FORTIN-MAGANA, R., et al. |,
1970; CHENG, H. y LEBLOND, C.P., 1974; KING, I.S.
et al., 1981)

TRANSPORTE A TRAVES DE MEMBRANAS.

En general, al hablar del transporte a través

de membranas, se pueden diferenciar dos mecanismos:

-E1 que se lleva a cabo sin interaccién quimi
ca con los elementos de la membrana. Las mo-
léculas la atraviesan siguiendo las leyes de

la difusiodn: "difusidn simple" o '"pasiva'.

-0Otro en el que las moléculas interaccionan



1.

Difusidn

quimicamente con la membrana: " transporte
mediado". Este mecanismo consiste basica-
mente en proteinas intrinsecas de la mem-
brana que actitan como transportadores es-
pecificos. A veces, estas proteinas trans-
portadoras se liﬁitan a facilitar el- paso
de los solutos a favor de un gradiente de
potencial electroquimico: "difusién facili
tada". Otras veces, los transportadores
forman parte de sistemas mas complejos, en

los que el soluto se transporta en contra

de un gradiente electroquimico, merced a
un aporte energético acoplado: "transporte
activo"
simple.

En una primera aproximacién, podemos defi-

nir la difusidén como un proceso espontaneo de movi-

miento de una sustancia, de una regidén de mayor con

centracidén a otra de concentracidn menor.

La velocidad del movimiento de las molécu-

las a favor de gradiente viene dada por la ley de
Fick:
ds dc
R A b

en donde:

de, es la

4

diferencia de concentracidén de sustra-

to a ambos lados de la membrana,

D, constante de proporcionalidad: coeficiente de di

10



fusién. Es funcidén de la naturaleza del soluto y
del disolvente,

A, area del plano de la solucidn a través de la
cual tiene lugar la difusién,

dx, espesor de la superficie.

El signo negativo se debe a que la difusién ocurre

en la direccién de menor concentracion.

En esta velocidad influyen muchos factores

externos:

a) Temperatura. Al aumentar la temperatura,
aumentara la agitacién térmica, y por tanto, la difu
sién.

b)Viscosidad. Al aumentar 1la viscosidad,
aumenta el rozamiento y, por tanto, disminuye la di-
fusidn.

c) Porosidad. Segin el tamafio y forma de las
moléculas de soluto, en relacidén con la estructura
de la membrana.

d) Cargas eléctricas. Si a través de la mem-
brana existe diferencia de potencial, la posible po-
laridad de la molécula afectara a su difusiodn.

e) Solubilidad de las moléculas de sustrato
en la membrana. En las membranas bioldgicas, que

son lipidicas, este factor es importante.

En un sistema dado, se puede considerar que,
para una misma membrana y molécula a difundir, todas
estas posibles variables se mantienen constantes y

se engloban dentro del coeficiente de difusién: D.

La ley de Fick puede ser aplicada a la difu-

11
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8ién de sustancias a través de membranas celulares.

En este caso, debemos considerar el coeficiente de

particién lipido-agua, de forma que la velocidad de

difusiodn seria:

Dm.Am.Km .
V= X (Co-Ci) =

ya que:

Pm= (constante de permeabilidad)-=

siendo:

Km, coeficiente de particidén entre
interior de la membrana,

Am, superficie de la membrana,

Xm, espesof de la membrana,

Dm, constante de difusién,

’

Pm.Am (Co-Ci)

Dm.Km

el exterior y el

Pm, permeabilidad de la membrana para dicha sustan-

cia,

y el flujo:

\' Sy
J= —%g = (Co-Ci)..

Transporte Mediado.

Pm

La interaccion de las proteinas transporta

doras con las moléculas transportadas se puede des-

cribir en los mismos términos que se aplican a las

interacciones enzima-sustrato. Asi

pues, la mayoria

de los conceptos y ecuaciones de la cinética enzima

tica se aplican por igual al transporte mediado.

Experimentalmente, el transporte mediado



puede distinguirse de la difusidén simple por algu-
nas propiedades facilmente comprobables: -
/

a) Es especifico para ciertas sustanciasw o)
grupos de sustancias.

b) Es saturable, es decir, alcanza una velo
cidad maxima, Vmdx, que no aumenta aunque aumente
la concentracioéon de sustrato.

c) Presenta una temperatura, por encima de
la cual, las moléculas de transportador sufren des-
naturalizacién térmica.

d) Es suceptible de inhibicién por inhibido
dores especificos o reactivos que alteran la estruc
tura de las proteinas.

e) Las sustancias que utilizan una misma
proteina transportadora pueden inhibir mutuamente
su transporte.

f) Obedece la cinética de Michaelis—Menten;

de forma que:

en donde:

V, velocidad de transporte,

Vméx, velocidad maxima de transporte,

S, concentracibén de sustrato,

Km, (constante de Michaelis-Menten): concentracién
de sustrato, para la cual, la velocidad de transpor-

te es la mitad de la velocidad maxima.



I.

3.

TRANSPORTE A TRAVES DEL EPITELIO INTESTINAL.

La absorcién intestinal se refiere al movi-
miento de los solutos y del agua, desde la luz in-
testinal al compartimento sanguineo o linfatico.
El movimiento de estas sustancias, se realiza tanto
a través de las células epiteliales, como a través
de las uniones intercelulares. En el primer caso
han de atravesar una doble barrera, compuesta por
las membranas apical o mucosal y basolateral o sero
sal, y por el medio intracelular, constituido por

el citoplasma de estas células.

Es, en la membrana citoplasmatica, donde re
siden los sistemas de transporte que constituyen el

principal sistema regulador de la absorcién.

La bicapa lipidica apolar de la membrana fa
cilita el paso de sustancias lipo6filas que pueden,
de este modo, solubilizarse en la membrana y pene-
trar en la célula a favor de un gradiente de concen

tracidn.

Por otro lado, las moléculas hidrosolubles
penetran en la célula mediante poros o canales, (di
fusidén simple) o bien por medio de determinadas pro

teinas de membrana (transporte mediado).

Para la célula, esta organizacién tiene 1la
ventaja biolégica de mantener la composicién del me-

dio intracelular dentro de un estrecho margen.

14



Transporte activo primario.

Ya definimos el transporte activo, como

/ . . ks
aquel en el cual, la translocacidén puede ocurrir en
contra de gradientes quimicos y/o eléctricos

(ROSENBERG. T., 1948)

En otras palabras, podemos definir el trans
porte de un soluto A como activo, cuando el flujo
neto de A descde el medio extracelular al intracelu

o-1 . . .
lar: JA(neto)>'O mlentrasogge la diferencia de po-
tencial electrocuimico, APA <0 (ARONSON; P.S.,

1981).

Por definicidén este transporte requiere un
aporte de energia. Cuando dicha energia procede di-
rectamente de la energia metabdlica suministrada por
la célula, se habla, segin la denominacidén propues-
ta por STEIN (1967)ySMYTH (1969) de transporte acti

vo primario.

El caso mas significativo de transporte ac-

tivo primario es la llamada "bomba de sodio".

Una de las caracteristicas fundamentales de
la célula es su capacidad de mantener una distribu-
cién asimétrica de iones a través de la membrana. En
particular, de los dos cationes mas abundantes, el
Na+, en general, estd relegado a los liquidos extra
celulares, mientras que el K' es esencialmente irtra

celular (USSING,H.H., 1960).

L5



La membrana celular es permeable al sodio,,
que constantemente tiende a penetrar en las células,
gracias a su gradiente de concentracién. Por lo tan
to, la relegacién del Na' al espacio extracelular
es un proceso dinamico que implica 1la existencia

de un sistema especifico de transporte activo, en-

cargado de expulsar (o bombear) al exterior los
iones de sodio, a medida que éstos penetran en 1la
célula.

Si consideramos la hipdtesis del gradiente
del carrier (CRANE, R.K., 1962; CRANE, R.K., 1965),
podemos esquematizar el transporte activo de sodio

como sigue:

1 membrana. v 2

NaC |
C y Z representan 1asydos formas ‘del ca-
rrier con distinta- afinidad por el Na' y por el K?
Estos dos iones presentan distintas afinidades por
el carrier a ambos lados de la membrana, como fue
sugerido por Shaw, De esta forma, la bomba de sodio
expulsa activamente este ién fuera dela célula, con en-
trada simultinea de K' contra gradiente., gracias a
la accién de una ATPasa (SKOU, J.C., 1965), que es

activada por dichos iones.



Se ha podido comprobrar experimentalmente
como la anaerobiosis (LLUCH, M. y PONZ, F., 1962)
y los inhibidores metabdélicos disminuyen el trans
porte neto de sodio (PONZ, F. y LLUCH, M., 1955;
CRANE, R.K., 1968).

Transporte activo secundario.

La acumulacién de una gran cantidad de solu
tos (azicares, aminoacidos,...) no requiere directa
mente energia metabdlica, sino que la utilizar indi-
rectamente via la energia potencial almacenada en
forma de gradiente de sodio, del que es enteramen-

te dependiente.

Utilizando la misma terminologia, constitui
ria un transporte activo secundario por acoplamien-
to al gradiente de sodio (CRANE, R.K., 196§), es de-

cir, a un transporte primario. (figura 3 )

Posteriormente, se ha visto que el gradien-
te quimico de sodio era insuficiente para éxplicar
el grado de concentracién que se alcanzaba en el
estado estacionario. (BOSACKOVA, J. y CRANE, R.K.,
1965; KIMMICH, G.A., 1970b y 1972; POTASHNER, S.J.y
JOHNSTONE, R.M., 1971)

MURER, H. y HOPFER, U. (1974); HOPFER, U. et al.
(1975); MURER, H. et al. (1975); SIGRIST-NELSON, K. et
al. (1975); KIMMICH, G.A. y CARTER-SU, C.(1978) .y CARTER~
SU, C. y KIMMICH, G.A. (1979 y 1980) con técnicas

avanzadas, han puesto de manifiesto que el gradiente



Figura 3.

Na+t

REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL TRANSPORTE
ACTIVO DE SOLUTOS. El1 esquema muestra el
transporte en contra de gradiente de con-
centracién del sustrato (S) en la cara lu
minal, impulsado por el flujo del i6n so-
dio (Na') a favor de su gradiente electro
quimico, mantenido gracias a la bomba de

L +
Na y K de la membrana basolateral.
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electroquimico de sodio era solo una parte de 1la
fuente energética necesaria para el transporte con-
centrativo, y han demostrado que el potencial de
membrana ejerce un papel fundamental en la creacidn
de un gradiente eléctrico favorable para el trans-

porte.

Termodindmicamente, la relacidén entre el gra-
diente electroquimico, el potencial de membranay el
gradiente de soluto que una célula puede llegar a
establecer queda reflejado en la siguiente desigual-

dad (KIMMICH, G.A., 1980):

m C

o N + ( aNa+ aS
a RT — + FVmC )= RT -
qNa+ as

donde:

ONa+, es el coeficiente de acoplamiento, es decir,

los moles de ién sodio que son transportados por

cada mol de sustrato,

R, la constante de los gases pérfectos,

T, la temperatura absoluta,

a£a+, y a§a+, las actividades del ién sodio en los
compartimentos luminal y celular respectivamente,

F, la constante de Faraday,

Vmc, el potencial de membrana que existe a través de
la membrana luminal,

C m

a a
s y s’

mentos celular y luminal, respectivamente.

las actividades del sutrato en los comparti

Los términos de la izquierda representan la
energia minima requerida para establecer el gradien-

te de soluto de la derecha.



I.

4.

TRANSPORTE DE PEPTIDOS A TRAVES DEL EPITELIO

INTESTINAL.
Durante muchos afios se ha creido que la ab-
sorcidén de proteinas requeria la hidrélisis comple-

ta de las mismas hasta el estado de aminodcidos 1;

bres.

A lo largo de la década de los cincuenta va
rios investigadores revelaron que la diglicina se
transportaba intacta ( AGAR, W.T. et al., 1953;

WIGGANS, D.S. y JOHNSTON, J.M., 1959). Sin embargo,
esta observacién fue ignorada ya que se pensd que se

trataba de un péptido andmalo.

Hacia la mitad de los afios sesenta, se ob-
servd que los amingacidos podrian ser absorbidos mids
rapidamente cuando se encontraban en forma de pépti
dos que de aminoacidos libres (ADIBI, 1968 ;
MATTHEWS, 1968).

En la actualidad, dificilmente puede ser
discutido el hecho de que los procesos de captaciodn
mucosal de péptidos y aminoacidos son independientes.
Si  bien los aminoadcidos pueden inhibir totalmente
la captacién de aminodciodos liberados por hidréli
sis de los péptidos, no afectan, sin embargo,la cap
tacién de los péptidos intactos. Esto se ha podido
demostrar utilizando péptidos altamente resistentes
a la hidrélisis, como la glicil-sarcosina (Gly-Sar),
glicil-sarcosil-sarcosina (Gly-Sar-Sar) (ADDISON,
J.M., et al., 1972 y 1975b) o la falanil - histidina
(pAla—His) (ADDISON, J.M., et al., 1974).0 bien sa-
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turando los sistemas del transporte mediado de ami-
noacidos y combrobando como, bajo estas condiciones,
la captacidon de péptidos permanece inalterada

(ADIBI, S.A., 1971; COOK, G. C., 1973; CRAMPTON, R.F.
et al., 1973; CHEESEMAN, C.I. y PARSONS, D.S., 1974)

Otra linea de estudio muy importante, que mues
tra la independencia de la captacidén mucosal de pép-
tidos y aminoacidos, procede de aquellas investiga-
ciones realizadas sobre los defectos genéticos en el
transporte de aminoacidos, como son la enfermedad de
Hartnup y la cistinuria. Se ha observado, en indivi-
duos que padecian estas enfermedades, que su intesti
no delgado conservaba lakcapacidad de absorber pépti
dos que contenian los aminodcidos afectados, e in-
cluso que estuvieran formades exclusivamente por
ellos, (ASATOOR, A.M. et al., 1970 y 1971; NAVAB, F.
y ASATOOR, A.M., 1970; HELLIER, M.D. et al., 1972;
TARLOW, M.J., et al., 1972; SILK, D.B.A. et al, 1975;
LEONARD, J.V., et al., 1976).

