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1.  IHTRODUCCION



t. 1. RBSORCIOH IHTESTINAL DE LOS PRODUCTOS DE LA DIGESTION
PROTEICA

. 1. 1. DIGESTION PROTEICR

Ho hace mucho tiempo, se pensaba que las
proteinas de la dieta debian ser degradas hasta el
estado de aminodcidos libres  para poder ser
absorbidas. Hoy es reconocido que algunos péptidos
{tripéptidos, dipéptidos,...} son absorbidos por
los enterocitos, e incluso, se ha podido comprobar
que los ominodcidos en forma de péplidos son
agbsorbidos mds rdpidomente que los aminodcidos
libres (Adibi, 1971},

La digestién gastrica, a pH dcido, puede
liberar ominodcidos y pequefios péptidos. Estos son
un buen estimulo para lo liberacién de hormonas que
estimulan la secreccién de enzimas poancredticas.
Como resultado de la accién de las proteasas
pancreaticas se liberan eds oaminodcidos simples y
ung serie de pequefios péptidos de dos a cuatro

aminodcidos. Se ha encontrado que la mayoria de los



ominodcidos aparecen principalmente en forma de
péptidos, si bien una minoria (Net, Tyr y Arg)
predomina en forma de ominodcidos libres (Rdibi y
Mercer, 1973); debido a que la wvelocidad de
liberacidn de los unihoﬁcidos durante la
proteolisis varia oampliomente. Hsi, en el yeyuno
proximal del hombre, los péptidos constituyen wun
60-70 X del N amino luminal, wmientras que el
porcentaje disminuge a un 50 X en el intestino
distal {Nixon y Mower, 19700 y 1970b).

Los tltimos estadios de la digestidon proteica
tienen lugar principalmente por las peptidasas del
borde en  cepillo y del citoplasma. HRAquellos
oligopéptidos que no han sido degradados por los
enzimas pancreaticos  son hidrolizados = casi
completamente por los enzimas del borde en cepillo,
entre los que se encuentran: enterokinasa,
endopeptidasa  24.11, ominopeptidasas R y N,
dipeptidil amino peptidasa [V, folato conjugasa,
5’—glutumil transpeptidasa, glutation dipeptidasa,
glicil-leucil peptidasa, aspartico-lisina peptidasa. En
el caso de los tripéptidos, aproximadamente la mitad de
ta actividad hidrolitica se localiza en el citoplasma,
y en el caso de los dipéptidos la wugoriu. Los péptidos

que contienen prolina no son hidrolizades por los



enzimas del borde en cepillo, pero parece ser que
son degradados en el citoplasma (Rlpers, 1986).

Rsi, algunos dipéptidos son aobsorbidos intoctos
y, presumiblemente, hidrolizados: en la célula. Sin
embargo, la cantidad de péptide intacto que escapa de
la hidrdlisis _intracelular y alcanzan la sangre, no
esta clara.

Se ha observado que pequefios péptidos atraviesan
el intestino llegando al plasma. El interés en este
punto ha aqumentado o causa de las isportontes
implicaciones farmacoldgicas de este hecho, Gardner
(1962) perfundié intestino delgado de rata con
preparados  proteicos parcialmente digeridos, Los
resultados por él obtenidos, indicaron que por encima
del 30% del H amino que alconzé el lodo serosal del
intestino durante 1la absorcién estaba en forma
peptidica. Posteriormente, Raghunath y Harasinga Hoo
(1987) perfundiendo yeyuno de rata "in vive" con
fracciones peptidicas obtenidas durante la digestion
enzimitica de tres proteinas animales y tres vegetales,
han observado que entre el 15 y el 42 % del N amino,
para las distintas proteinas estudiadas, fue absorbido
a través del sistema de absorcidn de péptidos. Por otro
ladd, Hebb (1966) ha determinado que de los

aminodcidos presentes en el plasma portal mds



del 70X estaban asociados en forma de péptidos,
existiendo una relacién entre dichos omincdcidos y
las proteinas incluidas en la dieta. Si estos
aninodcidos son de la dieta original su alte
contribucidn tendria un significado nutricional muy

importante,
ABSORCION IHTESTINAL DE PEPTIDGS

Como yo hemos indicado, durante muchos afios se
ha creido que la aobsorcidn de proteinas recueria la
hidrdlisis completa de las mismas hasta el estodo de
aminodcidos |ibres.

A lo largo de la década de los cincuenta varios
investigadores revelaron que la glicil-glicina se
transportaba intacta {fAgar &f o/, 1953; MWiggans y
Johnston, 1959), Sin embargo, esta observacidn fue
ignorada ya que se pensd que se trataba de un péptido
anomalo,

Hacia la mitad de los afios sesenta, se observd
que los oaminoGcidos podian ser absorbidos mas
rdpidamente cuando se encontraban en forma de péptidos
que de oaminodcidos |ibres (Adibi y Phillips, 1968;
Matthews ef o/, 1968).

En la actualidad, dificilmente puede ser



discutido el hecho de que los procesos de captacidn
mucosal de péptidos y aminodcidos son independientes.
Si bien los aminodcidos pueden inhibir totalmente la
captacion de aminodcidos |iberados por hidrdlisis de
los péptidos, no afectan, sin embargo, la coptacién de
pépt idos intuptos. Esto se ha podido demostrar
utilizando péptidos muy resistentes a la hidrélisis,
como la glicil-sarcosina (Gly-Sar), glicil-sarcosil-
sarcosina (Gly-Sar-Sar) (Addison, 1972 y 1975b) o la
B-alanil-histidina {B-Ala-His) (Rddison, 1974). O bien
saturando los sistemas del transporte mediado de
aninoacidos y comprobando como, bajo estas condiciones,
la. captacién de péptidos permanece inalterada (ﬂdibi;
1971; Cook, 1973; Crampton o o/, 1973; Cheesemon y
Parsons, 1974).

Otra linea de estudio muy importante, que
muestra la independencia de la coptocién sucosal de
péptidos y  aminodcidos, procede de  aquellas
investigaciones realizadas sobre los defectos
genéticos en el transporte de aminodcidos, como son la
enfermedad de Hartnup y la cistinuria, Se ha observado,
en individuos que padecian estas enfermedades, que su
intestino delgado conservaba la capacidad de absorber
péptidos que contenian los ominodcidos ofectados, e

incluso que estaban formados exclusivamente por ellos



(Rsatoor &f a4, 1970 y 1971; HNavab y fsatoor, 1970;
Hellier of o/, 1572; Torlow &f @/, 1972; Silk &f a/.,
1973; Leonard &f @/, 1976).

Por otro lado se ha coiprobado {ver apartado 1.
! de Introduccién) QUe después de uno comida proteica
el contenido luminal es una mezcla cospleja de péptidos
y aminodcidos libres (Matthews, 1975a y 1975b; Adibi,
1976) con predominio de los primeros {RAdibi y Nercer,
1973). De forma que los  péptides  son,
cuant itat ivamente, un sustrato mds ilﬁortunte que los

aminodcidos para la absorcidn.

{. 2, PAPEL _DE 10S GRADIENTES I0NICOS EN EL TRAHSPORTE DE
NO-ELECTROLITOS.

Las dnicas sustancias conocidas que se transportaon
activomente a través de la membrana celular, directamente

acopladas a la hidrélisis de ATP {habldndose de transporte

active 119 son: Na* y K* {ATPasa dependiente de Ho* y K*); Ca*™*

(Ca-ATPasa) y H* (H—ﬂTPasﬁ). Sin embargo, las células son
capaces de oacumular otras sustancias, como gazlcares y
aminodcidos, en contra de su gradiente de concentracidén. Para
realizar este transporte, las células utilizan la energia

almacenada en el gradiente transmembrana de estos iones (por lo



que se conoce comc transporte active 230). El movimiento del
ion a favor de su gradiente electroquimico, estd acoplado
obl igatoriamente al movimiento de otra molécula que pasa la
nenbrana en contra de su gradiente de concentracidn.

Cuando los dos moléculas, la que se transporta y el idn
cotransportado, se mueven en la misma direccidn se habla de
cotransporte (sgmparf). Cuando se mueven en direcciones opuestas

se habla de intercambio {ané/pané).
I. 2. 1. INPORTANCIA DEL GRADIENTE DE SO0DIOD.

El sistema de transporte de Na' y K' se ha.
estudiade con mucho detalle. Ha sido solubilizado y
purificado a burtir de varios tipos de células,
incluyendo el rifion de wmomiferos y los drganos
eléctricos de las anguilas. El enzima es proboblemente
un dimero, con cada subunidad constituida por dos
cadenas polipeptidicas. En total, el proceso de
transporte provoca la salida de tres iones Ha' y la
entrada de dos iones K', por cada molécula de ATP
hidrolizada.

Existen pruebas evidentes gue indican que la

Na*-K*-ATPasa es el enzima responsable del movimiento

acoplado de HNa® y K*, tanto por los resultados



obtenidos en presencia de ougbaina {glicdside cardiaco
que inhibe especificamente este enzima) como por los
obtenidos con enzimas purificados y beinsertudos en
liposomas, que pueden transportar Na® y K siempre que
exista ATP.

En célqius intestinales, asi como en otras
células epiteliales, la bonba de Na*-K* esté localizada
en la membrana basolateral. Esta bomba montiene en
estaodo estacionario la concentracién intracelular de
Ha*, expulsando fuera de la célula los iones Ha® que
entran desde el medio extracelular, normalmente con una
concentracién de Ha' mucho mayor. Los procesos de
entrada de MHa® en los enterocitos, a favor de
gradiente, se pueden dividir en tres tipos.

1. Electrodifusion

2, Transporte acoplade con iones

3. Cotransporte con no-electrolitos

1) ENTRADA POR ELECTRODIFUSION DE SODIO.

Segin este modelo se supone que el MHa' entra en
los enterocitos por electrodifusién a favor de su
gradiente de potencial electroguimico y sale a
través de la membrana basolateral por oaccién de la

bowba Ha'-K*. Este flujo transepitelial de Ho*



genera una diferencia de potencial trnnsepi{eliul
positiva en el lade serosal, la cual, es
responsable del wmovimiento neto de CI7 de
mucosal a serosal {Schultz y 2alusky, 1964).

 Este wmodelo no parece ser una explicacidn
adecuada pora la absorcidén de Na' y CI™ por el
intestino delgado, ya que como veremos en el
siguiente apartado, existe una total
evidencia de que una gran fraccién del Na* y
del CI” que entra en los enterocitos lo hace
por un proceso en el cual el transporte
transapical de Na* estd acoplade al de CI°.

Sin embargo, paorece tener alguna importancia

en intestino grueso.

2) TRANSPORTE ACOPLADO COH 1OMES. (ver Fig. 1)

a) Cotransporte con aniones,

La entrada acoplada de Na* y CI”™ a través
de la membrana mucosal es una ruta importante en
la absorcién de estos iones por el intestino
dﬁfgudo. Esto se deduce por los estudios
realizados sobre la entrada de C1™ y la medida de

las actividades intracelulares de CI~ (Armsirong y
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Fig. 1. Transporie de Ha' acoplado con iones. 1) Ejemplo del
sistema de cotransporte con aniones (CI7). 2) Ejemplo del
sistema de intercambio con cationes (H').
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Garcia-Diaz, 1984). Los resultoados se han
interpretado en términos de acoplamiento 1:1 de
Na* y Ci7, por via de un transportador comin, el
cual requiere la presencia sinultéhen de ambos
iones (Frizzell of @/, 1979).

Recientemente se ha demostrado en un gran
nimero de células epitelioles y no epiteliales
(Palfrey y Rao, 1983; Geck y Heinz,1986; 0'Grady
af woh, 1987), incluyendo enterocitos de
teleosteos (Frizzell of o/, 1984; Halm &f o/,
1985) y de pollo (Hontero &f o/, 1_988} la
existencia de otro sistené de transporte
idnico, con una relacién de acoplamiento de
2C17:  INe': 1t {Greger y Schalatter, 1983;
0'Grady of o/, 1986) & de 2 Na': 1K': 3CI”
(Hall 'y Ellory, 1985; Russell, 1983), que
es selectivamente inhibido por diuréticos
como furosemida y bumetonida (Palfrey a¢
/v, 1980; Haos y liclonus, 1983; OGreger y
Schalater, 1983), |

b) Intercambio con_cationes.

En este proceso la entrada de Na' estéd

acoplada a |la salida de otra nmolécula. Se
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han descrito reacciones de intercambio entre
el Na'/Ca* y entre el Na*/H', que sirven
para bombear Co'’ y H' fuera del citosol,
aprovechande la  energia almacenada f en el
gradiente de Ha' generado por la Nu+fK+
ATPasa. Estos transportadores han sido descvitos‘
en auchas células {Murer af 2/, 1976; Kinsella y
Aronson 1980 y 1981; Knickelbein 2¢ /., 1983), y
recientemente taabién en enterocitos de pollo
(Montrose &f @4, 1985). E! intercambiador
Na*/Ca** junto con la Co-ATPasa, estdn implicados
en el control de la concentracién intracelular
de Cu++, de la cual dependen muchos sistemos de
regulacién celular. El intercambiador HNa'/H',
junto con la H-ATPgsa {cuando existe), serian
responsables de la regulacidén del pH intracelular
{Kinsella y RAronson, 1980; Burham &f /., 1982;
 Cassano &f @/, 1984),

3) COTRAHSPORTE CON NO-ELECTROLITOS.