Por otro lado, se ha comprobado que después
de una comida proteica el contenido luminal es una
mezcla compleja de péptidos y aminoacidos libres
(MATTHEWS, D.M., 1975a y 1975b; ADIBI, S.A., 1976),
con predominio de los primeros (ADIBI, S.A.y MERCER,
D.W., 1973). De forma que los péptidos son, cuantita
tivamente, un sustrato mas importante que los aminoa

acidos, para la absorcion.
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Transporte activo y difusién simple.. de péptidos.

Un criterio importante para establecer que
el transporte de cualquier sustrato ocurre por un
proceso activo, es demostrar que se acumula en 1los
enterocitos en contra de un gradiénte electroquimi-

CO.

Dada 1la presencia de peptidasas en el epite-
lio intestinal, la obtencidén de péptidos altamente
resistentes a la hidrdlisis:, tales como la Gly - Sar,
la Gly-Sar-Sar o la pAla-His, ha facilitado el estu-
dio de su transporte intestinal . Mediante el ‘-empleo
de dichos péptidos, se ha puesto de: manifiesto que
los dipéptidos y tripéptidos se acumulan intracelular
mente en intestino intacto (ADDISON, J.M., et al.,
1972, 1974 y 1975b; MATTHEWS, D.M., et al., 1974). Ade
mias , la captacidén de estos péptidos fue inhibida por
la anoxia e inhibidores metabéiicos, todo lo .cual
confirma la existencia de un sistema activo para su
transporte. (ADDISON, J.M., et al., 1972, 1974,1975b;
MATHEWS, D.M., et al., 1974).

El hecho de que otros muchos dipéptidos vy
tripéptidos, que son rapidamente hidrolizados por las
peptidasas citosélicas, compitan por la captacién mu
cosal de la Gly-Sar, la Gly-Sar-Sar, o la pAla-His,
sugiere que estos péptidos comparten un mismo mecanis
mo de, transporte activo ( ADIBI, S.A.; 1971 y 1974;
ADDISON, J.M., et al., 1972, 1974 y 1975b; MATTHEWS,
D.M., 1975a y 1975b; RUBINO, A., et al., 1971).

En aquellos casos, en los que se han estudia
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dp las caracteristicas cinéticas de la inhibicién en-
tre distintos péptidos, se ha comprobado que es de
tipo competitivo (ADDISON, J.M,, et al., 1974 RUBINO,
A., et al., 1971;). ’

Todavia es incierto si existen o no, mas de
un sistema de captacién de péptidos. Se observé que
algunos di- y tripépbidos, constituidos por aminoaci
dos basicos y Acidos, presentaban baja afinidad “por
los sistemas responsables de la captacién de . pépti-
dos formados por aminodcidos neutros (ADDISON, J.M.,
et al., 1974 y 1975b; RUBINO, A., et al., 197%1). Por
analogia con lo ocurrido ‘con los aminodcidos se pen
s6 en la existencia de diferentes sistemas de capta-

cioén.

Sin embargo, recientemente., gracias al uso
de técnitas mas refinadas, se ha observado que los
péptidos neutros, acidos y basicos comparten el mis-
mo sistema o sistemas de captacidén (MATTHEWS, D.M.,
et al., 1979; TAYLOR, E. et al., 1980). Sin embargo,
esto no descarta la posible existencia de mas de un
sistema de transporte. De hecho la presencia de un so
lo sistema de captacidén de pétidos en el intestdno
delgado supondria una gran desventaja bioldégica, ya
que un defecto congénito en el mismo podria esperar

se fuera causa de muerte en la infancia.

Una caracteristica de cualquiér sistema de
transporte mediado es su saturacién al aumentar pro-
gresivamene la concentracidén de sustrato. Al estu
diar la velocidad de absorcidén intestinal de Gly-Sar

en un rango de concentraciones (0,125 a 100 mM) no se
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cumplidé totalmente este pricipio (MATTHEWS, D.M., et
al., 1979). Se observé que dos componentes distintos
estaban incluidos: uno saturable (transporte activo)
y otro no saturable (difusién simple). La separa-
cién de ambos ha revelado que la difusién simple- es
un componente minoritario de la absorcién total, cuan
do la concentracién de Gly-Sar esta dentro del rango
de concentraciones fisioldégicas (MATTHEWS, D.M., et

al., 1979; BURSTON, D., et al., 1978).

Los estudios realizados sobre los requeri-
mientos estructurales de di- y tripéptidos para su
transporte por el intestino delgado (MATTHEWS, D.M.,
1975a y 1975b; MATTHEWS, D.M. y PAYNE, J.W., 1980),

han revelado que:

a) Si el grupo amino-terminal o el carboxilo-
terminal son sustituidos, la afinidad por el sistema
de transporte se reduce o anula (RUBINO, A. et al.,
1971; BURSTON, D. et al., 1972; ADDISON, J.M. et al.,
1974 y 1975b; DAS, M. y RADHASKRISHNAN, A.N., 1975;
AMAYA, F.J. et al., 1976).

b) La sustitucién del hidrdégeno del enlace
peptidico (como en la Gly-Sar, Gly-Sar-Sar,o Gly-Pro)
no anula la afinidad por el sistema de transporte,
aunque en el caso de la Gly-Sar y la Gly-Sar-Sar re-
tarda enormemente la hidrdlisis (RUBINO, A., et al.,
1971, ADDISON, J.M., et al., 1972 y 1975a; DAS, M. y
RADHASKRISHNAN, A.N., 1975).

c) La incorporacién de p—aminoécidos reduce

la afinidad por el sistema de transporte (ADDISON ,
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J.M., et al., 1975b; DAS, M. y RADHASKRISHNAN, A.N.,
1975), y en algunos casos (pAla-His) retarda la hidré
lisis (MATTHEWS, D.M., et al., 1974).

d) La presencia de ligandosY reduce o anula
la afinidad por el sistema de transporte y también
retarda lia hidrélisis (WISEMAN, G.,1974; ADDISON, J.M.,
et al., 1975b; DAS, M, y RADHASKRISHNAN, A.N., 1975).

e) Se pensd que la presencia de aminodcidos
con largas cadenas lipofilicas aumentaria la afini-
dad por el sistema de transporte de péptidos (ADIBI,
S.A. y SOLEIMANPOUR, M.R., 1974; RUBINO, A., et al.,
1971), como sucedia con el de aminodcidos. Sin embar
go, se ha comprobado, recientemente, que una serie
de dipéptidos neutros en los que aumentaban las pro-
piedades lipofilicas de la cadena, es la valil-vali-
na, y no la leucil-leucina, el inhibidor mas podero-
so de la Gly-Sar (BURSTON, D., et al.,1982;MATTHEWS,
D.M., et al., 1983).

f) Igual que ocurre en el transporte de ami-
nodcidos (WISEMAN, G., 1974), el transporte de pépti
dos es estereoquimicamente especifico (BURSTON, D. ,
et al., 1972; CHEESEMAN, C.I. y SMYTH, D.H., 1973 ) .
Los péptidos que contienen D-aminodcidos son pobre-
mente absorbidos (y muy lentamente hidrolizados)
(BURSTON, D., et al., 1972; ASATOOR, A.M., et al.,
1973; CHEESEMAN, C.I. y SMYTH, D.H., 1973), aunque
es probable que no carezcan totalmente de afinidad
por el sistema de transporte intestinal (ADDISON, J.M.
et al., 1975b). Asi, se ha demostrado que el terans-
porte de D-dipéptidos es saturable (CHEESEMAN, C.TI.
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y SMYTH, D.H., 1973).

Todas las caracteristicas descritas hasta el
momento, sobre el transporte intestinal de dipép%i—
dos, sugieren que éstos: pueden entrar en el entero-
cito por dos rutas distintas, que seran funcién déil

dipéptido en cuestién. Asi:

- Algunos dipéptidos podran entrar utilizan-
do los sistemas de captacidén de aminoaci-
dos, tras sufrir hidrdlisis intraluminal o
en el borde en cepillo (MATTHEWS, D.M.,1975a
y 1975b; MATTHEWS, D.M., y PAYNE, J.W.,1980),

siendo mucho mas importante esta tltima

- Otros entraran en los enterocitos, intac-
tos, por un sistema especifico, sufriendo
a continuacién hidrélisis intracelular, o
entrando intactos en la sangre portal
(ADIBI, S.A., 1971 y 1976; PERRY, T.L., et
al., 1967; GARDNER, M.L.G., 1975; FATRLOUGH,
P.D., et al., 1977; SLEISENGER, M.H., et
al., 1977; MATTHEWS, D.M., 1975b)

Debe afiadirse que la ruta de captacién de
aminodcidos, puede hacer mas eficaz la absorcidén in-
testinal de péptidos, actuando como mecanismo de "re
captacion" de aquellos aminoacidos procedentes de
la hidrélisis intracelular del péptido, y que por di

fusién vuelven a la luz intestinal.(figura4)
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LUZ ENTEROCITO SANGRE
INTESTINAL

Figura 4. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS RUTAS
UTILIZADAS POR LOS DIPEPTIDOS PARA ATRA
VESAR LA MEMBRANA INTESTINAL. (e—e): di
péptido. (® ®): aminoicidos.

(:): sistema de transporte de dipéptidos

‘: sistema de transporte de aminoacidos

1: Ruta de entrada de dipéptidos intactos

2: Ruta de entrada de aminoacidos proceden
tes de la hidrélisis intraluminal o del
borde en cepillo

3: Hidrélisis intracelular de dipéptidos
Salida por difusidn a la luz intestinal
de aminocacidos procedentes de la hidré-

lisis de dipéptidos.



Interaccidén entre el sodio y el transporte de pépti-

dos.

Es un hecho establecido que el transporte ac
tivo de algunos aminoacidos por el intestino delgado

requiere sodio en el medio extracelular.

En el caso del transporte activo de péptidos,
aunque no estd tan extensivamente ektudiddo, parece

ser que existe también una dependencia del sodio.

La sustitucién del Na presente en el medio
de incubacién por K* o Li', anula la acumulacién in-
tracelular de Gly-Sar en anillos de intestino de
hamster (ADDISON, J.M., et al., 1972), y el transpor
te transmural de tirosil-glicina y tirosil-D-alanina
a través del intestino delgado de rata  "in vitro"

(HEADING, C.E., et al., 1978).

Parecen existir diferencias entre los efec-
tos del sodio sobre el transporte: de dipéptidos y
aminodcidos. En ileon de conejo, al sustituir el so-

dio del medio de incubacidén por colina, se inhibe la

velocidad maxima del flujo de mucosal a serosal de
la glicil-prolina; mientras que la inhibicidn del
flujo de glicina, se produce por aumento de la Kt

(RUBINO, A., et al., 1971).

En contraste con los estudios "in vitro" des
critos anteriormente,; un pequefio nimero de experimen
tos "in vivo", parecen demostrar que la captacidn de

péptidos por la mucosa del intestino no es dependieﬂ



+ . . . .
te del Na bajo las condiciones experimentales usa-

das.

'La absorcién de altas concentraciones ‘de
Gly-Sar (267mM) en yeyuno de rata, no fue significa-
tivamente reducida al sustituir el sodio intralumi

nal por manitol (MATTHEWS, D.M., et al., 1969).

También se observé que la captacidn de glicil-
leucina (10mM) por el intestino delgado de la rana,
"Rana pipiens", "in vivo" no fue afectada al susti-
tuir el Na' intraluminal por K+, mientras que la cap
tacidén de glicina y leucina desde una mezcla equiva
lente fue inhibida por la ausencia de Na' (CHEESEMAN,
C.I. y PARSONS, D.S., 1974).

Toda esta complejidad hace que existan dis-
crepancias entre los distintos investigadores. Para
unos, algunos dipéptidos son cotransportados con so
dio, mientras que otros no lo son (GANAPATHY, V. 'y
RADHAKRISHNAN, A.N., 1980; HIMUKAY, M., et al.,1982;
CHEESEMAN, C.I. y DEVLIN, D., 1985). Para otros, el
transporte de dipéptidos es independiente del sodio
(BOYD, C.A.R. 'y WARD, M.R., 1982; GANAPATHY, V. vy
LEIBACH, F.H., 1983; GANAPATHY, V. et al., 1984;
RAJENDRAN, V.M., et al.,1984), en cualquier caso, se
ha demostrado que el transporte de péptidos es electro-
génico, lo que indica que se encuentra asociado a un

flujo iénico (BOYD; C.A.R. y WARD, M.R., 1980y 1982).