Sustanciaos ton importantes como la glucosa y
los aminodcidos, son transportados por el epitelio
intestinal y renal, mediante una proteina localizada

en el borde en cepillo, que se une especificamente
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al Na* y al sustrato ({glucosa o aminoGcido),
acumuléndose dentro de la célula. EI Na' que entra
mediante este cotransporte es bombeado fuera de la
célula por la Na'-K* ATPasa localizada en la
membrana basolateral {ver Fig. 2). Este modelo fue
postulado por Crane eh 1960, segin el cual la
energia requerida para la acumulacidn de azicares
deriva del flujo de Na' a través de la membrana
luminal a favor de su graodiente electroguinmico,
mantenido grocias @ un mecanismo de transporte
active de Na' hacia el exterior {ver apartado 1. 2.
1).

Segin  Crane  (1962) el  cotransporte
monosacGrido-Na* implica la existencia de unos
componentes de ln membrana, | |amados
transportadores, que producen el acoplamiento del
paso de Ma* a favor de gradiente con ¢! paso del
azucar en contra de gradiente, mediante la formacidn
de un complejo ternario, transportador-azﬁcaﬁ-ﬂa+.
De esta forma, el gradiente electroquimico es una
fuente de energia wutilizada para transportar
azicares en contra del gradiente de concentracién.
Los aminodcidos neuiros son transportados de una
manera similar, de hecho, las observaciones en las

que se basd la hipotesis del gradiente de sodio han



Na+

(5

S
Nat
KQ
ADP+P‘
"’ ATP
Nat

Representacidn esqueadtica del transporte acoplado
de Na® y no-electrolitos. E| esquema nuestra el
transporte en contra de grodiente de concentracion del
sustrato (S) en la cara luminal, impulsado por el flujo del
i6n sodio (Na')} a faver de su gradiente electroquinico,
mantenido gracias a la bomba de Na* y K' de la membrana
basolateral . ’
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sido confirmadas por muchos estudios posteriores con
aninoGcidos (Hopfer of &/, 1973; Hopfer of o/,
1976; Murer y Hopfer, 1974).

Este transporte es un proceso saturable, que
presenta una cinética de  Hichaelis-lenten,
pudiéndose calcular una velocidad maxima, Umax, y
una constante de transporte, Kt, que guarda relacidn
inversa con la afinidad del transpotador por su
sustrato. HAsimismo, se ha comprobado que existen
inhibicioneas entre sustratos pertenecientes al mismo
grupo de transporte.

Posteriormente, se ha  observado que el
gradiente de Ma * era insuficiente para explicar el
grado de concentracion que se alcanzaba en el estado
estacionaric (Kimmich 1970b y 1972; Potashner y
Johnstone, 1971),

Murer y Hopfer (1974); Hopfer of o/ (1975);
Murer ef o/, (1975); Sigrist-Helson eof o/,
(1975); Kimmich y- Carter-Su (1978); Carter-Su y
Kimmich (1979 y 1980) con técnicas avanzadas, han
puesto de manifiesto que el gradiente de sodio era
~solo una parte de la fuente energéiica necesaria
para el transporte concentrativo, y han demostrado
que el potencial de membrana ejerce un papel

fundamental en la creacién de un gradiente eléctrico
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favorable para el transporte.

El tronsporte activo de gzicares presenta una
elevada especificidad, ya gque solo puede ser
utilizado por azlUcares con una determinada
configuracidn.

Crane (1960 y 1962) va a establecer algunos
de los requerimientos necesarios, como son:

1. Formar un anillo piranésido con un grupo

hidroxilo en el carbono 2 en la misma

orientacién que en la D-glucosa,

2, Tener un dtomo de corbono unido al

carbono 5.

3. Ser de o serie de los D-monosacéridos.

En la figura 3 vemos la representaci6n de
Haworth de los requerimientos bésicos.

- En los hidroxilos de los carbonos 1, 3 y 4
se permiten sustituyentes asi como inversiones
en la configuracién espacial respecto a la glucosa.
Esto permite la utilizocién experimental de
azucares, que si bien pueden utilizar el sistema de
tronsporte, no  pueden ser metabolizados por los
enterocitos. Este es el  caso de la
J-oxi-metilglucosa (Csdky y Thale, 1960), que es de
los mas empleados para el estudio de fa absorcidn

intestinal,



Representacidn de Haworth de los requerimientos
bdasicos de los monosacdridos que utilicen la via del
transporte activo en la mesbrana luminal. ¥,
normalmente es un dtomo de oxigeno, pero también puede ser
un sulfuro o un carbono. Las lineas rectas indican
orientaciones obligatorias, y las onduladas aquellas en las
cuales la orientacidn es menos critica.
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- Tombién se pueden admitir sustituyentes de
gran volumen en el hidroxilo del carbono 1, ya sea
en la configuracidn o B, como son el 1' gy
el Bmetil-D-glucdsido {Landau 2f o/, 1962).

- En los hidroxilos de los carbonos 3 y 4,

solo puede haber pequefios sustituyentes.

- En el carbono de Ry {es decir, el carbono

6) el hidroxilo puede ser reemplazado por hidrégeno
o fluor (Crane y Krane, 1956; MWilson y Landau,
1960).

- fAlternativamente, el carbono 6 puede ser
totalmente reenpluzado,. coio es el caso de Ila
xilosa (Cadky y Lassen, 1964; Rlvarado, 1966},

- Finalmente, el puente de oxigeno de la
piranosa 3e puede reemplazar por un corbono
{Caspary y erne, 1970} o por un  dtomo

electronegativo como el sulfuro (Critchley ef

/., 1969),

iguaimente, el transporte de aminodcidos es
especifico, presentando los siguientes
requerimientos estructurales:

- Los aminodcidos deben pertenecer a la serie

L, aunque algunos ominodcidos de la serie D tombién
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pueden ser absorbidos por transporte activo

- Lo nmolécula debe poseer un grupo
carboxilico unido al carbono alfa

- Lla molécula debe poseer un grupo amino
unido al carbone alfa; su sustitucidén por otro grupo
o la unién al carbono beta, disminuye mucho la
afinidad por el transportador

- Debe haber un hidrdgeno en el carbono alfa,
su sustitucién por otro grupo disminuye también lo
afinidad |

- El radical unido al carbono alfa del
aminodcido, no tiene demasiada influencia en el
transporte oactivo, oaunque su longitud oumente Ia
afinidad por el transportador,

En resumen, las necesidades estructurales
para que los aminodcidos seon | transportados

act ivamente son:

HN — € — H

COCH
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1. 2. 2. PRPEL DEL GRADIENTE DE PROTOMES EN EL TRANSPORTE
DE SOLUTOS.

En 1963, MHitchel! formuldé que la translocacién
de azicares en bacterias se producia por un sistema
acoplado al i6n hidrégeno, de forma similar al sistemsa
de transporte acoplado al sodio propuesto por Crane en
mamiferos, con una diferencia ya que Hitchell asumia
que el gradiente de H era establecido por el
transporte de electrones en lugar de por una bomba de
H* que utilice RTP similar a la bomba de sodio.

fluchas bacterias aerobias obtienen su energia de

la oxidacién de la glucosa a CO,. Durante este proceso

oz electrones son transferidos desde el HNADH y
pirtivico, intermediarios metabdélicos, al oxigeno,
ultimo aceptor de protones. Los transportadores de
electrones son proteinas integrales en la membrana
plasmatica. A medida que los electrones se mueven a lo
largo de la cadena de transporte, los protones son
bombeados fuera de la célula. El resultado puede ser un

gradiente de concentracién de H de 100 veces en el
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medio respecto al citoplasma, el pH del medio ssrd de 5
a 3,5 mientras que el pH del citoplassa
permanece socbre 7,3, Lo energia aleacenada en este
gradiente de protones se usa con muchos propésitos. Uno

de los principales es lo generacién de ATP desde ADP y

Pi’ otro es la entrada de nutrientes desde el medlo.

Actualmente se conocen wvarios sistemas de

13 [ ] + ] . '
transporte primarioc de H  en bacterias: ﬂTPusas

, cadena

de tronsporte electrdénico y bombas catiénicas o
anidnicas (Haloney, 1982).

Se pensd que el transporte de solutos acoplado
al gradiente de protones era més antiguo en la escala
filogenética, y por ello tipico de procariotas,
mientras que los gradientes de sodio serian posteriores
y prevalecerian en eucariotas. Pero esta atractiva
clasificacion no es vdlida ya que se han encontrado
sistemas de transporte acoplodos al Na® en bacterias,
mientras que ciertas células de mamiferos, tales como .
los enterocitos, parecen exhibir trasportes acoplados a
H*, como los descritos para péptidos (Ganapathy y
Leibach, 1983; Ganapathy &f o/, 1984; Hoshi, 1986),
antibidticos (Kimura 2f o/., 1983; Okano eof /., 1986)
y félico (Schron ef a/., 1985; Said eof o/, 1987).
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. 3. HECANISNOS DE TRANSPORTE EN LA ABSORCION DE PEPTIDOS

Un criterio importante para establecer que el transporte
intestinal de cualquier sustrato ocurre por un processc de
transporte active, es demostrar que se acumula en los
enterocitos en contra de un gradiente electroguinico.

Dada la presencia de peptidasas en el epitelio
intestinal, la obtencidn de péptidos altomente resistentes a la
hidrélisis, tales como la Gly-Sar, la Gly-Sar-Sar o la
B-Ala-His, ha facilitado el estudioc de su transporte intestinal.
lediante el emplec de dichos péptidos, se ha puesto de
muniﬂeéto que los dipéptidos y los tripéptidos se acumulan
intracelularmente en intestino intacto {Addison &f &/, 1972,
1974 y 1975b; Hatthews &2f &/, 1974). Ademds, la coptocion de
estos péptidos fue inhibida por la anoxia e inhibidores
metaobdlicos, todo lo cual confirma la existencia de un
sistemn activo para su transporte (Addison &f o/, 1972, 1974,
1975b; Matthews &af /., 1974).

Una caracteristica de cualquier sistema de transporte
mediado es su saturacidn al aqumentar progresivamente la
concentracion de sustmto; Rl estudiar, en intestino intacto, la
velocidad de absorcidn intestinal de Gly-Sar en un rango de
concentraciones (0,125 a 100 ait) no se cumplid totalmente este

principio {(Matthews et al., 1979). Se observdé que existian
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dos componentes: uno saturable {tronsporte active) y otro no
saturable {difusidn simple). Lo separacidn de ambos ha revelado
que la difusién simple es un  componente wminoritario de la
absorcidén total, cuando la concentracion de Gly-Sar estd dentro
del rango de concentraciones fisiolégicas (Natthews &af &/,
1979; Burston &f &/, 1978).

En vesiculas de membrana del borde en cepillo de ratén se
ha observado que el transporte de glicil-prolina es saturable en
un rango de concentracién de 2 a 75 all, comportdndose segin la
cinética de Michaelis-Menten (Rajendran ef o/, 1985a), También
se ha observado en vesiculas de conejo (Tokuwa &f o/, 1985;
Ganapathy =¢ «/., 1981),

El hecho de que otros muchos dipéptidos y tripéptidos,
que son rapidomente hidrolizados por las peptidasas citosdlicas,
compitan por la captacién mucosal de la Gly-Sar, o
Gly-Sar-Sar, o la 0-Ale-His, sugiere que estos péptidos
comparten un mismo mecanismo de transporte activo (Adibi, 1971;
Adibi y Soleinmanpour, 1974; Addison 2f 2/, 1972, 1974 y 1975b;
flatthews, 1975a y 1975b; Rubino ef #/., 1971).

En aquellos casos, en los que se han estudiado las
caracteristicas cinéticas de la inhibicién entre distintos
péptidos, se ha comprobado que es de tipo competitivo {Addison
el /., 1974; Rubino eof o/, 1971),

Todavia es incierto si existen o no, mds de un sistema de

transporte de  péptidos, Se  observds que algunos di- y
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tripéptidos, constituidos por aminodcidos bdsicos y dcidos,
presentaban baja afinidad por los sistemas responsables de |la
captacion de péptidos formados por aminodcidos neutros (Rddison
af @/, 1974 y 1975b; Rubino &f &4, 1971). Por analogia
con lo ocurrido con los aminodcidos se pensd en la existencia de
diferentes sistemas de transporte,

Estudios recientes empleando técnicas mds refinodas, han
revelado que algunos  péptidos neutros, dcidos y basicos
comparten el mismo sistema o sistemas de transporte (Hatthews &f
@/, 1979; Taylor &of &/, 1980). Por otro lado, Abe of
#/.(1987), registrando los potenciales transmurales inducidos
por el transporte de péptidos, hon observado que un gran nimero
de glicil y alanil dipéptidos y tripéptidos comparten un
sistema de transporte comin. Sin embargo, otros péptidos
conteniendo sclomente ominodcidos hidrofdbicos, tales como
leucil-leucina, fenilalanil-fenilalanina y fenilalanii-leucina,
sugieren la presencia de transportadores especifices separados,
lo cual fue también observado por Matthews y Burston (1983).

La existencia de més de un sistema de transporte tiene
una gran importancia bioldgica, ya que la presencia de un solo
sistema de coptacién de péptidos en el intestino delgado
supondria una limitacidén si se produjese un defecto congénito en
el mismo.

Los estudios realizados sobre los requerimientos

estructurales de di- y tripéptidos para su tronsporte por el
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intestino delgado (Hatthews, 1975a y 1975b; Hatthews y Payne,
1980) han revelado que:

a)

b)

c)

d)

e)

Si el grupo omino-terminal o el .corboxilo-terninal son
sustituidos, la afinidad por el sistemo de transporte se
reduce o anula (Rubino ef &/, 1971; Burston eof o/,
1972; fAddison ef o/,1974 y 1975a; Das y Radhaskrishnan,
1973; Amaya ef a/., 1976).

La sustitucién del hidrégeno de! enlace peptidico {como
en |la Gly-Sar, Gly-Sar-Sor o Gly-Pro) no anula la
afinidad por el sistema de tronsporte, aunque en el caso
de la Gly-5ar y la Gly-Sar-Sar retarda enormemente lo
hidrélisis (Rubino ef &/, 1971; Addison ef o/, 1972 y
1975a; Das y Radhaskrishnan, 1975),

La incorporacién de B-aminodcidos reduce la afinidad por
el sistema de transporte (Addison eof o/, 1975b; Das y
Radhaskrishnan, 1975), y en algunos casos (B-Ala-His)
retarda la hidrélisis (Matthess ¢ /., 1974).

La presencia de lfgandos reduce o onula la afinidad por
el sistema de tiransporte y también retarda la hidrélisis
(Wiseman, 1974; Addison &f a4/, 1975b; Das y
Radhaskrishnan, 1975).

Se pensd que la presencio de aminodcidos con largas
cadenas lipofilicas aumentaria la afinidad por el
sistemo de tronsporte de péptidos (Adibi y Soleimanpour,

1974; Rubino &f @/, 1971}, como sucedia con el de
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aminodcidos. Sin embargo, se ha comprobado en una serie
de dipéptidos neutros en los que oumentaban las
propiedades lipofilicas de la vcadena, que era la
valil-valina, y no la leucil-leucina, el inhibidor més
poderoso de la Gly-Sar (Burston &of &/, 1982; ﬂuttheus
y Burston, 1983). ARAsimismo, Abe of &7 (1987) han
observado que las interacciones hidrofébicas,
predominantes en la interaccién aminodcido-carrier, no
son importantes en el transporte de péptidos. En el caso

de los aminodcidos se observa una relacién lineal entre

los valores de 1/K, .y Pm  (Hajjar y Curran, 1970). En

contraste, tal relacién no aparece en el caso de los

péptidos, y casi no hay tendencia @ un aumento en el

valor de IfKt al aumentar el Pa.

lgual que ocurre en el transporte de amfncécidos
(Wiseman, 1974), el transporte de péptidos es
estersoquimicamente especifico (Burston eof o/, 1972;
Cheeseman y Sayth, 1973). Los péptidos que contienen
D-aminodcidos son peor absorbidos (y wmuy Ientamente
hidrolizados) (Burston &f #/., 1972; Asatoor &f o/.,1973;
Cheeseman y Smyth, 1973), aunque es probable que no carezcan
totalmente de afinidad por el transportador (Addison eof /.,
1975b). En este sentido, se ha demostrado que el transporte

de D-dipéptidos es saturable (Cheeseman y Smyth, 1973).
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Todas las coracteristicas descritas hasta el momento, sobre
el tronsporte intestinal de dipéptidos, sugieren que éstos
pueden entrar en el enterocito por dos rutas distintas, que
seran funcidn del dipéptidoe en cuestidn. Asi:

- Rlgunos dipéptidos podran entrar wutilizando los

sistemos de coplacién de aminodcidos, tras sufrir

hidrélisis intraluminal o en el borde en cepillo

(Matthews, 1975a y 1975b; HMatthews y  Payne, 1980),

siendo mucho més importante esta Gltimg.

- DOtros entrardn en los enterocitos, intactos, por un

sistema especifico, sufriendoc hidrdlisis intraceluldr, o

entrando  intactos en la sangre portal (Adibi, 1971 y

1976; Perry of &/, 1967; Gordner, 1975; Fairlough af

al, 1977; Sleisenger &f @/, 1977; Natthews, 1975b).

Debe afiadirse que la ruta de captocién de aminodcidos, puede
hacer més eficaz la absorcién intestinal de péptidos, actuando
como mecanismo de “recaptocién® de aquellos ominodcidos
procedentes de la hidrdlisis intracelular del péptido, y que por

difusion vuelven a la luz intestinal {Fig. 4).



Fig. 4. Representacidn esquemdtica de las putas utilizadas
por los dipéptidos para atravesar I|a wmembrana
intestinal. (® @): dipéptido { ® ): aminodcido.

<:::>:3istema de transporte de dipéptidos.
‘:sietema de transporte de amincdcidos.

1: Ruta de entrada de dipéptidos

2: Ruta de entrada de aminodcidos procedentes de |a
hidrdlizis intraluminal o del borde en cepillo

3: Hidrdlisis intracelular de dipéptidos

4: Salida por difusidn a la luz intestinal de aminodcidos
procedentes de la hidrdlisis de dipéptidos.
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. REQUERINIENTOS 10HICOS EN EL TRANSPORTE DE
PEPTIDOS.

Como ya hemos indicado en el apartado anterior,
es un hecho establecido que el tronsporte active de
azicares y de algunos aminodcidos es dependiente de
Ha*.

En el caso del transporte activo de péptidos los
resultados obtenidos, sobre la dependencia idnica del
mismo, son contradictorios,- |

Diversos trabojos, realizados en intestino
intacto, han puesto de manifiesto que el transporte de
péptidos es activo y dependiente de sodioc, sugiriendo
que el gradiente de sodio es el que suministra la
energia necesaria para su acumulacién intracelular y en
consecuencia, para su movimiento transepitelial.

Asi, Addison ef &/ (1972 y 1975b) demostraron
que el transporte de Gly-Sar y Gly-Sar-Sar por yeyuno
de homster "in vitro” es active y dependiente
de sodio. Matthews af o/ (1974) llegaron a la mismg
conclusion utilizando B-Ala-His (carnosina). En ombos
casos la inhibicién del transporte fue de un 80 a un
90% al sustituir el Ha* del medio de incubacién por K

o Lit. Heading eof o/ (1978) observaron que la



30

eliminacién del Na*, anulaba el transporte transmural
de tirosil-tirosina y tirosil-D-alanina a trovés del
intestino delgado de rata "in vitre".

Existen otros estudios, en los cuales, la
inhibicidn del tronsporte de péptidos por la
sustitucién total del HNa' por otros cationes
monovalentes, fue solo parcial, situdndose entre el 35
y el 65%. Esta dependencia parcial ha sido demostrada
para la glicil-prolina y la glicil-leucina en intestino
delgudo} de mono "in vitro®, observindose que el
transporte independiente del Na' era inhibide por
otros dipéptidos, por lo que no podia ser atribuido a
difusidén simple sino @ un procesc wediado por
transportador (Ganapathy y Radhaskrishnan, 1980). En
ileon de conejo también se demostrd una dependencia
parcial del transporte de glicil-prolina al sustituir
el Na* del medio de incubacién por colina {Rubino &f
@/., 1971). RAsimismo, el transporte de glicil-glicina
en intestino delgado de cobaya “in vitro® (Himukai of
@/.,1978) y de B-alanil-glicil-glicina  en yeyuno
de hamster “in vitro" {(Addison &f &/, 1975a) se ha
demostrado que es parcialmente dependiente de sodio.

Parecen existir diferencias entre los efectos
del sodio sobre el traonsporte de dipéptidos y

aminodcidos. En ileon de conejo, al sustituir el sodic
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de! medio de incubacién por colina, se inhibe Ila
velocidad maxima del flujo de wmucosal a serosal de

. glicil-proling; mientras que la inhibicidn del flujo de

glicina, se produce por aumento de la Kt {Rubino a¢

af, 1971),

En contraste con los estudios “in vitro®
descritos  anteriormente, un pequefic nlimero de
experimentos “in vive", parecen demostrar que la
captacién de dipéptidos por lo mucosa del intestino no
es dependiente del Na° bajo las condiciones
experimentales usadas,

La absorcién de altas concentraciones de Giy-Sar
(267 af) en yeyuno  de rata, no fue
significativamente reducida al sustituir el sodio
intraluminal por manitol (Matthews af o/, 1969).

También se observé que |la captacién de
glicil-leucina {10mMt) por el intestino delgado de la
rang, (5’:7;7:7 pipfens) "in vivo" no fue afectada al
sustituir el Na* introlusinal por K*, mientras que la
captacidon de glicina y leucina desde una mezcia
equivalente fue inhibida por la ausencia de Ma™
(Cheeseman y Parsons, 1974).

Otra aproximacién wutilizada para estudiar la

interaccién entre los péptidos y el sodio durante el
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transporte ha sido investigar el efecto de los péptidos
sobre el transporte de Ha'.

Hellier of &4 (1976) y Silk af &4 (1975)
estudiaron los efectos de wmuchos dipéptidos y sus
aminodcidos  constituyentes  sobre la ubsorciéh
intestinal de Na' usando la técnicu_ de perfusion "in
vivo" en humanos. Ellos demostraron que tanto los
péptidos, como los oaminodcidos, estimularon la
absorcién de Na'. Contrariamente no hubo estimulacisn
de la ubéorciﬁn de Na* cuando un tripéptido,
alanil-glicil-glicina fue perfundide (Silk &f w4,
1973).

Recientemente, Himukai 2f o/ (1983}, utilizando
la técnica de sacos evertidos, han observado que el
influjo de Ha* a través del borde mucosal era aumentado
por la glicil-glicina., El aumento en la entrada de Ha'
causado por 10 aft glicil-glicina correspondidé al 70%
del causado por 10 mM glicina, Se demostrd que el
efecto del dipéptido no era debido a la glicina
|iberada por hidrélisis en el borde en cepillo. Sin
embargo, la glicil-sarcosina no modificé la absorcién
neta de sodio en yeyuno de cerdo (Rhoads ef 4/, 1986).

Cheeseman (1984) estudiando la salida de No®
desde enterocitos aislados de rata, encontré que los

aminodcidos leucina y prolina, estimulaban dicha
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salida, mientras que los dipéptidos glicil-leucina y
carnosina no tuvieron ningin efecto. Sin embargo, la
salida fue ampliomente estimulada por otro dipéptido,
glicil-glicina.

Por otro lado, utilizando vesiculas de membrana
del borde en cepillo de ratén, Berteloot of o/, (1981 y
1982) observaron gque la glicil-L-leucina y Ila
glicil-L-fenilalanina eran transportadas por dos
mecanismos complementarios: 1) hidrélisis de los
péptidos seguida por captacién de los aminodcidos
libres y 2)- transporte del péptido intacto por un
proceso mediado por transpotador e independiente del
Na™.

Posteriormente, empleando otros péptidos
altomente resistentes a la hidrélisis, tales como la
carnosing o la glicil-L-prolina se ha observado que
eran transportados intactos por un proceso mediado
por transportddor e independiente del HNa* {Rajendran
ef o/., 1984, 1985a y 1985b).

Asimismo, Ganapathy af o/ (1981 y 1984) en
vesiculas de membrana del borde en cepillo de conejo
han observado una independencia total entre el
transporte de péptidos y el Ha*.

Toda esta complejidad hace que existan

discrepancias entre los distintos investigadores., Para
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unos, algunos dipéptidos son cotransportados con sodio,
mientras que otros no lo son {(Ganapathy y
Radhaskrishnan, 1980; Himukai &f @/., 1982; Cheeseman y
Devlin, 1983). Para otros, el transporte de dipéptidos
es dependiente del Na® (Rddison of o/, 1972 y
1975b; Natthews ef &/, 1974). V¥ existen otros autores
para los cuales existe una total independencia entre
los péptidos y dicho idn (Boyd y Hard, 1982; Ganapathy
af o/, 1981 y 1984; Ganopathy y Leibach, 1983 y 1989,
Rajendran a¢ &/ ,1984, 1985a, 1985b y 1987).