Por otro lado, mediante el empleo de vesicu
las de membrana del borde en cepillo de conejo, se

ha visto que el transporte de dipéptidos no es con-



centrativo, es electrogénico y estimulado por un gra
diente de protones. Basandose en estas observaciones
y en la posible independencia entre el transporte de
péptidos y el sodio, GANAPATHY, V. et al. (1983 vy
1984) han desarrollado una hipotesis segin la cual,
la fuerza conductora del transporte de péptidos a
través de la membrana, seria el gradiente de H'. De
acuerdo con estos autores, la dependencia del sodio
observada en tejidos intactos seria indirecta y debi
da a un intercambio Na'- H' (GANAPATHY,V. y LEIBACH,
19835 GANAPATHY, V., et al., 1984). ‘

Tal y como se ha descrito brevemente en la
presente introduccidén se puede afirmar que el trans-
porte intestinal de dipéptidos es electrogénico, en
consecuencia dependiente de un gradiente idnico. Sin
embargo, en relacidén con la naturaleza de este gra-
diente idénico, asi como sobre si el transporte de di
péptidos es o no acumulativo, existen grandes discre

pancias.

Estas diferencias guardan relacién con el ti
po de técnica empleada: sea intestino intacto o vesi
culas de membrana de borde en cepillo de células in-
testinales. El trabajar con preparaciones de intesti
to intacto presenta incovenientes debido a la presen
cia del glicocalix y capas musculares. Por otro lado,
las vesiculas de membranas celulares se alejan enor-

memente del estado fisioldgico.



OBJETO DEL

TRABAJO.

Por

los motivos anteriormente expuestos nos

pareci6 interesante estudiar el transporte de dipép

tidos en células aisladas de intestino delgado de

pollo, de acuerdo con el siguiente plan de trabajo:

1.-

Puesta a punto de la técnica de aisla
miento de células epiteliales de intesti

no delgado de pollo.

Evaluacién del grado de hidrélisis de
Gly-Sar, dipéptido seleccionado para el

presente trabajo.

Estudio de la entrada de Gly-Sar a ente-

rocitos a lo largo del tiempo.

Efecto del sodio sobre la velocidad ini
cial de entrada de Gly-Sar a los entero-
citos y sobre su concentracién intracelu

lar en el estado estacionario.

Estudio de la dependencia del pH del

transporte de Gly-Sar en enterocitos.

Cinética del transporte de Gly-Sar en en

terocitos.
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IT. MATERIAL Y METODOS.




I1T.

II.

1.

ITI. MATERIAL Y METODOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se. han utilizado pollos de la raza HUBBARD,
de edades comprendidas entre 4 yw7 semanas, proce-

dentes de granjas avicolas de la empresa COPOLL
S.A. (Andalucia).

Los animales fueron mantenidos en condicio-
nes adecuadas de temperatura y humedad, siendo ali

mentados con piensos Gallina Blanca Purina.

SOLUCIONES +

Para el aislamiento, lavado e incubacién de
las células se han utilizado los medios descritos
por KIMMICH, G.A. (1970), con algunas modificacio-

nes,
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Medio de incubacidn.

a) Standard.

CONCENTRACION

REACTIVO

g/l mM
NaCl 4,675 80
CaClZ.ZHZO 0,147 1
Manitol 15,217 100
KZHP04.3H20 0,684 3
MgClZ.éHZO 0,203 1
Albumina 1 1
TRIS 0,2 M 50 ml
ClH 0,2 M 41,4 ml 20

La osmolaridad final del medio es 300 mM

y el pH= 7.4.

ciones:

Para prepararlo disponemos de tres solu-

Solucién A: solucidén de NaCl (1,6 M) en
agua destilada.

Solucidén B: solucidn de KZHPO4.3H20(6OmM)
en agua destilada.

Solucidén C: solucion de MgCl2 (20mM) y

CaClZ.ZH 0 20 mM en agua destilada.

2

Para ! litro de medio de incubacidén stan



dard, una vez pesadas las cantidades ya indica-
das de manitol y albumina, se anaden 50 ml de la
solucion A, 50 ml de la solucidén B, 50 ml de 1la
solucidn C y TRIS/C1H en las proporciones adecué

das para obtener un pH= 7,4.

El sustrato cuya captacidén es objeto de
estudio, se disuelve en el medio de incubacidn.
Como las concentraciones utilizadas de dicho sus
trato y de los modificantes son relativamente pe
quefias, no se considera necesario introducir co-
rrecciones en la osmolaridad del medio, salvo
que se indique en el correspondiente apartado

de resultados.

b) Medio de incubacidén sin sodio.

En la preparacion de este medio, se susti
tuye el NaCl por una cantidad isoosmotica de ma-

nitol (45,54 g/1).

c¢) Medio de incubacién a pH=5 y a pH=6.

Para ajustar el pH del medio de incubacidn
a 50 a 6, en lugar del sistema tampén TRIS/C1H,

utilizamos el de TRIS/Acido Citrico isotdnico.

(MATTHEWS, D.M., et al., 1979; TAYLOR, E., et al.,

198G ).

Se preparan una solucidén de acido citri-
co(100mM). y otra de TRIS(0,2M), que se mezclan
en las cantidades adecuadas, para obtener el pH

deseado.
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2. Medio de aislamiento.

a) Con citrato.

Se prepara a partir del medio de incu-
bacién standard, pesando 7,94 g de citrato sé-
dico que disolvemos en 1 litro de medio de in-

cubacidén, para que la concentracidén final sea
13, S5mM.

b) Con hialuronidasa.

La cantidad de hialuronidasa: en el medio

de aislamiento debe ser 1mg/ml:

Al igual que el anterior se prepara a
partir del medio de incubacidén standard, pesan-
do la cantidad adecuada de enzima y disolviendo

la directamente en el medio.

Todos los medios descritos deben prepararse ex- .

temporianeamente, ya que se ha observado que su man
tenimiento a 4% C durante 24 horas %da lugar a 1la
aparicidén de hongos, lo que conllevaicambios en

la composicién y en el pH de las soluciones.
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I1T.

3.

L.

TECNICAS.

Aislamiento de células epiteliales de intestino

delgado de pollo.

La técnica empleada es similar a la des-
crita por PERRY (1966) y posteriormente modifica
da por KIMMICH (1970) en intestino de pollo.

El aislamiento se lleva a cabo como se

describe a continuacidn:

El pollo, sin ayuno previo, es decapita
do y desangrado. Esto ultimo es importante para
disminuir el numero de hematies en la suspensiodn

celular.

Se'efectﬁa un corte en la zona inferior
de la cavidad abdominal y se extrae unos 50 cen-
timetros de intestino delgado en la zona media,
separandolo con cuidado del tejido pancreatico y
mesentérico adyacente. El intestino se lava va-
rias veces con suero fisioldégico frio, 12C, (mag
tenido en bafio de hielo), con el fin de eliminar
el contenido luminal. Se abre longitudinalmente,
y se corta en segmentos de aproximadamente 2cm.
de longitud, que se introduce en dos tubos de
polietileno que contienen 25 ml de medio de ais-
lamiento cada uno. Los tubos cerrados hermética-
mente, se introducen en un bano termostatado(MaE

ca Selecta tipo Unitronic-320), a 37°C durante
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30 minutos, sometiéndolos a una agitacidn cons-

tante de 80 a 100 ciclos por minuto.

Transcurrido este tiempo algunas células
se habran desprendido espontianeamente. Para pro-
vocar un mayor desprendimiento agitamos vigorosa
mente los segmentos de intestino con una pipeta

de plastico.

La separacioéon de las células aisladas de
los segmentos intestinales se realiza por filtra

cién a través de una malla de nylon.

La suspensidén celular se reparte en 2 tu
bos de polietileno y se procede al lavado de las
mismas, con el fin de eliminar la hialuronidasa
del medio, el mucus, las sales biliares, .etc.
Tras una centrifugacion, durante 2 minutos a
100 g (02C) (en una centrifuga marca Beckman tipo
J2-21), el sobrenadante se desecha por decanta
cién y el sedimento celular o "pellet", se resus
pende suavemente en 15ml de medio de incubacidn
frio (12C). El proceso se repite hasta que el
sobrenadante quede transparente (generalmente es

suficiente con repetirlo 2 veces).

Por Gltimo el "pellet" se resuspende en
medio de incubacién hasta un volumen equivalente
a 5-10 veces el volumen del sedimento celular.
Esta dilucién final tiene por objeto preparar
una suspensién de células que contenga entre 15

vy 25 mg de proteina/ml (ver Figura 35).
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Figura 5. ESQUEMA DE LA TECNICA SEGUIDA PARA EL AIS
LAMIENTO DE LOS ENTEROCITOS.

38



QUL

25 ml de medio de aislamiento

con los segmentos intestinales

incubacidén durante 30 min a 379(

con agitacién de 80 a 100 ciclos

por minuto

filtracién de la suspensién ce-

lular a través de una malla de

nylon

centrifugacién a 100 g durante]

2 minutos

sobrenadant e

C

sedimento celular

+ 15 ml de medio de incubacién |

I ml para la
determinacion
de proteinas

1 ml

™~
~— G

incubacién de la suspensién ce-

EN
EL
&

lular a 379C con agitacidn cons

tante
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La suspensién de enterocitos aislados y
lavados debe mantenerse en un bafio de hielo has-

ta el momento de su utilizaciédn.

Es importante sefialar que si las células
van a ser incubadas en medio de incubaciédn sin
Na+, el lavado debe realizarse con medio de incu
bacidén que carezca de dicho catién y que se pre-
parara como ya se ha indicado en. el apartado
IT. 2. b. de material y métodos. Igualmente se
lavard con medios de incubacién de pH=5 y. de
Ph=6, cuando las células vayan a ser incubadas a

dichos pH.

Experimentos de captaciédn.

La captacién de sustrato por las células
se determina midiendo la cantidad de sustrato

que éstas han secuestrado a lo largo del tiempo.

El método que se utiliza es el siguiente:

La incubacidn se realiza en vasos de po-
lietileno de 50ml. (Se debe observar que tanto
durante el aislamiento como durante la incuba-
cién de las células, todo el material que se po-
ne en contacto con las mismas debe ser de vi-
drio parafinado o de polietileno, para evitar

que las células queden adheridas al vidrio
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(KIMMICH, G.A., 1970).

Cada vaso contiene 3ml. de medio de incu
bacidén con una concentracién de sustrato, y de
todos aquellos reactivos cuyos efectos queremos
estudiar, tal que tras afiadir la suspensién celu
lar, su concentracidén final en el medio de incu-

bacidén sea la deseada.

Al medio de incubacién también se adicio
nan 0,162 pnCi de (C-14) Gly-Sar. Para lo cual se
pipetean 50pl de una solucién de 3,240 p€i / ml
Gly-Sar. De esta manera la actividad especifica
de los sustratos en el medio es de aproximada-
mente 5,4.10_2 nCi/ml. A continuacién se toman
dos muestras de 100ul de cada condicién con el

objeto de conocer su actividad especifica real.

Los vasos de precipitacidén se colocan en
el bafio termostatado (37°C) y simultdaneamente
se introduce en dicho bafio la suspensién de célu
las que se hallaba a 12C, se adiciona I1ml. de 1la
suspension en los vasos de precipitado, con lo
cual el volumen final del medio de incubacién se
rda de 4ml. Es aqui donde da comienzo la incubi
cién celular y este momento se considera el tiem
po cero del experimento. Durante todo el periodo
de tiempo que dura la incubacién, los vasos de
precipitado se mantendran en agitacidén constante,
con objeto de que todas las células estén en con

tacto con el medio de incubaciodn.

Asi mismo se toma una muestra de 1ml de
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Figura 6.

ESQUEMA DE LA SEPARACION DE LA SUSPENSION
CELULAR DEL MEDIO RADIOACTIVO POR EL METO
DO DE CENTRIFUGACION A TRAVES DE ACEITES
INERTES.
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0.5 ml de medio de incubacidn

0.5 ml de la mezcla de aceites
0,2 ml de muestra

0.7 ml de suspension celular
diluida y refrigerada

centrifugacion a 5000 g
durante 25 segundos

Y
v
v
v

medio de incubacidn radiocactivo

sedimento celular

medio de incubacién

+ 1 ml de solucidn salina fria

solucidén salina fria
mezcla de aceites

sedimento celular

solucidén salina y
mezcla de aceites

£ 0.2 ml de acido perclérico
+ agitacidn enérgica

centrifugacién a 5000 g
durante § minutos

contaje por centelleo VTiguido



la suspensién celular, para la cuantificacién de
la proteina por el método de LOWRY, O. H. et al.,
1951.

A los distintos tiempos, prefijados, se
toman muestras, por duplicado, de 200pl, de cada
condicién experimental, que se llevan a tubos
"eppendorf" conteniendo 0,5ml dinonilftalato y
dibutilftalato ( densidad = 1,030 g/ml a 4°C) ¥y
0,5ml de medio de incubacién a 12C. A esta tempe

ratura se detiene la actividad celular.

Seguidamente los "eppendorf" se centrifu
gan, a 5000 g durante 25 segundos, ( centrifuga
eppendorf 5414 S), de forma que el pellet celular
se deposita en el fondo del eppendorf, por deba-
jo de las dos fases: aceites-medio de: incuba-

. 2

cion.