En cualquier caso se ha demostrado que el
transporte de péptidos es electrogénicb, lo que indica
que se encuentra asociado @ un flujo de carga {Boyd y
Hard, 1980 y 1982). Se observd que la glicil-prolina y
la carnosina, péptidos resistentes a la hidrdlisis,
producian una despolarizacién de la  wmembrana del
borde en cepillo del epitelio intestinal de Aecferus
sgeulosys similar o la producida por los aminodcidos
libres. Sin embargo, esta despolarizacién fue diferente
ya que los cumbfos eléctricos iInducidos por los
dipéptidos persistieron en gran medida, tras eliminar
el Na* del medio. Va que los péptidos se encontraban en
forma neutra (zwiterion) bajo las condiciones
experimentales utilizadas, la despolarizacidn no podia

ser causada por el transporte del péptide sélo. Estos
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resultados llevaron a los distintos outores a pensar
que los péptidos podian ser cotransportados con otro
catidn distinto del sodio. Sin embargo, la identidad de
este catidon era desconocida, ya que los efectos
electrogénicos de los péptidos eran mantenidos en
distintas soluciones con composiciones cotiénicas y
anidnicas diferentes,

Por el contrario, Himukai ef o/, (1983)
observaron que el efecto de la glicil-glicina sobre la
diferencia de potencial tiransaural en intestino
delgado de cobuga; era dependiente del Hu+, perc los
efectos  producidos por la glicina y la
glicilglicina eran diferentes tanto cuantitativa como
cualitativamente. En  ausencia de Ma®, la glicina
no produjo ningln cambio en la diferencia de potencial,
mientras que bajo similares condiciones, una importante
fraoccion del cambio producido por la glicil-glicina
persistia,. | |

Ganapathy y Leibach (1983.) y Ganabuthy ot al.
(1984) investigaron el papel del potencial de membrana
en el transporte de péptidos utilizando vesiculas de
membrana del borde en cepilio de conejo. Un potencial
negativo en el interior estimulé significativamente el
transporte de glicil-prolina y glicil-sarcosing,

H ] +
incluso en la ausencia de Na™ .
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La despolarizacién inducida por los dipéptidos

ha sido tombién estudiada con el colorante DlS—D3

{(sensible al potencial) {Ganapathy &f #/., 1984; Tokuwa
af @/, 1985) en vesiculas de membrana del borde en
cepillo del intestino delgado de conejo. La adicidn dé
varios di- y tripéptides a las vesiculas produjo un
aumento de la fluorescencia del colorante tanto en

presencia como en aqusencia de sodio.

. PAPEL DEL pH Y DEL GRRADIENTE DE PROTONES EN EL
TRANSPORTE DE PEPTIDOS

Los efectos del pH sobre la absorcién de
péptidos pueden ser muy variados. Las peptidaosas del
borde en cepillo intestinal son muy suceptibles a
cambios en el pH luminal y, por ello, la hidrdlisis de
los péptidos por estos enzimas depende del pH luminal,
siendo muy reducida cuando se acidifica (Fogel y Rdibi,
1974; Matthews y Burston, 1984). El transporte de
peptidos, como el de otros sustrates, puede ser
afectado por cambios en el pH, que afecten directomente
al transportador. Mas aun, las concentraciones de las
diferentes especies idnicas del péptido dependen del pH

de la solucidn y del pH isoeléctrico del péptido. Fogel
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y Adibi {1974) obsservaron que la absorcién de glicil-
-glicina y glicil-leucina disminuia a pH=2,25,
reduciéndose en un 50% respecto a la absorcidn a
pH=7,0. Ellos concluyeron que la reduccidén era debida
principalmente . 0 la protonacién de los péptidos, lo -
cual disminuio lo concentracidn de las especies neutras
transportables.

En vesiculas de membrana del borde en cepillo de
intestino delgado de conejo ha sido estudiado el efecto
del gradiente de pH sobre la absorcidon de péptidos
{Ganapathy y Leibach, 1983; Ganapathy ef o/, 1984). El

transporte del dipéptido en la presencia de un

gradiente (interno) de protones ([pH] =5,5; [pH];=7,5)

fue dos weces mayor que en la aqusencia de dicho
gradiente. Este transporte acelerado se observd tanto
en presencia como en ausencia de Na*. Sin eabargo, la
presencia de un photonéfuro, que disipa rdpidomente el
gradiente de protones, redujo dicha estimulacién.

Estos mismos hechos se han observads en
vesiculas de membrana del borde en cepillo renal de
conejo {Ganapathy y Leibach, 1983 y 1986; Silbernalg &f
a/., 1967},

Seglin Ganapathy y Leibach (1985} el hecho de que

el tronsporte de péptidos sea mdximo a pH=5,5-6,0,
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puede ser explicado por, al menos, dos mecanismos:

1) Los valores del pH isceléctrico para la

mayoria de los péptidos utilizados en estos

estudios estdn en el rango de pH de 4,5 a

6,0. Por ello, la concentracion de

las especies neutras transportables es mdaxima

en este rango de pH.

2) El grodiente intefno de protbnes estimula

el cotransporte péptido-protén.

Basdndose en estos datos ellos proponen un
modelo segin el cual, la fuerza conductora del
transporte de péptidos a través de la membrana seria el
gradiente de protones. La dependencia del sodio
observada en tejidos intactos seria indirecta y debida
a un intercambio Na'-H*. El gradiente de protones es
generado y mantenido por el intercambiador Ha*-H* en la
membrana del borde en cepillo, en respuesta al
gradiente interno de Na', mantenido por la bomba de

Na*-K* { ver Fig. 5).
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Hodelo para el traonsporte intestinal de péptidos
mostrando el papel del Ha*, del gradiente de

protones y de la energia celular en los procesos de
transporte. '




. 4. OBJETO DEL TRABAJO

Dada la importancia de la absorcién de dipéptidos en la

nutricién proteica y la disparidad de opiniones respecto al gradiente

idnico responsable de dicha absorcidén nos parecidé interesante estudiar

el transporte del dipéptido glicil-sarcosina en células aisladas de

intestino de pollo, de acuerdo con el siguienie plan de trabajo:

1.

3.

Evaluacidn del grodo de hidrélisis de Gly-Sar. Aungue
hemos elegido este dipéptido por ser muy resistente a la
hidrdlisis por las peptidasas intestinales, estudiaremos en
primer lugar la posible hidrdlisis tonto intracelular como
extracelular de dicho dipéptido.

Estudio y coracterizacién del sistema de transporte
de Gly-Sar en enterocitos de pollo. Para ello se
estudiard la cinética de trunspoﬁie, la inhibicidén por
sustraotos ondlogos y la influencia de distintos gradientes
iénicos,

Flujos de salida de Ha desde enterocitos precargados
con Ha?2. Con el fin de conocer si lo entrada de Gly-Sar
estd o no acoplada al Ha®,

Entrada de 6ly-Sar en enterocitos deplecionados de
ATP. Con el objeto de estudiar el papel del gradiente de
Ma*, de H" y del potencial de membrana.

Transporte de Gly-Sar por células aisladas de ciego

proximal y de recto.

En la mayoria de los experimentos de transporte se estudiard

paralelomente la captacidn de 3-0MG, con el fin de poner comparar las

caracter(sticas dsl transportador de Gly-Sar con las ya conocidas del

transportador de azdcar.
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|. ELECCION DE LR TECHICA.

Tradicionalmente el estudio de la absorcién intestinal
se ha desarrollado con técnicas "in wvivo" en animales
onestesiados, sometidos o no a una operacién quirdrgica previa.
Estos experimentos constituyeron la base de las primeras
invest igaciones,

El reconocimiento de que el tejido aislado del animal
podia sobrevivir durante un tiempo prolongado, va a representar
una gran ventaja ya que podia ser faci Inente manipulado y
permitfa}modificar anpliamente las condiciones experimentales,
fisi se van a desarrollar una gran contidad de técnicas "in
vitro". Uno de las primeras fue la de Reid, en 1901, que con
un segmento circular colocado entre dos compartimentos de
vidrio va a demostrar la absorcién de fluidos a favor de
gradiente de presién hidrostdtica.

El mantenimiento de la viabilidad del tejido y por
tanto, de su capacidad para transportor durante el tiempo de
experimentacidn, va a ser solucionado por Fisher y Parsons
(1949) al oxigenar las soluciones que estaban en contacto con
el tejido,

Bihler y Crane (1962) y Schultz ef /. (1966) incubaron
por un lado ldminas de mucosa y por el otro, el resto del
tejido exento de mucosd, y demostraron que son las células

columnares epiteliales de la mucosa, o enterocitos, los
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principales implicados en los procesos de absorcidn intestinal,
ya que solo las ldéminas de mucosa eran copaces de acumular
azicares en contra de un gradiente de concentrocidn. El resto
de la pared intestinal libre de mucosa no presenta copacidad
para acumular solutos.

A partir de este momento, el hombre va a prestar mas
atencion a la funcionalidad de los enterocitos, centrdndose los
esfuerzos cientificos en el conocimiento de los mecanismos
moleculares por los cuales estas células tienen una capacidad
de transporte tan elevada. Es por ello que la utilizacién de
las células epiteliales aisladas supone una gran ventaja en la
metodologia de estudio de |la absorcidn intestinal de
no-electrolitos, Se tirata de un modelo experimental que
conserva las coracteristicos del transporte presente en el
tejido completo. Los enterocitos costituyen la unidad funcional
mds pequefia del tejido intestinal, ya que se elimina la
problemdtica de la existencia del tejido‘conectiuo intersticial

y de las diversas capas de la musculatura serosal.

ANINALES DE EXPERINEHTACION.

Se han utilizado pollos de la raza HUBBARD, de edades
comprendidas entre 4 y 7 semanas, procedentes de granjas
avicolas de la empresa COPOLL S.A. {Andalucia). |

La cria de los pollos desde el primer dia después de la
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eclosion hasta el momento de la experimentacidén se ha realizado
en el estabulorio de la Facultad de Farmacia de la Universidad
de Sevilla. Los animales fueron wmantenidos en condiciones

adecuadas de humedad y temperatura, suplementada durante la

‘primera semana de vida con una fuente adicional de calor.

Durante el primer mes fueron alimentados con pienso
INICIARINA {Gallina Blanca Purina) y a partir de esta edad con

pienso GORDINR {Gallina Blanca Purina), y con libre acceso al

agua.

. CONPOSICION DE LAS SOLUCIONES.

Para el aqislamiento, Ilagvaodo e incubacién se han

utilizado los medios descritos por Kimmich (1970a) con algunas

modificaciones:
i1, 3. 1. HEDIOS DE IHCUBACION

A) Estandar

NaCl 80 amol/|
CaCl, | mmol/l
Manitol 100 mmol/1
KoHPO4 3 mmol/I

HgCl, 1 mmol/l



B)

C)
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Albumina 1 g/l
Tris/CIH 20 mmol/|

La osmolaridad final del medio es 300 mfl y el

pH=?,4,

Medio de incubocién sin sodio o con distintas

concentraciones de dicho idn,
En la preparacién de estos medios, se sustituye el
HaCl total o parcialmente por cantidades

isoosmbticas de monitol:

Medio de incubacidn: 0 all Ha*----- 260 all manito!
40 it Ha*----- 180 all manitol
100 aft Ha*----- 60 mit manitol

Medio de incubacién a pH=5,0; pH=5,5 y pH=6,0.

Para ajustar el pH del medio de incubacién a 5,0;
5,9 6 a 6,0; en lugar del sistema tampén Tris/HCI,
utilizamos el de Tris/Acido citrico isotdnico

(Hatthews of /., 1979;Taylor 2f o/, 1980).
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D) Hedios de incubacién para células deplecionadas

de RTP.

a) Nedio con Nitrato,

La composicion es igual a la del medio de

incubacidn estdéndar, perc el HaCl (80 all) es

sustituide por NaND; (80 mM); y como sistema

amort iguador se utilizé Tris/Acetato (20 all).

b) Hedio KG.
La composicifn de este medio es la siguiente:
Gluconato K 120 amol/|
CaCl, 1 mmol/1
fgCl, 1 mmol/1
Tris-Hepes 20 mmol/l
flanitol 40 amol/!
Rlbimina 1 g/l
c) Nedio HaG.

Es igual al anterior pero el gluconato potdsico

es sustituido por gluconato sédico.

El sustrato cuya captacidn es objeto de estudio, se

disuelve en el medio de incubacidén. Como las concentraciones de
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dicho sustrato y de los wmodificantes son relativasente
pequefias, no se considera necesarioc introducir correcciones en
la osmolaridad del medio, salve que se indique en el

correspondiente apartado de resultados,
i1, 3. 2. HEDIOS DE RISLANIENTOD

R) Con hialuronidasa

Lo cantidad de hialuronidasa en el medio de
aislomiento es Img/ml,

Se prepora a partir del medio de incubacién
estdndar, o en su caoso del medio KG, pesando la
cantidad adecuada de enzima y disolviéndola
directomente en el medio.