Con una bomba de vacio se succiona la fa
se acuosa. Para limpiar la radioactividad de las
paredes del eppendorf se afiade 1ml de solucidn
salina fria. Se succiona ésta completamente, vy,
se secan las paredes interiores del eppendorf

con una torunda de algondédn.

Finalmente una vez succionada la. fase
oleosa, se afiaden 200pul de acido perclérico al
3% (el acido perclérico desnaturaliza las pro-
teinas facilitando la rotura de los enterocitos)
con agitacion en un mixer, los tubos se centrifu
gan a 5000 g durante 5 minutos y se toman del so

brenadante alicuotas de 100ul que se disponen en
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los viales con liquido de centelleo para el con-

taje del C14 (ver Figura 0)

Valoracién del sustrato por centelleo liquido.

a) Fundamento.

La determinacién de la radioactividad con
un contador de centelleo liquido, se basa en la
transmision de la energia contenida en el mate-
rial radiactivo al disolvente que contiene una
sustancia fluorescente. Cuando una particula 3
atraviesa un liquido de centelleo, pierde ener
gia en su recorrido interaccionando con el liqui
do centelleador y la consecuencia es la emisidn
de fotones, las cuales son transformadas en el
tubo fotomultiplicador en impulsos eléctricos

que son ampliados y registrados.

b) Contador de centelleo.

El contador de centelleo liquido betama-
tic I (kontron), utilizado por nosotros, dispone
de dos fotomultiplicadoras situadas a ambos la-
dos de la muestra y de un dispositivo electroéni-
co que detecta s6lo los impulsos que llegan si-
multdieamente a ambos fotomultiplicadores .. Este
tipo de contaje, llamado contaje por coinciden-
cia, permite reducir algunos de los factores que
perturban el registro y reduce el contaje de fon

do.
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c) Liquido de centelleo.

Los liquidos de centelleo estan consti-

tuidos por una solucidén de uno o mas compuestos

aromadticos en otro disolvente aromatico.

Basdndonos en la bibliografia, para la
determinacién de los distintos compuestos radio-
activos, utilizados en nuestro trabajo, hemos em

pleado el siguiente liquido de centelleo:

2 partes de tolueno

1 parte de tritén X 100
5¢r/1. de PPO

C.S. de agua

Para el contaje se utilizan viales de

cristal conteniendo 10 ml de liquido de cénte

lleo.

Cromatografia.

Para estimar la hidrélisis de la Gly-Sar
por las células epitelialeés (aunque se trata de
un dipéptido altamente resistente a la hidréli-
sis), se ha realizado un estudio cromatografico

del medio de incubacién y del pellet celular.

Finalizado el periodo de incubacidn en
presencia de Gly-Sar (ver apartado II. 3. 2. de
material y métodos) las células son rotas median

te shock osmé6tico. De esta manera la Gly-Sar se-
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cuestrada intracelularmente sale al - exterior.
Tras centrifugacidén, se toman muestras del sobrena
dante para su estudio .cromatografico. .
7

Se han ensayado distintas fases méviles
y estacionarias con objeto de seléccionar la mas
adecuada para obtener una buena separacién . entre
la glicina y la glicil-sarcosina. Asi mismo se em
plearon las dos técnicas que se describen a con-

tinuacién.

a) Mediante el empleo de cromatografia
en capa fina, con celulosa y silica-gel, se .ensa-
yaron como fases méviles: etanol: amoniaco : agua
(20: 1: 4, v/v) y metanol: acetonitrilo: agua (9:
0,5: 0,5, v/v), siendo el valor de los Re 0,24 pa
ra la glicina y 0,34 para la Gly-Sar, y 0,34 para
la glicina y 0,21 para la Gly-Sar, respectivamen-
te. Las muestras tomadas del medio de incubacidn
y del pellét se dejaron correr aproximadamente 3
horas, reveldndose la placa, al término de este

periodo con ninhidrina al 0,5% en etanol absoluto.

b) Utilizando, en este caso, cromatogra
fia en papel se procedié segiun la técnica indicada
por MATTHEWS, D.M., et al., (1979) y BURSTON, D. et
al., (1982).

Las muestiras del medio de incubacidn y
del pellet se dejan correr junto con las muestras
patrén (Gly-Sar y Gly), en papel Whatman 3MM, con
la fase mévil butanol: acido acético: agua (120:

30: 50, v/v). Transcurridas 24 horas, se cubren las
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4.

438

zonas de papel correspondiente al recorrido de
la muestra problema y se revela; con ninhidrina
al 0,5% en etanol, las correspondientes a las

s

muestras patroén.

Posteriormehte se recortan las zonas de
papel problema y se colocan en viales con :10:ml

de liquido de centelleo para su contaje.
Segin la zona donde aparezca la radioac

tividad, podremos saber si la Cl14-Gly-Sar se ‘ha

hidrolizado o no.

DETERMINACION DE LA PROTEINA.

La determinacidén cuantitativa de la proteina,
presenta en la suspensién de células aisladas del in
testino delgado de pollo, se realizé siguiendo el mé

todo establecido por LOWRY, O.H:, et al., (1951).
Reactivos:

Solucién A: Carbonato sédico al 2% en NaOH
0,1N

Solucidén B: Sulfato ciprico pentahidratado al
0,5%

Solucién C: Tartrato sédico-potdsico al 1%
Solucidén D: Se prepara extempordneamente mez
clando las tres soluciones anteriores en la

siguiente proporcidn:

50 partes de la solucién A



0,5 partes de la solucién B

5 partes de la solucién C

Solucién E: Reactivo de Folin (Fosfomolibde
no-Fosfowolframio) 1N.

Solucién patrén: Se prepara una solucién ma--
dre que contenga 0,1mg/ml de albimina sérica
bovina, y a partir de ésta, se obtiene las
distintas soluciones patrdén realizando ana
serie de diluciones que se indican en la ta-
bla I . Cada una de las soluciones patrén se
prepara por triplicado.

Solucién problema: Se homogeneiza la suspen
sidén de enterocitos y se diluye posterior
mente 1:250 en agua destilada. Se toma, por
triplicado, 1ml que se lleva a sendos tubos
de ensayo.

Blanco: se obtiene: afiadiendo 1ml de .agua des
tilada en un tubo de ensayo.

(Ver tabla T )
Técnica:

A cada tubo de ensayo se afiaden 5ml del reac-
tivo D y se agita. Tras un periodo de reposo de 15 a
20 minutos, se afiaden 0,5ml de la solucién E a - cada
tubo de ensayo, se agita vigorosamente y se dejan re-
posar 30 minutos en: la oscuridad. Transcurrido este

tiempo se lee su absorbancia en un espectrofotémetro

(Marca Shimatzu UV-110-02) a 750 nm.

A partir de los valores de absorbancia de las

soluciones patrén, se construye una recta patrén (ab-

49



50

sorbancia vs coéoncentracién) a la que se llevan 1los
valores de absorbancia de las soluciones: problema.
De:esta manera se obtiene el valor del contenido pro

7

4 .
teico de las soluciones problema.

El valor real del contenido proteico de la
suspensioén celular, se calcula a partir del obtenido

graficamente (a) tal, como a continuacién, se indica:

mg/ml = (a-b).c

en donde:

b, concentracidén de albimina sérica bovina del meddo
de incubacién (1mg/ml),

c, dilucién a la que fue sometida la suspensién celu

lar previa a la colorimetria (1:250).

Si llamamos Z al valor obtenido, para calcu
lar el contenido proteico del pellet celular, se apli

cara la sigudente correccién:

mg/ml (pellet celular) = Z'r{%‘
siendo:
e, dilucidén que sufre la suspensidén celular al afla-

dirla al medio de incubacidén (144) (Hay que tener en
cuenta que el contenido proteico se valora en la sus-
pension celular de la que se tomaba Iml para llevar-
la a 3ml de medio de dncubacién),

d, volumeni:de muestra que se toma del medio de incu-

bacibén que contiene las células a lo largo del tiempo

(0,2ml)



PROTOCOLO DE LA TECNICA

TABLA I

DE DETERMINACION DE PROTEI-

NAS SEGUN EL METODO DE LOWRY.
Solucidn Soluciédn Agua des Reacti
patron problema tilada vo D
(m1) (ml) (ml1) (ml)
Blanco — _— 1,00 5,00
Patrén T 0,25 —_— 0,75 5,00
Patrdén 11 0,50 _ 0,50 5,00
Patrén I1I 1,00 — 0,00 5,00
Problema _ 1,00 —_ 5,00

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA

8IBLIOTECA
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IT.

5.

MODO DE EXPRESAR LOS RESULTADOS.

’

Los resultados se expresan en nmoles de Gly-
Sar/ml de volumen intracelular (o agua celular). Pa-
ra ello inicialmente se calculan los nmoles de Gly-
Sar/mg de proteina de la suspensién celular, de acuer

do con la siguiente ecuacién:

d.p.m.(p) x

v
nmol/mg = :

d.p.m.(s) x S . M

en donde:

d,p.m.{(p), desintegraciones por minuto de la muestra
tomada del pellet (muestra problema),

d.p.m.(s), desintegraciones por minuto de la muestra
"standard", es decir, de la muestra tomada del medio
de incubacidn,

V, volumen de acido percldérico en el que fue disgre-
gado el pellet,

v, volumen de la muestra que se toma para el contaje,
M, contenido proteico del pellet celular ( expresado
en mg),

Ci, concentracién del sustrato en estudio ( Gly-Sar)

en el medio de incubacidn.

Para conocer el valor real de la cantidad de
sustrato captado por las células, debemos descontar
del anterior, la cantidad de sustrato presente en el
medio extracelular del pellet. Esta se obtiene utili
zando PEG 4000, que debido a su alto peso molecular,

no puede penetrar en las células. De esta forma, em-
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pleando PEG-4000 marcado radioactivamente se calcu-
la el volumen extracelular, mediante 1la siguiente
expresiodn:

’

Volumen extracelular/mg proteina (pl/mg)-=

(2)

d.p.m.(p) x

d.p.m.(s) x x M

en donde: .
d.p.m.(p), d.p.m.(s), V, v y M, tienen el mismo sig

nificado que en la ecuacién (1).

Una vez conocido el volumen extracelular po

I d
dremos saber los nmoles de sustrato que en el se en
cuentran, y a partir de este valor, la cantidad.real

de sustrato captado por las células.

anlintracelular = anltotal _'nm01extrace1ular

Por ultimo, el volumen intracelular (al que
referimos los resultados) se obtiene midiendo 1la ab
sorcién de 3-o-Metil-Glucosa en presencia de flo-
rricina. Bajo estas condiciones experimentales, en
el estado de equilibrio, la concentracién intracelu

lar del azucar es igual a la extracelular. Es decir:

Azuvcar _ ~Azbcar

extracelular =~ “intracelular
cl. nmoli  nmoltotal — nmole
BEE =

\ £ \'S

1



IT.

De donde:
V.- nmolyota] —nmole — nmoly y.9 — nmole
i - r
C; Ce
siendo:

Vi, el volumen intracelular del pellet,

nmol{otal, cantidad de aziGcar determinada por experi
mentacioén, ‘
nmole, cantidad de azicar localizada en el volumen
extracelular del pellet, y determinada por PEG-4000,
Ce’ concentracién extracelular de aziucar, es decir,

concentracién de 3-o- Metil-Glucosa en el medio de'in

cubacidn.

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS.

El anadlisis estadistico aplicado a los datos

experimentales del presente trabajo ha consistido en:

Calculo de los estadisticos bdsicos: media
(X) y error estandard (€), en los .que  se expresan
todos los resultados obtenidos en los distintos ex-
perimentos. (También se indica el nimero de datos en

tre paréntesis (n)).

Comparacién de las medias de 1los. distintos
experimentos. Para poder determinar la significacién
entre los valores obtenidos en los distintos experi-

mentos se aplicd el test de la t de Student.
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IT.

REACTIVOS.

La glicil-sarcosina, palanil-histidina, ga-
lactosa, 3-o-metil-glucosa, teofilina, florricina,
ouabaina, monensina, ninhidrina, fueron suministra-

dos por Sigma Chemical Company, St. Luis, USA.

C-14-Glicil-sarcosina, C—14—3—o—metil—glucg
sa, H-3-galactosa, C-14-PEG-4000, fueron suministra

dos por Amersham, Inglaterra.

La pureza de los dipéptidos, marcados y sin
marcar radioactivamente, fue comprobada cromatogra-
ficamente por los dos métodos descritos en el apar-

tado ITI. 4. de Material y Métodos.

55



TIT. RESULTADOS.



III.

ITI. RESULTADOS

Puesta a punto de la técnica.

El presente trabajo se inicié con la puesta
a punto de la técnica de estudio de transporte de sus
tratos, en células aisladas de intestino delgado de
pollo. Los experimentos correspondientes a esta fase
inicial del trabajo se realizaron en colaboracion,

con la licenciada Maria del Carmen Montero Balosa.

Para el aislamiento de las células, se em-
plearon dos medios distintos de aislamiento (ver apar
tado II.2.2. de Material y Métodos). Se comprobd que
el medio de aislamiento con hialuronidasa favorecia
el desprendimiento de las células, mas que el de citra
to. Por lo que fue utilizado en todos los experimen-

tos ulteriores.

También se han ensayado dos métodos para el
aislamiento del pellet celular del medio de incuba-
cién: uno de ellos se realizaba mediante sucesivos la
vados y centrifugaciones del pellet celular a 4°C (pa
ra detener todos los procesos de transporte). Esto
permite que al final quede un pellet de células con
radioactivadad despreciable en el medio extracelular,
por lo que al romper las células el sustrato radioac

tivo que aparece procede de su interior.

El otro, es el ya descrito en el  apartado
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IT. 3. 2. de Material y Métodos. Se basa en utilizar
una mezcla de aceites con una densidad mayor que la
del medio de incubacién y menor que la de los entero
citos, de forma que al centrifugar, las células p;—
san a través de los aceites, formando un pellet, mieg
tras que el medio de incubacidén permanece sobre la
mezcla oleosa. Para este segundo método se probaron
distintas mezclas de aceites:

-Mezcla de siliconas AR-20 y AR-200 en 1la prg
porcién 5,25/3,50.

-Mezcla de dibutilftalato y dinonilftalato en
proporcién 64,16/35,84, quedando una densi-
dad final de 1,03 g/ml a 4°C, que se determi
ndé con un picndémetro.

Siendo esta ultima la mas adecuada, ya que
permitidé una buena separacién de las células, con un
volumen extracelular atrapado en las mismas, constan-

te, y resultando mas rapida.

A continuacién se pasd a ver si las células
obtenidas funcionaban adecuadamente en cuanto a su
capacidad de transporte de sustratos. Dado que el
transporte de galactosa por células aisladas de intes
tino delgado de pollo, asi como el efecto de diferen
tes sustancias (tales como florricina y teofilina)sg
bre dicho proceso, ha sido ampliamente estudiado por
RANDLES, J. y KIMMICH, G.A. (1978)(que fueron los pri
meros en utilizar esta técnica); se hicieron una se-
rie de experimentos para comprobar el buen funciona-

miento de las células por nosotros aisladas.

Para ello se utilizé, como sustrato a absor-

ber, 1 mM galactosa, estudiandose la entrada del azu
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car en condiciones control y en presencia de florri-
cina y teofilina.
'

La Tabla Il muestra que la florricina, cono-
cido inhibidor del transporte activo de azicares (AL
VARADO, F., 1967), disminuydé marcadamente la entrada
de galactosa en las células. Por otro lado la teofi-
lina aumenté significativamente la acumulacién intra
celular del azicar. Tanto el grado de inhibicién, co
mo el de estimulacién obtenidos, estande acuerdo, con
los descritos por RANDLES, J. y KIMMICH, G.A.(1978).
Estas observaciones nos indican que el proceso de ais
lamiento celular era el adecuado, y que las células
mantenian su viabilidad a lo largo del tiempo de ex-

perimentacion.
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TABLA TTI.

ENTRADA DE GALACTOSA (1mM) A CELULAS AISLADAS DE INTESTINO DELGADO DE POLLO A LO LARGO DEL TIEM-
PO DE INCUBACION, EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE 0,25mM FLORRICINA(F) O 7,5mM TEOFILINA (T). €: CONDI
CIONES CONTROL. '

nmol galactosa . pl agua celular-l
TIEMPO 1 5 15 30
a(min)
C F T C F T C F T C F T
2,18 0,31 3,16 4,78 0,81 9,32 6,14 1,24 15,35 7,34 1,87 21,55
3,18 0,44 4,37 4,07 1,02 8,88 7,27 1,23 14,01 8,61 1,28 23,68
2,5t 0,36 3,73 6,02 0,75 9,34 7,30 1,00 14,79 9,38 0,89 25,44
2)47 0)46 - 5;09 0;66 - 6)75 1)59 - 6994 1,59 -
2,96 0,44 - 4,27 0,78 - 6,09 1.46 - 6,88 1,65 -
X 2,66 0,38 3,75 4,43 0,85 9,88 6,71 1,30 14,72 7,83 1,45 23,55
i bl hal il h hl ha ha hl hl * h hl
€ 0,20 0,05 0,30 0,43 0,07 0,13 0,29 0,11 . 0,30 . 0,55 0,19 0,80

(n) (5)  (5)  (3) (5) (5 (3) (5)  (5) (3) (5 (5) (3)
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Figura 7.

ENTRADA DE GALACTOSA (1mM) A CELULAS AIS-
LADAS DE INTESTINO DELGADO DE POLLO A LO

LARGO DEL TIEMPO DE INCUBACION, EN PRESEN.

CIA Y AUSENCIA DE 0,25mM FLORRICINA (H) O
7,5mM TEOFILINA (@®). (A): CONDICIONES CON
TROL.

60



20

1
(4]

1
30

15

1
(=]
- =

|- JoIn1Rd onbo i x VS0}IDIDH jOWU

Tiempo {min)



ITI.

2.

VOLUMEN EXTRACELULAR

Para el calculo del volumen extracelular,
cldsicamente se emplean moléculas, tales como inuli
na, manitol, PEG 4000, etc., que debido a su tamafio
no penetran en las células o lo hacen muy lentamen-
te. De entre todos estos marcadores, en el presente

trabajo se ha empleado polietilenglicol (PEG) 4000.

Para la realizaciodon de estos experimentos se
afiadian 0,08 pCi/ml C-14-PEG 4000 a los 4 ml de sus
pensién celular y se procedia tal como se indicé en

el apartado TI. 3. 2. de Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la
TablaIII. Como se puede observar el volumen extrace
lular no se modificd significativamente a lo 1largo

del tiempo.

En aquellos experimentos en los que se modi
ficaban las condiciones experimentales (ausencia de
Na*t, modificacién del pH del medio de incubacién),
también se hicieron algunas medidas simultaneas del
volumen extracelular, no observiandose modificacidn

alguna.

Por todo ello, los resultados obtenidos so
bre el transporte de Gly-Sar en células aisladas de
intestino delgado de pollo, que se muestran en el
presente trabajo, han sido corregidos por un valor
de volumen extracelular, que representa el valor me
dio de los obtenidos en los distintos tiempos y con

diciones experimentales; esto es : 2,00 + 0,04p1/mg
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proteina (n=25). Este valor esta de acuerdo con el
ya obtenido por RANDLES y KIMMICH (1978) con entero

citos de intestino delgado de pollo.
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TABLA TIT.
VOLUMEN EXTRACELULAR DE LOS PELLETS.
pl agua celular . mg proteina—1
TIEMPO 1 5 15 30 .
(min)
2,62 2,18 3,02 3,02
3,68 3,00 3,60 3,36
3)31 3)27 2)95 2771
2,55 3,14 3,52 3,03
X 3,04 2,98 3,02 3,03
s x x * +
'3 0,31 0,28 0,22 0,23

(n)
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ITIT.

3.

VOLUMEN INTRACELULAR

Para evaluar el volumen intracelular se ,em

plean sustancias muy permeables (3H 0, por egjgemplo),

2
cuya concetracidén intracelular, en el estado estacio

nario, estd en equilibrio con la extracelular.

En el presente trabajo se ha estimado el vo-
lumen intracelular midiendo la absorcién de 1mM
3-o-Metil-Glucosa, en presencia de florricina (0, 25mM.
Bajo estas condiciones experimentales, la 3~-o-Me -
til-Glucosa, azucar activamente transportado al inte
rior de las células, s6lo penetra al interior de és-
tas por difusién, ya que la florricina bloquea el me
canismo activo. En consecuencia; en el estado esta-
cionario (30 minutos) la concentracidén ‘intracelular
de 30MG es igual a su concentracién en el medio de
incubacién, lo que permite calcular el volumen intra

celular (ver apartado II. 5. de material y métodos).

En las Tablas IV y V., se muestran los resulta
dos obtenidos del volumen intracelular bajo distin
tas condiciones experimentales. Como se puede obser
var, ni el pH del medio de incubacién, ni la ausen-
cia de Na de éste, modificaron significativamente el
volumen intracelular de los enterocitos. Basandonos en
estos resultados, nos parecid correcto considerar
como volumen intracelular, para el calculo de la con
centracién intracelular de glicil-sarcosina, el que
se corresponde con el valor medio de todos los datos
obtenidos sobre dicho pardmetro ( 3,63 £+ 0,20 pl/mg

proteina'l(n:35)). Este valor esta préximo a los ob
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servados por BROWN, P.D. y SEPULVEDA, F.V. (1985) y
por SCHWENK, M. et al. (1984), en enterocitos aisla
dos de intestino delgado de conejo y rata, respectil

vamente.

66



TABLA 1TV.

EFECTO DEL pH DEL MEDIO DE INCUBACION SOBRE EL VOLQ

MEN INTRACELULAR.

pl agua celular

mg proteina-1l

pH: 7,4 6 5
3,43 - 3,53
3,37 - 3,73
3,02 -~ 3,62
4,05 - 3,19
4,01 - 3,98
4,29 - 3,71
3,96 3,01 -
3,97 3,93 -
3,45 3,51 -
3,65 3,00 -
3,22 3,19 -
2,68 3,52 -
X 3,60 3,52N.S. 3,62N.S.
r ha ha +
€ 0,14 0,15 0,12
(n) (12) (6) (6)
N.S5.: no significativo. Comparaciones de los valores

obtenidos a pH=6 y a pH=5, respecto a los

servados a pH=7,4.

ob-

07



TABLA V.

EFECTO DE LA PRESENCIA Y AUSENCIA DE SODIO DEL MEDIO
DE INCUBACION SOBRE EL VOLUMEN INTRACELULAR=

nl agua celular . mg proteina'y
Na' 140 0
(mM)
3,49 3,21
4,46 4,47
4,36 4,16
4,17 4,31
2,39 2,81
3,77 3,44
X 3,77 3,738°°
* ki ha
€ 0,34 0,30
(n) (0) (6)
N+S.: no significativo. Comparacidén entre los valores

medios obtenidos en presencia y ausencia de so-

dio.



ITT.

4.

ENTRADA DE GLY-SAR EN CELULAS AISLADAS DE INTESTINO
DELGADO DE POLLO EN FUNCION DEL TIEMPO DE INCUBACION.

»
Inicialmente se hicieron una serie de experi

mentos en los que se midi6é la entrada de glycil-sar
cosina a enterocitos aislados de intestino delgado

de pollo a lo largo del tiempo.

Se empled una concentracién del dipéptido de
ImM y se procedié tal como se describe en el aparta-

do IIT. 3. 2. de Material y Métodos.

La cantidad de Gly-Sar que entra en las célg
las aumenté al aumentar el tiempo de incubacidén (ver

Tabla VI y Figura 7).

Como se puede observar ya a partir de los 5
minutos de incubacién, la relacidén concentracidén in-
tracelular. 7 concentracién extracelular del dipéE
tido fue mayor que 1, alcanzandose en el equilibrio

una concentracidén intracelular de 3,22mM.
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TABLA VI.

ENTRADA DE 1mM GLY-SAR EN CELULAS AISLADAS DE INTES-
TINO DELGADO DE POLLO EN FUNCION DEL TIEMPO DE INéE
BACION.

nmol Gly-Sar . pl—l agua celular

Tiempo 1 5 15 30
(min)
0,76 2,00 2,62 2,99
0,82 1,62 2,60 3,15
0,92 2,20 3,27 3,43
0,54 2,77 3,07 3,40
0,31 2,13 2,81 3,07
0,63 1,98 2,66 2,95
0,67 1,96 2,86 3,46
0,54 2,09 2,89 3,32
X 0,65 2,09 2,85 3,22
x X x x X
€ 0,08 0,13 0,09 0,08

(n) (8) (8) (8) (8)
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Figura %. ENTRADA DE ImM GLY-SAR (@) EN CELULAS ATSLADAS DE I[N

TESTINO DELGADO DE POLLO EN FUNCION DEL TIEMPO DE IN
CUBACTON. '



1IT.

5.

ESTIMACION DE LA HIDROLISIS DE GLY-SAR.

t. Cromatografia.

Como ya se ha indicado en la introduccidn
del presente trabajo, la Gly-Sar es un dipéptido
no natural, altamente resistente a la hidrélisis.
No obstante, para comprobar que el dipéptido era
efectivamente acumulado intracelularmente en for-

14

ma intacta y no la C-Glicina, resultante de
su hidrdlisis, se realizd un estudio cromatogra
fico del medio de incubacién y del pellet celular,
tal como se indica en el apartado II. 3. 4. a de

Material y Métodos.

Las técnicas descritas resultaron adecua-
das para separar la Gly de la Gly-Sar de una mez-
cla de ambas sustancias puras. Sin embargo, no pu
dieron ser empleadas para ver si la Gly-Sar era
hidrolizada por las células, bien extracelularmen
te (muestra tomada del medio de incubacién) o in-
tracelularmente (muestra del pellet), va que la
albimina presente en el medio de incubaciodn y
otros péptidos y aminoacidos del pellet celular,
provocaron interferencias, obteniéndose tras el
revelado, miltiples manchas dificiles de identifi

car.

Para evitar estas interferencias, se rea-
1iz6 un estudio, también cromatograiafico, pero en

el que se media el recorrido del marcaje (C-14),

tal y como se describe en el apartado II. 3. 4. b.
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de Material y Métodos.

Recortadas las zonas de papel correspon:-
dientes a la Gly-Sar y a la Gly, 1avradioactiv&—
dad aparecidé en un 98% en la zona correspondiente
a la Gly-Sar, 1o que nos indica que el dipéptido
o bien no es hidrolizado por las células, o lo es

de forma despreciable.