B) Con citrato: este medio se ha utilizado para el

aizlomiento de enterocitos de ciego y recto, yo
que estd descrito en la bibliografia (Ferrer of
a/., 1986a), que es él mas adecuado pora estos

tramos intestinales. Su composicidn es:

HaCl 80 mmol/|
KzHPﬁq_ 3 BIO'/‘
Tris/CIH 20 amol/|
Manitol 37 macl/l

EGTR 0,1 mmol/l
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Citrato trisddico 27 mmol/l

Ribimina 1 g/l

i1. 3. 3. Hedios de preincubacién.

Se utilizan durante la depleccidén celular de RTP,

su composicidén, en el caso de incubar con medio de

nitrato es:
Manitol 260 mmol/|
Albamina 1 g/l
Tris/fAcetato ‘ 20 mmol/|

Todos los medios descritos deben prepararse
extemporaneomente, ya que se ho observado que su mantenimiento
a 42C durante 24 horas da lugar a la gparicidn de hongos, lo
que conlleva cambios en la composicién y en el pH de las

soluciones.

11, 4. HARCADORES

1. Para es}udiar' la captacién de dipéptidos por enterocitos
aislados hemos elégido (el Glicil-sarcosina, por ser muy
resistente a la hidrélisis.

2. Para estudiar la entrada de azicares hemos utilizado [C‘*}

J-oxi-metilglucosa.
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Para medir el potencial de membrana empleamos [CH] PP

{(tetrafenilfosfonio).

Para los experimentos de salida de Na' utilizamos Ha22,

Para evaluar el volumen extracelular se empled [C‘*]PEG’

{polietilenglicol).

3.

i, AISLANIENTD DE  CELULAS  EPITELIALES DE

INTESTINGO DELGADO DE  POLLO.

La técnica empleada es similar a la descrita
por Perry (1966) y posteriormente modificada por
Kimmich {1970a) en intestino delgado de pollo.

El aislamiento se Illeva a cabo como se
describe a continuacién:

El pollo, sin ayuno previo, es decapitado y
desangrado., Esto Gltimo es importante para disminuir
el nimero de hematies en la suspensién celular,

Se efectGa un corte en la zona inferior de
la cavidad abdominal y se extrae la porcidn
correspondiente a los 100 mm de intestino delgado
situados a oambos lados del lugor de implantacion
de la yema., De los ciegos unicamente se obtiene

el ciego proximal, y en su caso, se extroe el recto.
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Los segmentos intestinales, osi obtenidos,
se separan del tejido poncredtico y wmesentérico
adyacente. Se lavan wvariaos veces con suerc
fisiolégico frio, 4°C, (montenido en bafic de
hielo}) con el fin de elininar el contenido luminal.
En el caso del ciego y del recto, es necesario, en
primer lugar, debido o la consistencio pastosa de su
contenido, abrirlo longitudinalmente e introducirlo
en el vaso con suero salino fisioldgico y agitar para
conseguir eliminarlo.

A continuacién, se abren longitudinalmente,
y se corton en segmentos de aproximcdosenie 20 am de
longitud, que se introducen en dos wasos de
polietileno, los cuales contienen 25 ml de medio
de oaislamiento cada uno. Los vasos se introducen
en un bofioc termostatizado (Marca Selecta tipo
Unitronic-320 a 379C  durante 30 minutos,
sometiéndolos a una agitacion costonte de 80 a
100 ciclos por minuto.

Transcurrido este tiempo, deshechamos el
medio de aislamiento {(con el fin de ir eliminando
la hialuronidasa) y afiadimos medic de incubacidn
frio. Agitamos  vigorosamente  los  segmentos

intestinales para favorecer el desprendimiento de los

enterocitos.
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La separacién de las células aisladas de los
segmentos intestinales se realiza por filtracidn
a través de una malla de nylon.

La suspension celular se reparte en dos
tubos de polietileno y se procede al laovado de
las  mismas, con el fin de eliminar la
hialuronidasa del medio, e! wmucus, las sales
biliores,.... Tras uno centrifugacién de 1 minuto
a 100g (2oC) {(en wuna centrifuga marca Beckman
tipe J2-21), el sobrenadante se' deshecha por
decantacion y el sedimento celular o “"pellet®, se
resuspende en 15 ml de nmedio de incubacidn frio
(4eC). E! procesa se repite hasta que el
sobrenadante Aquedu transparente (generalmente es
suficiente con dos veces).

Por ultimo el “"pellet” se resuspende en
medio de incubacidn hasta un volumen equivalente
a 5-10 veces el volumen del sedimento celular.
Esta dilucién final tiene por objeto preparar una
suspension de células que contenga entre 15 a 25
mg de proteina/ml (Fig. 6).

La viabilidad de las células fue determinada
por la capacidad de las mismos para excfuir azul
de metileno al 0,2 ¥ (Girardi &of o/ 1956) y

resultd ser de un 65 §.
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FACULTAD DE EARMACIA
BIBLICTECA

25 ml de medio de aislamiento

con los segmentos intestinales

incubacién durante 30 min a 37°C
con agitacién de 80 a 100 ciclos
por minuto

filtracién de la suspensién celular
a través de una malla de nylon

centrifugacidén a 100 g durante
1 minuto

X2

sedimento celular

+ 15 ml de medio de incubacidn

1 ml

incubacién de la suspension
celular a 379C con agitacidn
constante

Fig. 6. Esquema de la técnica sequida para el aislamiento de

ios enterocitos.
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1. 5. 2. OBTENCION DE CELULAS DEPLECIOHRDAS DE RTP.

2. 3.

La técnica utilizada ha sido lo ya descrita
por Carter-Su y Kimmich {1979 y 1980).

Una vez obtenida Ila suspensidn celular, se
lava como se ha descrito en el apartado anterior
y por ultimo se resuspende en el medio de
preincubacidn  {ver apartade Il. 3. 2. de
Materiales y MNétodos) conteniendo 30 ull rotenona
y 200 uMl ouabaina.

Se introduce en el bofio termostotizado a

372C con agitacidn constante durante 20 minutos,

EAPERINENTOS DE CAPTACION.

La captacidn de sustrato por las células se
determing midiendo la contidad de sustrato que
éstas han acumulado a lo largo del tiempo. '

El método que se utiliza es el siguiente:

La incubacién se realiza en wvasos de polietileno
de 50 ml (se debe observar que tanto durante el
aislamiento como durante la incubacién de Ilas
células, todo el material que se pone en contacto

con las mismas debe ser de polietileno para



23

evitar que las células queden adheridas al vidrio
{(Kimmich, 1970a)).

Cada wvaso contiene 3 wml de medio de
incubacidon, con una concentracion de sustrato y
de todos  aquellos reactivos cuyos efectos
gueremos estudiar tal, que +tras chadir Ila
suspensién celular, su concentracién final en el
medio de incubacidn sea la deseada.

Al medio de incubacidn también se adicionan

~ 0,162 uC; del sustrato marcado con 014. De esta

manera la actividad especifica de los sustratos

en el wedio es de aproximadamente 5,4’ 10'2

uC;fmI. R continuacidn se tomon dos nuestras de

100 ul de cada condicién experimental con el
objeto de conocer su actividad especifica real.

Los wvasos de precipitado se colocan en el
bafio termostatizade (372C) y siaultdneamente se
introduce en dicho bafic la suspensién de células
que se hallaba a 42C. Transcurridos unos 10
minutos necesarios para que las células se
calienten, se adiciona 1 ml de la suspensién en
los vasos de precipitado, con lo cual el volumen
final del medio de incubacién serd de 4 ml. Es

aqui donde da comienzo la incubacién celular y
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este momentc se considera el tiempo cero del
experimento. Durante todo el periodo de tiempo
que dura la incubacidn, los vasos de precipitado
se mantendrdn en agitacién constante, con objeto
de que todas las células estén en contacto con el
medio de incubacidn y se mantengan dispersas.

Asimismo, se toma una muestra de 1 ml de la
suspensidn celular, para la cuantificacién de la
proteina por el método de Lowry (1951).

R los distintos tiempos prefijados, se tloman
muestras por duplicado, de 200 ul, de caoda
condicién experimental, que se llevan a tubos
"eppendorf" conteniendo 200 ul de una mezcla de
aceites y 800 pl de medio de incubacién a 42C ({a
esta  temperatura se detiene la actividad
celular), Los aceites utilizados son el
dinonilftalate y el dibutilftaloto mezclados en
la proporcidén adecuada para que a 4°2C su densidad
sea 1,03 g/ml, intermedia entre la del medio
de incubacidon y la de las células.

Sequidamente, los tubos “eppendorf" se
centrifugan, a 12000 g durante 12 segundos
(centrifuga ‘“eppendorf" 5414S), de forma que el
pellet celular se deposite en el fondo del

“eppendorf”, por debajo de loas dos fases
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aceites-medio de incubacidn.

Con una bomba de vacio se succiona el
sobrenadante  completamente y se limpia la
radioactividad de las paredes del “"eppendorf" con
una torunda de algoddn.

Finalmente, 3e afiaden 200 ul de dcido
pérclérico al 3% {el acido perclérico
desnaturaliza las proteinas facilitando la rotura
de los enterocitos), y se agitan enérgicamente en
un mixer con el fin de extraer el sustrato
intracelular. La suspensidn se centrifuga a 12000
g durante 5 minutos y se toman del sobrenadonte
alicuotas de 100 ul que se disponen en los viales
con liquido de centelleo para el contaje del ! (en

un contandor de centelleo liquido betamatic |

(KONTRON)) {Fig.?).
EXPERINENTOS DE SALIDA.

Para estudiar la salida de Na? desde
enterocitos aislados de pollo, es necesario, en
primer lugar, cargar las- células con dicho
isotopo.

Para ello ung wvez obtenida la suspensidn



0,8 ml de medio de incubacidn

0,2 ml de la mezcla de aceites

l + 0,2 ml de muestra

1 ml de suspensidn celular
diluida y refrigerada

centrifugacién a 12000 g
durante 12 segundos

medio de incubacidn radioactivo

mezcla de aceites
sedimento celular

sobrenadante ‘/l

limpieza del "eppendorf" con
una torunda de algoddn

1 + 0,2 ml de acido perclorlco
+ agitacidén enérgica
centrifugacidén a 12000 g
durante 5 minutos

; contaje por centelleo liquido

Fig. 7. Esquema de la separacion de la suspension celular
del medio radicactivo por el nétodo de
centrifugacidn a través de aceites inertes.

prerites
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celular se ahaden ~ 3 pCi de Ntxz2 y se preincuba

en un bafo termostatizado a 3780, con agitacidn
constante de 60 ciclos/minuto, duronte 30

minutos, Para impedir la salida de Huzg por

LI 4 + + 1) L 354
accion de la ATPasa Na -K*, esta preincubacion se

realiza en presencia de ousbaina (200 ull).

Transcurrido este periodo de tiempo se lavan
las células dos wveces con medio frio sin
radioisétope, quedande @ una concentracion final
de 20 a 30 mg de proteina/ml.

R continuacidén se realiza una dilucidn 1:40
en medio de incubacidn libre de Na®? y a 379C.
Inmediatamente se toma una alicuota de 500 pl
para conocer la contidad de Na2? que hay en el
interior de los enterocitos, en el tiempo cero de
incubacion. Se toman alicuotas de 500 pwl a los
2, 4, 8, 12 y 14 minutos, en tubos ‘“eppendorf"
conteniendo 200 pl de la mezcla de aceites {ver
apartade 1!. 5. 3 de Material’ y MNétodos). Se
centrifugan y se toman muestras de 200 pl del
medioc de incubacion. R continuacion se elimina
todo el sobrenadante y se procede igdal que en el
apartado 1!, 5. 3 de HNaterial y MNétodos, para

finalizar contando el Na?? remanente en las células.
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1, 5. 5. DETERRINACION DEL VUOLUNEN EXTRACELULRR BEL
PELLET.

Para determinar el volumen extracelular del
pellet celular se utilizé [C'?] PEG 4000, que debido
a su alto peso molecular, no puede penetrar en las
células,

Para la realizacién de estos experimentos se

ofiadieron ~ 0,08 uC;/al de c'%] PEG 4000 o fos 4 nl

de suspension celular y se procedid tal como se ha
indicado en el apartads (I, 5. 3 de MHaterial y
Métodos.