Efecto de 1la L-Metiohina.

Un método indirecto para averiguar si la
la Gly-Sar es hidrolizada extracelularmente, es.de
cirn, por dipeptidasas localizadas en el borde en
cepillo , es el de ver si su captacidén celular se
ve modificada por aminoacidos . que compiten con
la Gly o con la Sarcosina. En nuestro caso nos
interesaba emplear un aminodcido que compitiera
con la Gly, ya que es este aminoacidd el que por

ta el marcaje (C14).

La L-Metionina es un aminoacido que tiene
una gran afinidad por el sistema de transporte de
la L-Gly (SEPULVEDA, F.V. y SMITH, M.W. 1978) y en
consecuencia actia como un potente inhibidor com-
petitivo de la entrada de este aminoacido a las

células.

Se realizaron una serie de experimentos,
en los que se afiadia 10mM L-Metionina a los 4ml
de suspensién celular que contenia, a su vez,lmM

Gly-Sar y trazas de Gly-Sar marcada con C-14.
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Si la Gly-Sar hubiera sufrido hidrélisis,
la L-Metionina hubiera disminuido marcadamente su

acumulacién por los enterocitos.

En la tablaVITI yfigura 9 , se puede obser
var que la L-Metionina produjo una ligera, pero
no significativa inhibicidén en la acumulacidén de
Gly-Sar a tiempos largos,corroborando los resqltg

dos obtenidos en.el estudio cromatografico.
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TABLA VII.

EFECTO DE LA 10mM L-METIONINA SOBRE LA ENTRADA DE
ImM GLY-SAR EN CELULAS AISLADAS DE INTESTINO DEL-
GADO DE POLLO.

nmol Gly-Sar . pl agua celular!

TIEMPO 15 30

(min)

L-MET 0 10 0 10
1,97 2,03 2,92 2,87
1,63 1,43 2,90 2,25
1,22 1,19 2,01 2,56
1,53 1,48 2,92 2,85
1,57 1,24 2,98 2,40
1.44 1,43 2,75 2,69

X 1,53 1,47N-S. 2,89 2,55N.S.

X x s * >

€ 0,11 0,17 0,04 0,12

(n) (6) (6) (6) (6)

N.S.: no significativo. Comparaciones estre los va-

lores obtenidos en presencia y ausencia de

10mM L-Metionina (L-MET).
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Figura 9. EFECTO DE LA 10mM L-METIONINA \\\‘ SOBRE LA ENTRADAt DE
1mM GLY—SARD EN CELULAS AISLADAS DE INTESTINO DEL-
- GADO DE POLLO.



ITT.

DEPENDENCIA DEL Na .

La observacién de que la glicil-sarcosina en
traba a las células en forma intacta y alcanzaba en
el interior de éstas, una concentracién por encima
de su concentracién de equilibrio, sugiere que dicho

proceso esta mediado por un mecanismo activo.

Es bien conocido que el transporte activo de
dichas sustancias organicas (KIMMICH, G.A., 1081) es
td acoplado al transporte activo primario del Néﬁ por
lo que la ausencia de dicho catién y/o la anula-
cidén del gradiente transmembrana del Na® inhibe to-
dos aquellos procesos de transporte dependientes

del transporte activo del Na.
Para ver si el sistema de transporte de 1la
Gly-Sar era o no dependiente del Na+, se realizaron

tres tipos de experimentos.

1. Ausencia del Na'.

En algunos experimentos se sustituy6 isoos
méticamente el sodio del medio de incubacibén por
manitol. (ver apartado II.2.1.a)de material y mé-

todos).

Como se puede observar en la Tabla VITIy en
la figura 10, tanto la velocidad inicial ( 0,86 +
O,lSnmol/Pl agua celular y 0,42+ 0,05 en presen
cia y ausencia de sodio respectivamente) de capta
cidén de GlySar, como la concentraciod6n intracelular

del dipéptido alcanzada en el equilibrio fueron
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significativamente disminuidas al eliminar el so

dio del medio de incubacidn.

Efecto de la Monensina.

LLos resultados mostrados en la Tabla VIIT
indicaban que la ausencia de sodio inhibia signi
ficativamente el transporte de Gly-Sar. Sin em-
bargo, la eliminacion del sodio del medio de in-
cubacién no bloqued por completo el sistema de
transporte activo de Gly—Saf, ya que la relaciodn
concentracién intracelular/concentracidn extrace
lular del dipéptido, seguia siendo mayor que 1.
Esta observacién podria indicar que parte del
transporte activo de Gly-Sar fuera independiente
del sodio, y por tanto mediado por otro sistema
de transporte activo primario. Sin embargo, tam-
bién podria ser debido a que, si bien se elimind
el sodio del medio de incubacidén, siempre queda
algo atrapado en las microvellosidades de los en
terocitos (ALVARADO, F. et al., 1982), lo que po
dria explicar la no anulaciodn del trénsporte ac-

tivo de Gly-Sar.

Con objeto de dilucidar, si el transpor-
te activo de Gly-Sar era total o parcialmente de
pendiente del sodio se hicieron una serie de expe
rimentos en los que se estudidé el efecto de la

monensina sobre dicho proceso.

La monensina es un iondéforo del sodio, y
por tanto, disipa el gradiente transmembrana de

este i6n (GHIJSEN, W. et al., 1984).
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Como se puede observar (ver Tabla IX y fi
gura 11), en presencia de 10 pM monensina, la acu-
mulacién intracelular del péptido fue totalmente

anulada. ;

Efecto de la Ouabaina.

Otra manera de anular el gradiente trans-
membrana de sodio, es la de bloquear la ATP3g55 NakK
mediante el glicésido cardioténico, ouabaina (VAN

0S, C.H. et al., 1984).

Estos experimentos se llevaron a cabo so-

lamente a dos tiempos: 15 y 30 minutos.

La ouabaina (0,1 mM) anulé la acumulacidn

de 1 mM Gly-Sar (ver Tabla X y figura 12).
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TABLA VIITI.

ACUMULACION DE 1mM GLY-SAR POR CELULAS INTESTINALES AISLADAS DE POLLO EN PRESENCIA Y AUSENCIA

DE SODBIO DEL MEDIO DE INCUBACION.

nmol Gly-Sar

. pl agua celular ™

1

TIEMPO: 15 30
(min)
OUABAINA: 140 0 140 0 140 0 140 0
(mM)
0,54 0,30 2,77 1,35 3,07 1,47 2,603 1,63
0,92 0,36 2,20 1,36 3,27 1,70 3,43 2,38
0,80 0,36 2,83 1,23 3,76 1,83 3,99 2,00
0,76 0,54 2,00 1,41 2,62 1,85 3,07 2,10
1,31 0,53 2,13 1,43 2,81 1,67 3,65 1,91
X 0,86 0,42 2,38 1,35 3,10 1,70 3,35 2,00
h hl h hl l x X hal hl
€ 0,15 0,05 0,19 0,04 0,26 0,10 0,26 0,14
n) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5)
p <0,01 <0, 001 <0,001 . <0,001
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TABLA IX.

EFECTO DE LA MONENSINA SOBRE LA ENTRADA DE 1mM GLY-SAR EN ENTEROCITOS AISLADOS DE POLLO.

nmol Gly-Sar . pl agua celular -1

TIEMPO: 1 5 15 30
(min)
MONENSINA: O 10 0 10 0 10 0 10
(pM)
0,58 0,26 1,30 0,88 2,69 0,90 3,22 1,08
0,60 0,30 | 1,62 0,56 2,42 0,91 2.76 1,40
0,82 0,31 1,66 1,11 2,50 1,29 3,15 1,42
0,54 0,29 1,47 0,90 2,55 0,98 3,60 0,75
0,82 0,28 1,55 0,95 2,45 1,30 3,11 1,30
X 0,67 0,28N.S. 1,52 0,88N.S. 2,52 1,07% 3,19 1,19%
X x ht X x x X X X
€ 0,13 0,02 0,14 0,20 0,10 0,20 0,30 0.28
(n) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5)
% p< 0,001. | -
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Figura 11. EFECTO DE LA 10uM MONENSTINA (a) SOBRE LA ENTRADA DE
lmM GLY-SAR EN ENTEROCITOS AISLADOS DE POLLO.
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TABLA X.

EFECTO DE LA OUABAINA SOBRE LA ACUMULACION DE 1mM
GLY-SAR EN ENTEROCITOS AISLADOS DE POLLO.

nmol Gly-Sar . pl agua celular-1

TIEMPO: 15 30
{min)
OUABAINA: 0 0,1 0 0,1
(mM)
1,68 0,99 2,00 1,22
1,97 0,99 2,92 1,26
1,63 0,94 3,20 1,12
1,22 0,64 ~ 0,89
1,40 0,66 3,57 0,88
X 1,58 0,84 2,92 1,07
x At x X x
& 0,14 0,09 0,38 0,08
(n) (5) (5) (4) (5)
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Figura 12. EFECTO DE LA O,1mM OUABAINA SOBRE LA ACUMULACION
DE 1mM GLY-SAR EN ENTEROCITOS AISLADOS DE POLLO.



ITT.

EFECTO DEL pH.

A lo largo de la introduccién del presente
trabajo se ha mencionado como ciertos autores
(GANAPATHY, V., et al., 1984 'y .1985), postulaban
que era el gradiente transmembrana de protones. . el
que proporcionaba la energia para el transporte de di
péptidos y que la dependencia del gradiente de so-

dio seria un efecto indirecto.

Por este motivo se hicieron una serie de ex-
perimentos en los que se estudidé el efecto del pH
del medio de incubacidén, sobre el transporte de Gly-

Sar en enterocitos. Se han ensayado tres pH: 7,4, 6

y 5.

Los valores obtenidos muestran (ver Tablas
XTIy XIIT y Figura 13) que a pH=60, la acumulacidn de
ImM Gly-Sar no se modifica significativamente res-
pecto a la observada a pH=7,4. A incubaciones cor-
tas (! minuto) la disminucién del pH duplicd la en-

trada de Gly-Sar.

Sin embargo, a pH=5 (ver Tablas XII y XIIIT
y Figura 14) hay una fuerte inhibicién del transpor
te, en contra de lo que cabia esperarse si el gra-
diente de protones fuera el responsable de la acumu

lacién intracelular del dipéptido.
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TRANSPORTE DE

TABLA XT.

ImM GLY-SAR EN ENTEROCITOS AISLADOS DE POLLO A pH= 7,4 Y A pH= 6.

nmol Gly-Sar

. pl agua celular”

1

TIEMPO:
(min)
pH 7,4 6 7,4 6 7,4 0 7,4 6 7,4 6
0,14 0,03 1,20 1,19 1,96 1,64 2,83 2,02 3,18 3,15
0,32 - 1,28 1,20 1,67 1,65 2,37 1,92 3,01 2,48
0,30 0,82 1,65 1,91 2,36 3,30 3,31 3,32 3,49 3,37
0,16 0,50 1,98 2,03 2,66 2,49 2,95 2,62 3,25 3,30
0,20 0,68 1,62 1,79 1,76 1,73 2,73 3,40 3,10 3,68
0,14 0,80 1,18 1,38 2,86 2,86 2,86 2,78 3,26 3,64
- - 1,96 1,27 2,08 2,35 2,35 3,31 3,24 3,63
X 0,22 0,56” 1,55 1,54N.S. 2,19 2,28N.S. 2,77 2,77N-5S. 3,21 3,32N.S
s r hal X h hal A hal h r hal
3 0,04 0,16 0,14 0,15 0,14 0,26 0,13 0,25 0,07 0,17
(n) (6) (5) (7) (7) (7) (7) (7) (7). (7) (7)
‘' p <0,05
N.S.: no significativo. Comparacidn entre los valores obtenidos a pH= 7,4 y a pH= 0,
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Figura 13. TRANSPORTE DE 1mM GLY-SAR EN ENTEROCITOS AISLADOS DE
POLLO A pH=7,4 (@) Y A pH=6 (#).



TABLA XII.

TRANSPORTE DE 1mM GLY-SAR EN ENTEROCITOS AISLADOS DE POLLO A pH= 7,4 Y A pH= 5.

nmol Gly-Sar . pl agua celular !

TIEMPO 20 30 40
(min)
PH : 7,4 5 7,4 5 7,4 5
2,12 0,59 2,72 0,71 3,53 0,98
2,34 0,59 - 0,72 3,25 0,68
1,95 0,26 2,79 0,54 3,61 0,98
2,09 0,34 3,08 0,58 3,60 0,68
2,16 0,36 2,74 0,28 3,52 -
2,12 0,30 2,89 - 3,55 1,09
1,96 0,14 3,11 0,50 3,66 1,07
2,37 0,15 3,33 0,44 3,42 0,40
X 2,14 0,34 2,95 0,54 3,52 0,83
x X x X X x l
€ 0,06 0,06 0,09 0,06 0,05 ~ 0,10
(n) ‘ (8) (8) (7) (7) (8) (7)
p <0,001 0,001 <0,001
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TABLA XIII.

COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE ACUMULACION DE GLY-SAR, EN ENTEROCITOS AISLADOS DE INTESTINO DELGA-
50 DE POLLO, OBTENIDOS A pH- §5 Y A pH= 6 RESPECTO AL pH= 7,4.

nmol Gly-Sar pl agua celular-l
TIEMPO 1 10 20 30 40
{min)
pll-7,4 0,22 + 0,04 1,55 + 0,14 2,16 + 0,10 2,86 + 0,10 3,36 + 0,06
(6) (7) (15) (14) (15)
pH -6 0,56 + 0,16 1,54 + o0,15N.8. 2,28 + o0,26N.S. 2,77 + o0,25N-S- 3,32 4+ 0,17N.S
(5) (7) (7) (7) (7)
pH-5 — — 0,34 + 0,06 0,54 + 0,06 0,83 + 0,10
(8) (7) (7)
p <0,001
p <0,005
N.S.: no significativo. ~
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III. 8. CINETICA DEL TRANSPORTE DE GLICIL-SARCOSINA:
EFECTO DE LA CARNOSINA.

14
La palanil-histidina o carnosina, es otro

dipéptido altamente resistente a la hidrélisis.

Se ha realizado un estudio para ver si la
palanil-histidina inhibia la acumulacién de la Gly-
Sar, y si esta inhibicién era o no de tipo competi

tivo.

Se han utilizado dos concentraciones de sus
trato: 0,1 y 1 mM y tres concentraciones distintas

de inhibidor: 1, 5 y 10.

A partir de los resultados obtenidos ( ver
Tablas XIV y XV) y utilizando el método deDixen.(ver
Figuras 15, 16 y 17) hemos comprobado que la inhibi-

cibén es de tipo competitivo.

Este tipo de represenyacidén grafica tam-
bién nos permite calcular la constante aparente de
transporte: K¢ y la velocidad maxima: Vpix de la
Gly-Sar. En la Tabla XVI se indican los valores de
K1, K¢t ¥y Vmax obtenidos a los distintos tiempos de

incubacidn.



EFECTO DE LA CARNOSINA SOBRE LA 1mM GLY-SAR EN CELULAS AISLADAS DE INTESTINO DELGADO D

TABLA XIV.

E POLLO.

nmol Gly-Sar . pl

agua celular-

1

LEEMPO: 15 30

{min)

CARNOSINA: © 1 5 10 0 1 5 10 0 1 5 10

(mM)

1,09 1,00 0,834 0,60 2,15 1,96 1,59 1,11 3,04 2,40 1,22 0,95
1,29 1,07 0,73 0,65 2,26 1,94 1,61 1,47 3,36 2,16 1,40 —
1,22 1,12 1,09 0,54 2,20 1,96 1,45 1,14 2,83 2,47 1,72 1,52
1,20 1,10 0,64 0,51 2,25 2,20 1,79 1,00 2,71 2,08 1.64 1.50
1,30 1,22 0,98 0,86 2,38 1,94 1,85 1,53 3,29 2,92 1,66 1,39
1,10 1,08 0,92 0,67 2,34 2,10 1,41 1,22 3,45 2,74 1,45 1,49

X 1,20 1,10 0,86 0,65 2,26 2,02 1,62 1,25 3,11 2,46 1,52 1,37

= s hal hal l = h b * bl hal .l hal

€ 0,04 0,07 0,07 0,07 0,04 0,05 0,08 0,09 0,13 0,14 0,08 0,12

(n) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6) (6). (6) (6) (6) (5)
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TABLA XV.

FFECTO DE LA CARNOSINA SOBRE LA O0,ImM GLY-SAR EN CELULAS AISLADAS DE INTESTINO DELGADO DE POLLO.

nmol Gly-Sar

pl agua celular -1

FLEMPO 15 30
(min)
CARNOSINA: O 1 5 10 0 1 5 10 0 1 5 10
(mM)
0,19 0,12 0,09 0,08 0,27 0,19 0,11 0,10 0,40 0,27 0,14 0,13
0,13 0,12 0,08 0,05 0,19 0,15 0,13 0,10 0,26 0,24 0,16 0,15
0,09 0,08 - 0,06 0,19 0,15 0,13 0,09 0,21 0,22 0,16 0,15
0,10 0,10 0,11 0,07 0,22 0,18 0,13 0,10 0,26 0,21 0,17 0,07
0,12 0,10 0,08 0,06 0,22 0,13 0,11 0,07 0,35 0,25 0,16 0,09
0,10 0,11 0,07 0,06 0,22 0,17 0,12 0,10 0,30 0,26 0,18 0,14
0,12 0,10 0,08 0,06 0,22 0,16 0,12 0,09 0,30 0,24 0,16 0,12
= X X X s X X X L ha ha X
0,02 0,007 0,008 0,004 0,01 0,01 0,005 0,005 0,03 0,01 0,006 0,01
n) (60) (6) (5) (6) (6) (6) (6) (6) (6)  (6) (6) (6)
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Figura 15.

INHIBICION DEL TRANSPORTE DE GLY-SAR POR
DISTINTAS CONCENTRACIONES DE CARNOSINA.

La velocidad del transporte de Gly-Sar. se
expresa en nmoles/pl agua celular/5 minu
tos. Los datos son representados segun
el método de Dixon (1/v vs concentracién
de inhibidor). (@) 0,1mM Gly-Sar; (%)1mM

Gly-Sar.
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TABLA XVI.

CINETICA DEL TRANSPORTE DE GLICIL-SARCOSINA

14

TIEMPO: 5 15 30
(min)

KT (CARNOSINA): 9,70 8,05 7,00
(mM)

Kg: 4,85 3,00 3,00
(mM)

Vinax '’ 6,70 6,70 10,00

(nmol/pl proteina)
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IV. DISCUSTON.



IVv. DISCUSION

El movimiento de pequefios péptidos a trayés
de la membrana del borde en cepillo del epitelio in-
testinal, ha sido investigado con una gran variedad
de técnicas, y en diferentes especies. Esto ha lle-
vado a una situacién confusa acerca de la especi-
ficidad y caracteristicas del transportador o trans
portadores implicados en el proceso (MATTHEWS, b.M.
y PAYNE, J.W., 1980).

Diversos trabajos han puesto de: manifiesto
que el transporte de péptidos es activo y dependien
te del sodio, siendo el gradiente de sodio el que
suministra la energia necesaria para su acumulacion
intracelular, en consecuencia para su movimiento

transepitelial.

Asi, ADDISON, Ju.M., et al., (1972) demostra
ron: que el transporte de Gly-Sar por yeyuno de hams
ter "in vitro" es activo, y dependiente deil sodio.

MATTHEWS; D.M., et al., (1974) llegaron a la . misma

conclusion utilizando @alanil—histidina (carnosina)..

HEADING, et al., (1978) observaron que la elimina-
cién del sodio anulaba el transporte transmural de
tirosil-glicina y tirosil-D-alanina a través del in-
testino delgado de rata "in vitro". RUBINO, et al.,
(1971) comprobaron que la sustitucién del sodio por
colina, disminuia la Vmidx del transporte de glicil-

prolina en ileon de conejo "in vitro".

GANAPATHY; V. et al., (1980) observaron en

intestino delgado de mono "in vitro", que el trans-
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porte de glicil-leucina y glicil-prolina dependia

solo parcialmente del sodio.

Por otro lado, experimentos "in vivo" realizg
dos por CHEESEMAN, C.F.y PARSONS, D.S. (1974, 1976 y
1980)), perfundiendo el intestino delgado de rana,
revelaron que el flujo de glicil-leucina desde la
luz intestinal al lecho vascular, era poco afectado
cuando se sustituia el sodio del medio de perfusién
por potasio. Sin embargo, no se observdé bajo ningu-
na de las condiciones experimentales empleadas " in
vivo . ", que el dipéptido fuera acumulado intracelu-
larmente, lo que hacia pensar que debia existir una
relacidén entre estos dos hechos. Por otro lado, re-
sulta dificil demostrar "in vivo", 1la: dependencia
del sodio de cualquier sistema de transporte, que por
experimentacién :"in vitro" se sabe es totalmente de
pendiente del gradiente electroquimico transmembra-
na de sodio, dado que no es posible, bajo condiciones
de experimentacién "in vivo", eliminar totalmente el
sodio del medio de perfusidén. Esto se-debe.a.que, por
un lado, hay suficiente sodio atrapado en el glico-
calix y capas de agua no agitadas a él1 adheridas, co
mo para que el cotransporte de sodio- sustrato se
mantenga, y por otro, siempre hay un suministro con
tinuo de sodio al medio de perfusibén, procedente del

plasma sanguineo.

En los Gltimos afios, mediante el uso de vesi-
culas de membrana. .del borde en cepillo intestinal de
conejo, se ha visto que la entrada de péptidos al in

terior del espacio vesicular es independiente del. so

UN\‘\/ ERS‘(’) v"'\D
FACULTAD DE FAR
BIBLIOTECA
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aio, electrogénico y estimulado por un gradiente de
protones (GANAPATHY, V. y LEIBACH, F.H., 1983, GANAPATHY
et al., 1984 y 1985, RAJENDRAN; V.W. et al., (1984)
Basdndose en estos datos, GANAPATHY, V. et ai.,
(1984) proponen un modelo para explicar, el transpor-
te intestinal de péptidos, segun el cual, los pépti-
dos y los protones son cotransportados a través de
la membrana del borde en cepillo intestinal. E1 gra
diente de protones a través del borde en cepillo( se
ria el que energizaria el transporte activo del pép-

tido.

El gradiente de sodio estimularia el trans-
porte de péptidos indirectamente, manteniendo el
gradiente de protones, via el sistema de intercam
bio sodio-protones (GANAPATHY, V. y LEIBACH, F.H.,
1983, GANAPATHY, V., et al., 1984 y 1985)

Un hecho llamativo. es que; las discrepancias
observadas en relacidén con la naturaleza del gradien
te i6nico transmembrana responsable del transporte de
dipéptidos, asi como si dicho proceso es o no acumulati-
vo, se correlacionan con el tipo de técnica empleada.
Asiy con tejido intacto se observa que algunos di-
péptidos se acumulan y que su transporte al interior
de las células es enteramente dependiente del gra-
diente electroquimico transmembrana de sodio. Con ve
siculas de membrana de borde en cepillo se observa,
por el contrario, que los dipéptidos no se acumulan
Yy que su entrada al espacio vesicular depende de un

gradiente transmembrana de protones.

Por todo ello, nos parecid interesante estu-
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diar el transporte de dipéptidos utilizando como
preparacidon células aisladas de intestino delgado.
Para el estudio que nos interesaba reailizar esta pre
paracion tiene la ventaja, sobre la de vesiculas, de
ser mucho mids fisioldgica y sobre intestino intacto
de eliminar toda una serie: de capas tisulares, no epi
teliales, que pueden enmascarar o dar lugar a erro-

res en la interpretacion de los resultados.

Se ha utilizado el pollo, como animal de expe
rimentacién, porque la técnica de aislamiento de cé-
lulas epiteliales, de su intestino delgado, esta bas
tante perfeccionada. Ademds son tantos los estudios
realizados sobre el transporte de sustratos en di-
chas células, que permiten una facil comprobacion

de que la técnica se esta utilizando adecuadamente.

El trabajo se inicid con la puesta a punto de
la técnica de obtencidén de células epiteliales de
intestino delgado de pollo. Como comprobacién de la

validez de la técnica, se estudid el transporte de

D-galactosa en las células por nosotros obtenidas..

Los resultados muestran ( ver tabla IT ) que, la acu-
mulacién de galactosa, en el equilibrio, fue dismi-
nuida 10 veces por la florricina, y estimulada al

triple por la teofilina. RANDLES, J. y KIMMICH, C.A.

(1978), observan que la teofilina aproximadamente
triplica (2,87 veces) la acumulacidn de galactosa
por células aisladas de pollo y que la florricina

la disminuye en 8 veces.

Este paralelismo entre nuestros resultados y

los obtenidos por KIMMICH, nos demostraron que la
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técnica era correctamente usada y, por tanto, podia
ser empleada para el estudio del transporte de dipép

tidos, en nuestro caso.

Basandonos en la bibliografia, también se hi-
cieron una serie de mejoras a la técnica inicialmen-
te descrita por KIMMICH, C.A.(1970a), con el inico
objeto de obtener el mayor rendimiento celular posi
ble, de ahorrar tiempo de experimentacién y de conse
guir una mejor separacion del pellet del medio de in

cubacién a é1 adherido (ver apartado III.1 Resultados)

Uno de los problemas que plantea el estudio
del transporte intestinal de dipéptidos es el de su
hidrélisis por peptidasas intestinales, tanto de las
localizadas en el borde en cepillo como de las cito-

sb6licas.