E! wolumen extracelular se expresa en ul/mg

proteina.
f1. 5. 6. DETERHIHACION DEL UOLUHEN INTRACELULAR

El volumen intracelulaﬁ se obtfene midiendo
la  captaciégn de 1 wMl 3-oxi-metilglucosa en
presencia de 0,25 wMl florricina. Bajo estas
condiciones experimentales, la 3 - oxi - metil-
glucosa, azGcor  activamente  transportado  al

interior de las células, s6lo penetra al interior
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de éstas por difusién, ya que la florricina
bloquea el mecanismo activo. En consecuencia, en
el estado  estacionarie {30  minutos), la
concentracion intracelular del azicar es igual a
la extracelular, lo que permite colcular el

volumen intracelular.
t1. 6. CRONATOGRAFIA

En primer lugar, para conocer la pureza del radioizdtopo
[C]ql Gly-Sar, se realizé un estudio cromatografico en papel
Uhatman Ho.1 wutilizendo como fase méwil alcohol n-butilico/

~dcido acético/ agua (4:1:1,u/v). Se encontré que s6lo contenia
una pequefia contaminacidén (5 %) de impurezas radioactivas. Sin
embargo, no contenia ningin otro compuesto positive a g
ninhidrina distinto de la glicil-sarcosina.

Para estimar lg hidrélisis producida por los enterocitos
aislados, las células fueron incubodas en el medio estdndar o
372C. Uno vez cargadas en presencia de Inmfl Gly-Sar durante 30
minutos, se tomaron alicuotas de 500 pl gque se centrifugaron
durante 1 minuto.

Para comprobar que el dipéptido no era hidrolizado en el
medio extracelular, se precipitaron las proteinas y se tomaron

muestras del sobrenadante para la cromatografia.

A continuacidon y para estudiar la posible hidrélisis
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intracelular, las células fueron rotas mediante schock
osmot ico (de  esta  monera la  Gly-Sar  secuestrada
intracelularmente sale al exterior). Se precipitaron las
proteinas y se tomaron muestras del sobrenadante para su
estudio cromatogrdfice.

La glicino y la glicii-sarcosina fueron separadas por
cromatografiao en capa fina, utilizando placas de silica-gel, y
como fase méuil se enpled metanol/ acetonitrilo/ agua
(9:0,5:0,5, v/v). Se dejaron correr durante 1 hora, ol cabo de
la cual, los patrones fueron identificados, rguelcndo la placa
con ninhidring al 0,5 % en etanol absoluto., La silica-gel
correspondiente o la glicina y a la glicil-sarcosina fue
raspada y recogida en viales de centelleo liguido para el

contaje,

DETERMIHACION DE 1A PROTEIHA

La determinacidn cuantitativa de la proteina presente en
la suspension de células aisladas del intestino delgado de

, * .

pollo, se realizé siguiendo el método establecido por Lowry et
al. {1951).

En primer lugar, se homogeneiza 1 ml de la suspensidn
celular que se diluye con agua destilada hasta el wvolumen
deseado, A continuacién, se mezcla 1 ml de la solucidn proteica

diluida con S ml de una solucidn que contiene: tartrato
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sddico potasico 0,2 g/l, cuébonuto sodico 20 g/l, hidroxidoe
sodico 4 g/l y sulfato de cobre pentahidratade 0,1 g/l. Desples
de dejarlo 15 minutos en reposo, se afiaden 0,5 al del reactive
de Folin-Ciocalteu (Fosfomolibdeno - Fosfowo! framio),
previamente diluido @ una concentracién final de 1 mol/l. La
mezcla se deja 30 minutos en la oscuridad. Transcurrido este
tiempo se lee su obsorbancia en un espectrofotdmetro (marca
Shimatzu UU-110-02) a 750 na.

El calculo de la concentracidén de proteina se realiza en
base a los dotos obtenidos, paralelamente, con soluciones de

concentracidn conocida de alblmina sérica bovina.

. HODO DE ERPRESAR LOS RESULTADOS

i1, 8. 1. CALCULO DEL VOLUNEN EXTRACELULAR

El volumen extracelular se calculd por la

siguiente expresiodn:

DPnp x Uiv

ulimg =
DPH, x t/u x f

en donda:

DPﬂp, desintegraciones por wminuto de la muestra
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tomada del pellet {muestra problema)

DPN desintegraciones por minuto de la muestra

3]
"standard”, es decir, de la muestra tomada del medio
de incubacidn,

U, wvolumen de acido perclérico en el que fue
disgregado el pellet,

v, volumen de la nmuestra que se toma para el
contaje,

1, contenido proteico  del peliet celular

(expresado en mg)
CALCULO DEL UOLUNEN INTRACELULAR

Para el cdlculo del wvolumen intracelular
{que al igual que el anterior se expresa en ul/mg

proteina) se aplicd la siguiente ecuacidn:

DPHp x U/v % Ci

pl/mg = - {Ue X Ci}

BPN3 x 1/ux il

en donde:

pPit,, DPH,, U, v y H, tienen el mismo significado

p)
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que en ¢! apartado anterior,

Ci* es la concentracidn del azucar, y

Uy, es el volumen extracelular expresado en ul/eg

CALCULD DE LA CAPTACION DE SUSTRATO

Los resultados se expresan en nmoles de
sustrato / ul de wvolumen intracelular {o agua
celular), calouléndose de  acuerdo con la

siguiente expresidn:

BPNp x Ufv x E;

nmol/Zpl = - Uy x C;) /Yy

UPN3 x ldux Nl

en donde:
BPﬂp, opr,, U, v, oy M, tienen el wmismo
significads que en el apartado 1l. 8. 1 de

Material y Métodos,

Us, es el volumen extracelular {expresado en

ul/mg de proteina),

Ui’ es el wvolumen intracelular del pellet
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{expresado en pl/mg de proteina)l,
Ci’ concentracidn del sustrato en estudio, en el

medio de incubaciodn.
CALCULD DE LA SALIDR DE Na2Z

La salida de No?2 a lo largo del tiempo se
calcula como X MNa®? pemanente en las células
respecto al tiempo cero, y se expresa en forma de
un coeficiente de velocidad aparente de salida.

Cuando las nuestras se toman del nmedio
extracelular, el Na22 remanente se calcula mediante

la siguiente expresidn:

DPH, _ DPM,

% Ha22 = 100 _ 100

siendo:
DPM, : desintegraciones por minuto a un tiempo

determinado,

DPHtO: desintegraciones por minuto a tiempo

cero.
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DPNl; 5: desintegraciones por wminuto a tiempo

final.

Para el cdlculo de esta wvelocidad se
considera que el sodio sale de las células
procedente de um uUnico compartisiento celular,
pudiendo describirse el flujo de salida por lao

siguiente expresidn exponencial:
¢, =(C, - C) x ekt 4, Ecuacién 1

en donde,

t, es tiempo

C;s C, y C, representa lo radioactividad en las
células a los tiempo t, 0 y =, respectivamente, y

K, es una constante exponencial

Asumiendo que C es despreciable, la

ecuacion 1 queda:
L, =C, x e Kt Ecuacidn 2
Tomando logaritmos neperianos:

In Ct = In Co = In e'Kt
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Los datos experimeniales obtenidos , como se
verd, son perfectamente descritos por la ecuacidn 2
ya que los puntos se ajustobon a una linea recta en

una representacién semilogaritmica, por lo que la
suposicidén de que C_  es despreciable es3, por

tanto, correcta.
1, 8, 5. DETERHINARCION DE LA ENTRADA DE TPP*

La  entrada de TPP* se expresa en

pmoles TPP*/mg proteina.
TRATANIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

El andlisis estadistico aplicadc o los  datos
experimentales del presente trabajo ha consistido en:

Cilculo de los estadisticos bdsicos: nmedia (X) y

error estdandar (I).
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Comparacidn _ de los wmedias de los distintos

experimentos. Para poder determinar la significacidn entre

los valores obtenidos en los distintos experimentos se aplicd

el test de la t de Student.



L. RESULTRDDS
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. UOLUDNER EXTRACELULAR.

Para el calculo del volumen extracelular cldsicamente
se emplean moléculas, tioles como inulinag, ﬁonital,
polietilenglicol (PEG) 4.000, etc., gue debido a su tamafic no
penetran en las células o lo hocen muy lentomente. De entre
todos estos marcadores, en el presente trobajo se ha empleado
PEG 4.000.

En la realizacién de estos experimentos se afiadieron

0,08 uC:/ml [C’q]PEG 4.000 a los 4 ml de suspensidn celular y

se procedid tal como se indica en el apartado I, 5. 3 de
Haterial y Métodos,

Los resultados obtenidos se nmuestran en la Tabla |,
Como 2e puede obzervar el volumen extrocelular no se modificd
significativamente a o largo del tiempo. Todos los
resultados de la presente memoria sobre el transporte de
sustratos en célulos aisladas de intestino delgado de pollo,
han  sido  corrregidos por el wvalor del  volumen
extracelular, que representa la media de los datoz obtenidos
en los distintos tiempoz de incubacidn (2,99 * 0,04 ul/ng

proteina, n=20).
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Tabla 1. Hedida del wvolusen extracelular del pellet
celular. Se wutilizd HC-PEB como  marcador, Los
resultados se expresan en pl agua / mg proteing, y
representan los wvalores medios acompafiados de su error
estandar, siendos n el n2 de determinociones
independientes,

ul agua / mg proteing
i T {min): 1 5 15 30
5 3,0 2.9 3,2 3,0

1+
-+
-+

-+

0,3 0,

(3]
(]
b .
]
<D
~

[SS
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{11, 2. VOLUNEH IHTRACELULAR.

Para medir el wuwolumen intracelular 3 emplean

sustancios muy perneables (iﬂzﬂ, por ejemplo), cuyg

concentracién introcelular, en el estado estacionario, estd en
equilibrio con la extracelular.

En el prezente trabajo 2¢ ha estimado el - volumen
intracelular a partir de lo distribucién en el equilibric de
3-oximetilglucesa (1 mM) en presencia de 0,25 alft florricing
(ver apartado I, 5. 6 de Material y MHétodos). Loz datos
obtenidos sobre dicho pardmetro dan un valor medio de 3,6 i
0,2 ul/mg proteing (n=12), que estd de acuerds con el obtenido
por Restrepo y Kimmich {1985).

Para el célculo de la concentracién intracelular de los
distintos sustratos empleados en lo presente memoria, se
utilizaréd como volumen intracelular dicho wolor.

En oaquellos experimentos en los que se modificaron las
condiciones experimentales o se introdujeron reactivos,
tombién se hicieron algunas medidas simultdneas del wvolumen
intracelular. Los resultados obtenidos, en cada caso, se

inclugen en los distintos apartados del presente trabajo.



71

V11, 3. ENTRADA DE GLY-SAR EN ENTEROCITOS RISLADOS DE POLLO ER
FUHCION DEL TIiENPD DE INCUBRACIOHN.

Para estudiar la capacidad de laos células aislodas de
intestino delgade de pollo para ocoumular el dipéptido
Gly-Sar, se deterniné la entrada del nmisme o lo largo del
tiempo de incubacidn.

5¢ empled una concentracidn del dipéptido de 1 all y se
procedio tal como se describe en el apariado i1. 5. 3 de
flaterial y Métodos,

Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla |1 y
Fig, 8, donde puede obszervarse que después de 30 minutos de
incubacidon se alcanza &l estado estocionario, con un valor
de 12,9 nmol/mg proteing celular ., Este valor permonecid
constante durante mds de 20 minutos de incubacidn.

Considerands que el volumen intracelular es 3,6 ul/mg
proteina (ver oportado 111, 2 de Resultados), ys a los S
minutos de incubacidn la relacién concentracién intracelular/
concentrocion extracelular del dipéptido es -mayor que 1,

alcanzdndose en el equilibric una concentracidn intracelular

de 3,6 mit.
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Tabla 1l. Entrada de Giy-Sar {1 =N} en células aisladas de
intestino delgado de pollo, en funcidn del tiempo
de incubacién. Los resultados se acompofian * SEN.

Tiempo {min) n nmol / ul agua celular
1 5 0,6 0,08
5 3 1,640,009
10 g 2,7 £ 0,06
15 & 2,8+ 0,09
20 g 3,3 0,15
30 g 2,6 % 0,10

49

[

3,82 0,13

&0 g 3,9 0,07




nmoles Gly-Sar/pul agua celular

1 1 1 i i -l

10 20 30 40 50 60
minutos

Fig. 8. Entrada de 1 all Gly-Sar (@) en células aisladas de

intestino delgado de pollo en funcién del tiempo de
incubacidn.
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fth, 4, ESTINACION DE LA HIDROLISIS DE GLY-58R.

4. 1, ESTUDIG CROHATOGRAFICO.

Como ya se ha indicado en la Introduccidn, la
Gly-Sar es un dipéptido no notural, aliomente resistente
a la hidralisis, por lo gue ha sido utilizado en estudios
de transporte taonto con prepupacionas de tejido intacto
{(Matthews, 1975a) como por vesiculas de wmembrona del
borde en cepillo (Ganopathy of /., 1984). El dnico
enzima conocido capaz de h{droiizur este dipéptido es una
prolidasa, EC 3.4.13.9 (Ganapathy &f o/, 1982)
local izada en el citosol.

Para comprobar que el dipéptido era efectivamente
acumulado por las células en forma intacta, y no como
Me-Glicina resultante de su hidrélisis, 52 realizdé un
estudio cromotogrdfico de muestroz recogidas tanto del
medio extrocelular como del interior de los enterocitos
{ver aportado |1, 6 de Haterial y Nétodos).

Los resultodos obienidos (Fig., 9) muestran gue no
se produjo hidr6lizis detectable del dipéptido en &l
medio tras 15 g 30 minutos de incubacién,

Por otro lado, los experimentoz llevados a cabo
para estudiar la hidrélisis intracelular de la Gly-Sar

revelaron que el dipéptido permonecié intacto, tras 13 g



Fig. 9.

12 3 4 5 6 7
Cromatografia en capa fina. La fase estacionaria
utilizada ha sido silica~-gel Y o fase movi |
metanol:acetonitrilo:agua {9:0,5:0,5, v/u)}. El tiempo de
recorrido fue aproximadomente 1 horg,

'y 2. Potrones de glicina, (Laos manchas eran de color
vicleta),

3 y 4: Patrones de Gly-Sar. {Loz manchas eran de color
amarillo). ‘

5: MMuestros del wmedio intracelular tras incubar 15 minutos
en presencia de Gly-Sar,

6: HMuestras del medioc intracelular tras incubar 30 wminutos
en presencia de Gly-Sar, :

¢ luestras del medio extrocelular tras incubar 30 wminutos
en presencia de Gly-Sar,

B Zonas raspadaz para el contaje.

Los  resultados  obtenidoz 3¢  expresan en d.p.m. Yy 3e
acompafan + S.E.M,  El nimero de indica entre

paréntesis.

datoz ze
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30 minutas de incubacién, en un 90 y 83y,

respect ivamente,

. EFECTO DE LA L-HETIONINA.

Un nétode indirecto para averiguar si la Gly-Sar es
hidrolizada extracelularmente, es dscir por peptidasos
localizadas en el borde en cepillo, es ver si su
captacion celular se ve modificada por aminodcidos que

compiten con la glicina o con la sarcosina. En nuestro

- caso nos interesaba emplear un aminodcido que compitiera

con la glicina, ya que es este aminodcido el que porta el
marcaje. La L-metionina es un aminodcido que tiene gran
afinidad por &l sistema de transporte de la L-glicina
{SepGlveda y Smyth, 1978) y en consecusncia actlia como un
potente inhibidor vcompetitive de la entrada de este
aminodcide @ las células,

Se realizaron una serie de experimenios en los que
el medio de incubacién contenfa L-metionina (10 all),
Giy-Sar (1 ml) y trazas de Gly-Sar marcada con M. s
la Gly-Sar hubiera sufrido hidrélisis extracelular, la
L-metionina habria disminuido marcadamente la acumulacidn
de la glicina por los enterocitos,

En la Tabla 111 y figura 10, se puede observar que

la L-metionina produjo una ligera, pero no significativa
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inhibicion en la acunulacidén de Gly-Sar a tiempos largos,
corroborandoe  los resultados obtenidos en el estudio

cromatografica.



Tabla 111,

i

Efecto de la L-Hetionina {10 alt} sobre la entrada

‘de b6ly-Sar {1 all) en células aisladas de

intestino delgado de poilo. Los resultados se
expresan en neol Gly-Sar / ul oguo celular, a los 15 y
30 minutos de incubacidn, y se ocompohan * SEM. n=n2 de
datos.

nmol Gly-Sar/yl agua celular

n T {miny: 15 30
Control 9 1,4 2,9
t +
0,1 8,2

L-Het 9 1,45 2,748
+ +
0,2 0,1

N8: diferencis no significativa.



D Control
4 | L-Met

W
T

nmoles Gly-Sar/pl agua celular
N
]

minutos

Fig. 10. Efecto de la 10all L-llet sobre la entrada de 1 aff
Gly-Sar en células aisladas de intestino delgado de
pollo. En ordenadas se indica la concentracidn
intracelular del dipéptido.
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t1i. 5. CIHETICA DEL TRANSPORTE DE GLICIL-SARCOSIHA,

Se ha realizado un estudio cindtico del transporte de
Gly-Sar por enterocitos aislados de pollo. Para ello medimos
la velocidad de entrada del dipéptidoc en un rango de
concentraciones de 0,1 a 50 o, en presencia de 80 Ml Na' y a
pH 6,0. La osmoloridad del medio de incubacidn se mantuvo
disminuyendo la cantidad de manitol en 50 all,

Los resultados presentes en ia Tabla IV y Fig. 11
sugieren gue en el transporte del dipéptido se incluyen dos
componentes distintos. Uno es saturable {mediado por carrier)
y el otro es no saturable {difusidn simple). |

Se ha estimodo lao difusion por el métode grdfice descrito
por Heame y Richards {1972), seglin el cual se dibujo una recta
a través del origen de la grdfica de la velocidad frente a la
concentracidn, paralela a la porcién lineal de la curva
cbservada @ concentraciones muy altas,

R continuacidn, se ha determinodo el componente mediado
sustrayende de la absorcidn total, la producida por difusidn.
La representacién grafica de estos resultados segin el método
de Lineweaver-Burk es una linea recta, lo que nos indica que
un sdlo componente estd implicodo en el transporte mediade de
Giy-Sar (Fig. 12). Los valores para la constante aparente de
transporte y la velocidad maxima son: Kt=8 alt y Umax=31 nmol

Gly-Sar/ mg proteina/ min, respectivamente,



Tabla V. Entrade de Gly-Sar en células aisladas de
intestino delgado de pollo, en funcién de la
concentracion de Gly-Sar en el wmedio de
incubacion.

nmol Gly-5ar/mg proteina/minuto
n [Gly-5ar]: 0,0 - 1 10 50
fibsorcidn

total 4 0,51 4,5 26 108

% -4 * %
0,03 0,5 4 10
Difusidon 9,15 1,5 15 75

Transporte
mnediado

0,36

[0

21 32

81
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©
o

(=]
o

30

nmoles Gily-Sar/mg proteina _

(Gly-Sar)

Fig. 11. Entrada de Gly-Sar en funcién de su concentraciin en
el medio de incubacidn. Las incubaciones fueron de 1
minuto y las concentraciones de sustrato ensayadas fueron
0,1; 1; 10 gy 50 mM.

1: Entrada total
2: Componente pasivo
3: Componente mediado



(Gly-Sar)™!

Fig. 12. Representacidén grdfica segin el método de
Lineweaver-Burk de los valores de transporte sediado
de Gly-5Sar, descritos en la Fig. anterior.



84

{11, 6. INHIBICION DE 1R CAPTACION DE GLY-SAR POR LA CARHOSIHA,

La [B-alenil-histidina o carnosina es otro dipéptido
altamente resistente a la hidrdlisis, por lo que fue elegide
para estudiar si inhibia la coptacidn de la Gly-Sar y si esta
inhibicidn era o no de tipo competitivo.

Los experimentos se realizaron en pbesenciu de Hu*,
utilizande dos concentraciones de sustrato: 0,1 y 1 nll y tres
concentraciones de inhibidor: 1, 5 y 10 uil.

Los resultodos obtenidos o los distintos tiempos de
incubacidn se muestran en la Tabla U y Fig. 13. A partir de
los mismos hemos calculado por regresidn natematica los
valores correspondientes a 1 minuto de incubacidn, gque han
aido utilizados para el cdlculo de las distintas constantes
cinéticas.

Para el estudio cinético hemos uiilizado el método de
Dixon. Asi, representondo el inverso de fa velocidad frente g

‘ta concentracién de inhibidor, hemos comprobads que la
inhibicion es de tipo competitivo (ver Fig. 14)., La constante
de inhibicidn calculada por dicho método es 12 mM, Este tipo
de representacién taombién nos permite calcular la constonte

aparente de transporte, Kt y o velocidad mdxima, U__ , siendo

max
foe valores obtenidos: 6,3 nll y 6,5 nmol / mg proteino /min,

respect ivamente,



Tabla

U. Efecto de

células aisladas de
utilizado dos concentraciones de Gly-Sar (0,1 y 1 aM) y tres de

carnosina (1, 5y 10 al1),

85

la carnosina sobre la entrada de Giy-Sar en
intestino delgado de pollo. Se han

nmol Gly-Sar/ul agua celular

30

n T {min): 5 15
Gly-Sar (0,1 af)
Control 6 0,12 0,22 0,30
* * *
0,062 8,01 5,02
Carnosina & ‘0,10 8,16%%* 0,24
{1 mil) h 4 * 4
0,007 2,01 8,01
Carnosina & 0,08 0,12" 0,16"
(S mi) k4 * b4
8,008 0,005 0,006
Carnosing 6 g,06*** 0,09* 6,12*
(10 mif) e % t
0,004 6,005 6,01
6ly-Sar (1 =f)
Control € 1,20 2,26 3,11
+ + £
0,04 0,04 0,13
Carnosing 6 1,10 2,02** 2,46’*
(1 mif) * t +
0,07 0,08 0,08
Carnosinag 6 0,36** 1,62* 1,52*
(5 mi1) % % e
0,07 0,08 6,08
Carnosina 6 0,65* 1,05% 1,37%
(10 mtD) x e £
olw 0;09 0,12

* ¥k b ¥ §
p<0,001; 0,00355p>0,001; 0,0255p>0,01; respecto a los valores control.



D Control

Carnosina 1mM

Carnosina 5mM
Carnosina 10 mM

Gly-Sar 0.1mM

agua celular
o
w
]

o
N
T

-Sar/pl

o
-
T

nmol Gly

o Wzizizzzzs

4+ Gly-Sar 1mM

nmol Gly-Sar/pl agua celular

minutos

Fig. 13. Efecto de la carnosina scbre la entrada de 6ly-Sar
{0,1 y 1 =ll) en células aisladas de intestino
delgado de polle. Se ensayaron tres concentraciones de
inhibidor,
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(Gly-Sar) 0.1mM

(Gly-Sar) TmM

S
i
10 -5 -1 01 5 10
Kj=-12 (Carnosina) (mM)
Fig. 14. Inhibicién del transporte de G6ly-Sar por distintas

concentraciones de carnosina. La velocidad del
transporte de Gly-Sar se expresa en nmoles/ul agua
celular/minuto, Los datos son representados segin el
método de Dixon {1/v ws concentracién de inhibidor). (@)

0,1 mM Gly~Sar; (A) 1 alt Giy-Sar,
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i1, 7. EFECTO DEL SOGIO SOBRE LR CAPTACION DE GLY-SAR.

El hecho de que el transporte de Gly-Sar muestre una
cinética de soturacion y que la carnosina inhiba de forma
competitiva la entrada del dipéptide nos indica que dicho
transporte es mediado por transportador. RAdemds, el gque la
Gly-Sar alcance en el interior de las células una
concentracién superior @ su concentracidn en el medio
extracelular, sugiere que diche proceso estd mediade por un
mecanismo activo.

Es bien conocido que el tronsporte de muchos sustancios
orgdnicas {ver apartado |, 2. 1 de Introduccién} estd acoplado
al transporte activo primario de Ha', por lo que lo gusencia
de dicho cotién y/o la onulacién del gradiente transmembrang
del Ha® inhibe todos aquellos  procesos de tronsporte
dependientes de dicho transporte primario,

Para ver si el sistema de transporte de la Gly-Sar erg o
no dependiente del sodio 3e realizaron dos tipos de
experimentos, el primern, consistente en la medida de la
captacién de Gly-Sar en ausencia de Ho' en el medio de
incubacién y el segundo, en presencia de ousbaina, conocido

inhibidor de la ATPasa dependiente de Ha* y K*.
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7. 1. RUSEHCIA DE S0D10.