El grado de hidrélisis que sufren los dipépti
dos debe ser tenido en cuenta a la hora de anali-
zar los resultados, ya que en caso contrario, las
conclusiones obtenidas serian totalmente erréneas;
si un dipéptido es hidrolizado por hidrolasas del
borde en cepillo, lo que entraria a las células S€ -
ria no el dipéptido, sino los aminoacidos resultan-
tes y la acumulacidén intracelular, en caso de obser-
varse, seria debida a los aminodcidos y no al dipép-
tido per se. Por otro lado, si las peptidasas citosé
licas fueran las que hidrolizaran el dipéptido, éste
entraria intacto pero su acumulacidén intracelular
seria también un artefacto , ya que su entrada seria
siempre a favor de gradiente al irse transformando

en aminoacidos a medida que oentrara a las células.
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Por todo ello, y con objeto de ver si las cé-
lulas del intestino delgado de pollo poseen siste-
mas de transporte para dipéptidos, resultaba impres-
cindible el emplear un dipéptido altamente resisten-
te a la hidrdlisis. Los datos existentes en la bi-

bliografia muestran que la Gly-Sar, es un dipéptido

no hidrolizable por la mucosa intestinal (PAYNE, J.
W., 1972, ADDISON; J.M., 1972 y 1975a, MATTHEWS, D.
M., 1975). Sim embargo, se ha aislado de mucosa in-

testinal de cerdo (SJOSTROM, H, yNOREN, 0. 1974) vy
mono BAKSI, H. y RADHASKRISHMAN, A.N., 1974) una di
peptidasa de prolina que presenta una ligera activi-

dad sobre los dipéptidos que poseen sarcosina (X-Sar)

El estudio por nosotros realizado sobre la
hidrélisis de Gly-Sar, revela que este dipéptido o
bien no se hidroliza en intestino delgado de pollo o
lo hace muy ligeramente. Por un. lado, el que la L-
metionina (ver tablaVII) no modificara significativa
mente la acumulacidén celular de Gly-Sar, indica que
el dipéptido no se hidroliza, al menos extracelular-
mente, es decir a nivel del borde en cepillo, lo que
sugiere que el dipéptido atraviesa la membrana celu-
lar intacto. Por otro lado, los estudios cromatogra-
ficos revelaron que la Gly-Sar permanecia como tal en
un alto porcentaje en el pellet celular tras largos
periodos de incubacidén (30minutos), lo que demuestra
que tampoco se hidroliza intracelularmente de forma
apreciable. En consecuencia se puede afirmar que los
datos obtenidos en el presente trabajo reflejan el

comportamiento del dipéptido intacto.

Los resultados obtenidos muestran que la Gly-
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Sar se acumula intracelularmente, en contra de un
gradiente de concentracidén. Asi, ya a los 5 minutos
de incubacién, la relacion concentracidon  intracelu
lar: concentracidén extracelular del dipéptidoiﬁuaﬁi
yor que 1, y en el estado de equilibrio estaciona-
rio la Gly-Sar alcanzdé una concentracién celular de
3,22 * 0,08 nmol/pl agua celular, frente al 1mM ini

cialmente presente en el medio de incubacién.

Esto nos indica que el dipéptido es transpor
tado activamente al interior de las células. Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos en in
testino intacto (ADDISON, J.M., et.al., 1972; HEADING,
et al., 1978; MATTHEWS, D.M., et al., 1974), pero
no con los observados en vesiculas de membrana de
borde en cepillo de conejo, en donde nunca se ha de
mostrado que la concentracién intravesicular del di
péptido fuera mayor que la de equilibrio (GANAPATHY,
V. y LEIBACH, F,H.,19083; GANAPATHY,V. et al.,1984 y
1985).

Al sustituir el sodio del medio de incubacién,
por una concentracién isoosmética de manitol, la en
trada del dipéptido a las células fue marcadamente
reducida, tanto en su velocidad inicial (entrada ob
servada tras | minuto de incubacién), como a tiempos
largos. Esta dependencia de sodio del transporte de
Gly-Sar, en enterocitos aislados de intestino delga
do de pollo, volvidé a corroborarse al afiadir al me-
dio de incubacidén ouabaina, inhibidor de la ATPasa-
Na-K (VAN 0S, C.H., et al.,1984) o monensina, iond-
foro del Na* (GHIJSEN, W., et al., 1984). Ambas sus

tancias actiuan disipando el gradiente transmenbrana



del Nat y en consecuencia, anulan todos aquellos pro
cesos de transporte acoplados al gradiente electro-

guimico del sodio.

Es interesante la observacién de que la sus-
titucidén isoosmdética de sodio por manitol, aunque
disminuyé significativamente la acumulacién de Gly-
Sar, en el estado estacionario no la anuld (ver Ta-
bla VIII). Asi bajo estas condiciones experimentales
la concentracién intracelular de Gly-Sar fue de 2,00%
0,14 nmol/nl agua celular que es mayor que ImM (con
centracién extracelular del dipéptido), Estos resul
tados podrian sugerir que el transporte del dipépti
do fuera parcialmente independiente del sodio. Sin
embargo, los datos obtenidos mediante el empleo de
ouabaina o monensina descartan esta posibilidad, ya
que la presencia de dichas sustancias bloqued la
acumulacidn celular en contra de gradienﬁe de Gly -

Sar.

Estos resultados estan de acuerdo con los ob
tenidos por MATTHEWS, D.M. et al.(1974) para la car
nosina, por ADDISON, J.M. et al. (1972 y 1975a) para
la Gly-Sar, en intestino intacto de hamster, y por
HEADING, C.E. et al. (1978) en intestino delgado de
rata, para la tirosil-D-alanina y para la tirosil -
glicina. Por otro lado, CHEESEMAN, C.I. y DEVLIN, D.
(1985) han observado que la glicil-glicina, bajo con
diciones experimentales en las que el dipéptido no
es hidrolizado, estimula el transporte de Na' en cé
lulas aisladas de intestino delgado de rata, apoyan
do la hipdétesis de la presencia de un cotransporte

Na'-dipéptido.



Los resultados hasta el momento discutidos
revelan que la Gly-Sar se transporta activamente en
células aisladas de intestino delgado de pollo,/y
sugieren que dicho transporte estd acoplado al gra-
diente electroquimico transmembrana del sodio. Sin
embargo, como ya se ha mencionado anteriormente, di
cha dependencia no se ha demostrado en vesiculas de
membrana de borde en cepillo. Por el contrario, la
entrada del dipéptido al espacio intravesicular ba»
rece ser estimulada por un gradiente de protones

(GANAPATHY, V. et al., 1984 y 1985).

De hecho GANAPATHY observa que la sustitu-
cidén del sodio del medio de incubacién reduce en un
25% 1la entrada de Gly-Sar a vesiculas de membrana de

borde en cepillo de intestino delgado de conejo.

A priori resulta dificil realizar un estudio
del efecto del gradiente de protones en células epi
teliales de intestino delgado, porque hay pocos da-
tos sobre el pH intracelular de dichas células y nin
guno referente al pH intracelular de enterocitos de
pollo. WAGNER, J.D. et al.(1985), estimaron que el

pH intracelular de mucosa colénica de rata es 6,85.

La Tabla XIT muestra que la disminucién del pH
extracelular, hasta valores de 5, redujo drastica -
mente la entrada de Gly-Sar a las células, tanto a
tiempos cortos, como a largos periodos de incubacién.
Por otro lado, la incubacién de las células en un medio
de pH=6 nomodificé significativamente el transporte
del dipéptido, respecto al observado a pH=7,4, a tiem-
pos lLargos: si bien se observd una estimulacioéna tiem

pos cortos de incubaciéndver Tabla XT).
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La inhibicién provocada por un pH extracelu-
lar de 5, podria ser explicada a partir de las pro-
piedades eléctricas de la Gly-Sar. Este dipépti@o
tiene dos grupos ionizables: un grupo carboxilo con
un pKa=2,83 y un grupo amino con un pKa=8,45, sien-
do su pHisoeléctrico=5,68 (EDSALL, J.T., 1943). Se-
gin Mc LAUGHLIN, S.(1977) a pH=7,2 la Gly-Sar lleva
una carga neta negativa, mientras que a pH=5, lleva
una carga neta positiva. Se ha demostrado que la éci
dificacién del medio extracelular, disminuye la afi
nidad de algunos dipéptidos por su sistema de trans
porte (FOGEL, M.R. y ADIBI, S.A., 1974). Por el con
trario el que a pH=7,4 presente una carga neta nega
tiva podria favorecer el cotransporte con Na+, tal
como ocurre con el cotransporte de aminoacidos

(STEVENS,B.R. et al., 1984).

Estudios preliminares, por nosotros realiza-
dos, con FCCP (carbonil cianida p-trifluorometoxife
nilhidrazona), ionéforo de protones, revelan que la
presencia de dicha sustancia no altera el transpor-
te de Gly-Sar en enterocitos aislados de intestino

delgado de pollo.

Estos resultados demuestran que un gradiente
de protones no parece ser el responsable de la acu-
mulacion celular del dipéptido en enterocitos de po
1lo, y se oponen a los obtenidos en vesiculas de bor
de en cepillo de conejo. Estas diferencias son difi
ciles de explicar. Un hecho a tener en cuenta es que
en vesiculas de borde en cepillo nunca se ha observa
do acumulacién de dipéptidos. Es posible, que el gra

diente de protones favorezca la velocidad inicial de
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entrada del dipéptido (posiblemente via un sistema
de transporte por difusién facilitada), pero no sea
suficiente como para transportar al dipéptido en con
/
tra de gradiente de concentracién y, por tanto, el
mantener su transporte acumulativo. Quizas ésta sea
la explicacién de por qué a pH=6, también nosotros ob

servamos una estimulacion en la velocidad inicial de

entrada del dipéptido.

En conclusidén, los resultados por nosotros ob
tenidos hasta el momento favorecen la hipdtesis de
que el transporte acumulativo de Gly-Sar es dependien

te del transporte activo primario del sodio.

Indudablemente, se necesitan realizar experi
mentos adicionales, estudiando, principalmente, el
efecto del gradiente de sodioy protones a tiempos
menores que 1 minuto, tanto en células normales, co-
mo carentes de ATP, para dilucidar el papel de uno y
otro catién en dicho proceso. Las células carentes de
ATP se comportan como vesiculas, que permiten esta-
blecer con mayor fiabilidad gradientes idénicos trans
membrana, y ademas presentan la ventaja, sobre las ve
siculas, de que la membrana plasmatica no ha sido al

terada.

Por dGltimo se realizdé un estudio cinético del
transporte de Gly-Sar (Figuras 15 a 17)que ha permiti-
do el calculo de sus constantes aparentes de trans-
porte: afinidad por el transportador (Kt) y veloci-
dad maxima de transporte (Vpix)(ver TablaXVI ). Los
valores de Kt obtenidos (3-4,85mM) son muy proximos a

Los observados por GANAPATHY, V. et al. (1985) en ve
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siculas de membrana de borde en cepillo de conejo
(3,7 mM) e inferiores a los observados por MATTHEWS,
D.M. et al.(1983) en intestino intacto de hamstgr
(6-8 mM). La mayor afinidad observada(ﬂlenterocités
aislados y vesiculas de membrana de borde en cepillpo,
respecto a la obtenida en intestino intacto, se de-
be a que en este tipo de preparacidén las capas de
agua no agitada tienen mucha mayor importancia, por
lo que la concentracién real de sustrato a nivel del
borde en cepillo, lugar donde se localiza el trans-
portador, es menor que en el medio de incubacibén o

fase agitada.

Las Figuras también muestranque la carnosi-
na se comporta como un inhibidor competitivo del
transporte de Gly-Sar, con una Ky que oscila entre
7 v 9,7 mM. Estos resultados estan de acuerdo con

los de GANAPATHY, V. et al.(1984).

El estudio cinético corrobora la hipdtesis
de que los enterocitos aislados de pollo poseen un
sistema de transporte para la Gly-Sar, que ademas,
puede ser utilizado por otros dipéptidos, como por

ejemplo, la carnosina.



V. CONCLUSTONES.




2.

V. CONCLUSIONES

¢

Se ha puesto a punto la técnica de aislamiento de
células epiteliales aisladas de intestino delgado
de pollo, sobre la que se han introducido mejoras
que permiten reducir el tiempo de duracidn de cada

experimento.

Mediante el empleo de técnicas cromatograficas vy
de L-Metionina, se ha visto que la Glicil-Sarcosi
na no es, de forma apreciable, hidrolizada ni ex-
tracelularmente, ni intracelularmente por entero-

citos de intestino delgado de pollo.

La Glicil-Sarcosina se acumula intracelularmente

en contrade un gradiente de concentracién; alcan-
zandose, en el estado estacionario, una concentra
cién del dipéptido, tres veces mayor que la del
medio extracelular, lo que indica que los entero-
citos de intestino delgado de pollo poseen un sis
tema de transporte activo para la Glicil-Sarcosi-

na.

La ausencia de sodio del medio de incubacioéon dis-
minuyé significativamente la velocidad de entrada
a las células de Glicil-Sarcosina, asi como su
grado de acumulacidén intracelular en el estado de

equilibrio.

En presencia de ouabaina y monensina la relacién
concentracién intracelular: concentracidén extrace

lular de Glicil-Sarcosina no fue mayor que 1, 1lo



que indica, que ambas sustancias anulan el trans

porte activo de Glicil-Sarcosina.

La acidificacién del medio de incubacién (pH=5)
bloqued el sistema de transporte acumulativo de

Glicil-Sarcosina.

El transporte acumulativo de Glicil-Sarcosina en
enterocitos aislados de intestino delgado de ﬁo—
llo, parece depender de un gradiente transmembra
na de sodio y no de un gradiente transmembrana de

protones.

El estudio cinético del transporte de Glicil-Sar
cosina en enterocitos de intestino delgado de po
llo, revela que la constante aparente de trans-
porte, K¢, es del orden de 3-4,85 mM y la veloci
dad maxima de transporte, Vpix, es del orden de

6,70 - 10 nmol/ul agua celular.

La palanil-histidina (carnosina) inhibié competi
tivamente el transporte de Glicil-Sarcosina, ob-

teniéndose una KT que oscila entre 7-9,7 mM.
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