Se realizaron uno serie de experimenios en los que
el Ho* del medio de incubacién fue sustituido total o
parcialmente porlcantidades isoosméticas de manitol {uver
apartado 1. 3, 1 de Haterial y Héiodos),
Los resultados se resumen en fa Tabla Ul y Fig. 15
y muestron que la sustitucion parcial del Ha', hdsta
‘ung concentiracidn de 40 nll, produjo una ligera inhibicidn
en la entrada de Gly-Sar,  siendo la acumulacidn
intracelular del dipéptido en el estado estacionario un
70% de lo alcanzado en condiciones control (B0 mM Ha'),
Ezta disminucidn se uié.aumentada al eliminor totalmente
el sodio, asi bajo estas condiciones la welocidad inicial
de entrado del dipéptido fue de un 508 y lo acumulacidn
en el estado de equilibrio un S7%, oproximadomente,
respecto al control. Es importonte zefialor que en ombos
casos la concentracidn intracelular fue mayor que }.
Se realizaron nmedidas simultdneaz del wvolumen
intracelular en presencia y ausencia de Ma', observdndose

que la eliminacién de diche i6n no lo modificaba {ver

Tabla UI1),
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Tabla Ul. Entrada de 6ly-Sar {1 all) en células agisladas
a distintas

aedio de
incubacién. Se ensoyaron tres concentraciones de

de

Ma®: 80, 40 y 0 nM,

de

intestino delgado de pollo,
concentraciones

nmol Gly-Ser / pl aguo celulap

n T {min}: 1 10 20 40
Control 9 1,2 2,3 3.1 3,5
+ + + +
0,2 0,1 6,2 0,2
[Ha'] = 40 alt 8,9 1,6 2,2 2 5**
' + % % +
0,2 8,4 0,4 0,4
[Ha+] =0 all > 0,6 14 1,7* 2 0%
+ + + +
0,2 0,06 0,06 6,1
*

p<0,001; * 8,05>p>0,025; respecto al control.



nmoles GIy-Sar/pI agua celular

| 1 1 i

10 20 30 40
minutos

Fig. 15. Acumulacién de 1afl Gly-Sar por células aisladas de
intestino ‘deigado de pollo, con distintas
concentraciones de Ha®* en el medio de incubacién.
(@) 80 nMt Na*; (m) 40 alt Na* y (A) O mft Ha®.
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Tabla VUll. Efecto de la presencia y ausencia de sodio del
medio de incubacion sobre el volumen
intracelular. El Ha* fue sustituide por cantidades
isoosméticos de manitol. Se utilizé 3-0MG {1 mil) y
florricing (0,25 mi). El tiempo de incubacidn fue 30
minutos. Datos * SEN.

¢l agua celular/mg proteina
[Ha*1: 80 mlf 0 al
h 3,8 3,7
+ +
)] 0,2 0,2

n (6 (6)
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t. 2, EFECTD DE LA OUABAINA.

La ougbaina, glicdésido cardioténice, inhibe la
ATPasa-Ha'-K* y en consecuencia anula el gradiente
transmembrana de sodic (Uan Os ef o/, 1984).

Estos  experimentos se realizoron solo a dos
tiempos: 13 y 30 minutos. Lo concentracidén de ouabaina
utilizada fue de 0,1 all,

En lo Tabla Ulll y Fig. 16 puede observarse que lg
presencia de ouobaing inhibié szignificativomente la
captacidn del dipéptido, oungue g concentracidn

intraceiular del mismo fue mayor que 1 en los dos tiempos

utilizodos,



D Control

4 0,1 mMouabaina

nmoles Gly-Sar /pl agua celular

30
minutos

Fig. 16. Efecto de ia 0,1 mll ocuabaina sobre la acusulacidn
de 1 wll Gly-Sar en enterocitos aislades de pollo.
La concentracisn de Na* fue 80 alf.
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Tabla Uill. Efecto de la ouabaina (0,1 uli} scbre la
agcunulacién de Gly-Sar {1 all) en enterocitos
agislados de pollo. [Ha*] = 80 ull.

mmol Gly-Sar/ul agua celular

n T {min): 15 30
Lontrol 5 2,6 3,5
* %

8,3 0,02

Quabaina 5 1, 5% 2,1¥
¥ *
8,3 0,3

x

3
0,005>p>0,001; ¥ 0,025:p:0,01; respecto al control.
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i1, 8. EFECTD DEL pH EXTRACELULAR.

g.1.

ENTRADA DE GLY-SAR A DISTINTOS URLORES DE pH EN EL
HNEDIO DE INCUBACION.

Como ya se ha mencionado g lo large de la
Introduccidén en la  presente Memoria, algunos gutores
postulan que e3 el grodiente transmembrana de protones el
que proporciona la energia necesaria para el transporte
de dipéptidos y que la dependencia del gradiente de
sodio, observada en tejido intocto, podrig ser un efecto
indirecto. HAzimismo, los experimeﬁtos real izados para
estudiar el efecto del szodioc sobre el tronsporte de
Gly-Sar parecen revelar una cierto dependencia entre la
captacidn del dipéptido y lao presencia de un gradiente
transmembrang de Ha'.

Por todo ello se hicieron- una serie de
experimentos en los que se estudiaba el efecto del pH del
medio de incubacidén sobre el transporte de Gly-Sar en
enterocitos,

Se hon ensayado cuatro valores de pH 7,4; 6,0; 5,5
y 3,0, en presencia de Ha* y con células aizladas o pH
7,4,

A pH 6,0 3e observa ung estimulacidn tanto en ia
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Tabla 1X. Efecto del pH del medio de incubacién sobre la
entrada de 1 wll Gly-Sar, en células gisladas
de intestino delgado de pollo. Datos % SEN.

nmol Gly-Sar / yl agua celular

n T {min): 5 10 20 40

pH 7,4 24 1,5 2,3 3,1 4,0
£ + + +

0,08 0,10 0,12 0,10

pH 6,0 15 1,5%* 2,7 3,55 4t
+ + + +

0,12 0,17 0,14 0,15

pH 5,5 2 1,4 2.1 3,0 3,6%*
+ + % +

0,18 0,17 8,17 6,09

pH 5,0 7 0,3* 0,5% 8,9%

1+
-+
I+

%

X Xk *%
p<0,001; 0,01>p>0,003; 0,03:p>0,023,

Los datos se compararon con los obtenidos a pH 7,4 (controles).
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Fig. 17. Efecto del pH extracelular y del iondforo de H*,
FCCP, sobre la entrada de G6ly-Ser (1 all) en
enterocitos aislados. Las célulaos fueron aisladas a pH
7,4 e incubadas a pH 7,4 (e,0}, 6,0 {A,A}, 5,5 (M,0) o 5,0
(k). ElI FCCP, disueito en etanol absoluto, se afiadié a
una concentracién final de 50 pit (simboios blancos).



Tablia 4. Hedida del volumen intracelular a diferentes
pH. Se utilizé 3-OMG {1 oM} y florricina (0,25 nl).
El tiempo de incubacidn fue de 30 min. Loz datos
representan valores medios (¥} occompafiados de zu error
estdndar (2} y n ez el nimero de determinaciones para
cado condicidn experimental,
pl agva celvlar/mg proteina
pH: 7,4 6,0 5,0
p 4 3,6 3,5 3,6
+ + e A
z 8,1 0,1 0,1
n (12) (6} (6)

99
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velocidad inicial como en la acumulacidn intracelular del
dipéptido alcanzada en el estado de equi!ihria {ver Tabla
IK y Fig. 17). No asi a pH 5,3, donde los valores fueron
muy similares o los obtenidos o pH 7,%. Por otro lodo, a
pH 3,0 el sistemo de transporte parece ser no funcionql R
ya que despuéé de 40 wminutos de incubacidén la
concentracidn intracelular de Gly-Sar fue similar a la
presente en el medio de incubacidn.

El volumen intracelular no se modificéd al varior el
pH del medio de incubacién {Tabla X).

También estudiaomos la entrada del dipéptido a pH
6,0, en ausencia de Na'. Come se puede observar en la
Tabla Xl y Fig. 18, Lo disminucidn del pH no modificd la
entrada de Gly-Sar al eliminar el MHa' del medio de

incubacion.

. EFECTO DEL FCCP.

La presencia del iondforoc de protones FCCP
{carbonil cianida p~trifluorometoxifenilhidrazona)
inhibié la captacidn de Gly-Sar a los tres valores de pH
ensagyados (7,4, 6,0 y 5,5) (Tabla #11 y Fig. 17).

Con objeto de clarificar si la accidn del FCCP era
debida a wuna inhibicién especifica del transporte

dependiente de protones, estudiamos el efecto del FCCP



101

Tabla X!. Entrado de 6Gly-Sar en céluias aisladas de
intestino delgado de pollo, sin Ha® y con
distintos pHs del medio de incubacioén.

nmol Gly-Sar/ul agua celular

i T {min): 5 10 a4
oH 7,4 8 0,7 0,9 1,1 1,7
| * : 1 %
0,04 6,1 8,1 0,1
pH 6,0 8 0,6 0,9 1,2 1,5
+ + . %

0,06 0,1

[~ ]
-
[\

9,2




nmoles Gly-Sar/pl agua celular

10 20 30 40
minutos

Fig. 18. Entrada de 1 all 6ly-Sar en células aisladas de

intestino deigado de pollo, en ausencia de Na*, a pH
7,4 (®) y a pH 6,0 {O).
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sobre la coptacidn de 3-0MG. Este sistema de transporte
ha sido ampliamente estudiado, y es bien conocido que
depende del grediente transmembrana de Na*. En la Tabla
Al y Fig. 19 se puede observar que el FCCP disminuyd la
entrada del azicar.

Los efectoé del pH y del FCCP sobre la coptocidn de
sustratos no fueron debidos a combios en el volumen
celular, ya que ninguno de ellos modificd
significat ivamente este pardmelro {ver Tablas K y A1V},

Para wer si lo Gly-Sar se unio a componenies
intracelulares, en cuyo caso la acumulacién intracelular
alcanzada en el estado estacionaric, 3,6 sl {ver opartado
I11. 3 de Resuliados) no seria real, realizamos una serie
de experimentos en los que el FCCP (25 pit) se ofiadid a la
suspensidn celular cuando ya se habia alcanzado el estado
estaciongrio de acumulacién para la Gly-Sor. En este
momento y dodo que el FCCP inhibe la acumulacidn del
dipéptido en el estado estacionario, deberiomoz observar
ung salida del mismo desde el interior de las células,

En la Tobla A y Fig. 20 se muestra como el FCCP
provocd una zalida del dipéptido, aproximdndose su
concentracion intracelular, al cabo de 30 minutos, a la
concentracion del medio extrocelular. Esta observacion
nos indica que las células son copaces de establecer un

grodiente real pora el dipéptido. Se ha calculado
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Tabla A11. Efecto del 50 ull FCCP sobre la entrada de 1 all
Gly-Sar en enterocitos aislades de pollo, a
distintos pHs del medio de incubacidn.

nmo! Gly-Sar / ul agua celular
n T {min}: 5 10 20 48
pH 7,4
Control 8 1,7 2,7 3,3 4,2
+ * + 4
0,06 0,06 0,15 0,15
FCCP g 1,0% 1,3* 1,8% 1,9%
* * * *
0,06 0,08 0,13 0,11
pH 6,0
Control 8 2,0 3,1 3,8 4,7
* * * *
0,19 0,15 0,19 0,20
Feep 8 0,5% 1,2* 1,4* 2,0*
* + + +
0,14 0,12 0,11 0,14
pH 5,5
Control 7 1,4 2,1 3,0 3,6
+ + t *
0,18 0,17 0,17 0,09
FCCP 7 0,6% 1% 1,4* 1,8%
* + + *
0,02 0,09 0,20 0,24

*

* \
2<0,001; ** 0,005:p50,001; *** 0,0055p50,025; respecto a los valores

control.
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Tabla X111, Efecto del FCCP sobre la entrade de 1 slt 3-0H6
en enterocitos aislados de polle.

nmol 3-OMG / pl agua celular

n T {min): 5 10 20 40
Control 4 3,3 4,2 5,0 6,6
+ % % +
0,12 0,14 0,19 0,28
FCep (25 pyh) 4 1,0" 1,1* 1,2* 1,3*
+ + + +
0,10 0,12 0,09 0,10
Feep (S50 ul) 4 1,2 1,1* 1,4% 1,8%
* % + +
0,10 0,03 6,05 0,10

p<0,001 respecto & los valores comtrol.



nmoles 3-OMG / pl agua celular

10 20 30 40
minutos

Fig. 19. Efecto del FCCP sobre la entrada de | afl 3-0l6 en
enterocitos aislados de pollo. Se ensoyaron dos
concentraciones de FCCP: 25 (A) y 50 uft (W), Control: e,
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Tabla X1U. Efecto del FCCP sobre el valumen intracelular.

#l ague celnlar/mg proteina

Control FCCP

% 3,6 3,5
4 +

Z 0,2 8,2
I £3) (3)
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graficamente lu velocidad inicial de salida de la

Gly-Sar, traozonde la tangente a la curva de salida. El

1

valor obtenido es 0,25 nmol x min™' x pl agua celular.
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Tabla 2ZU. Efecto del FCCP {25 ull) sobre la acusulacidén en
el estado estacionaric de Gly-Sar (1 ufl} en
enterocitos aislados de pollo. El FCCP se afiadid a
los 30 minutos de incubacitn,

nmol Gly-5ar / pl agua celular

n T {min): s 15

W
oD

32 35 45 &0

Control 12 2,5 44 45 4,6 4,7

@
M
W

"+ W

+
=
"
+
-+

0,4 0,1 6,4 6,1 o041 0,1 0,1

Feep 5 z8 3,2 23% 19*
(25 pif) £ -4 £ +
5,2 0,2 0,2 032

* pe0,001 respecto al control.



nmoles Gly-Sar/pl agua celular

Fig 20.

10 20 30 40 -850 60
minutos

Acumulacion de 1 ol Gly-Sar por enterocitos (®). Ei
FCCP (25 uM) indujo la saiida de Gly-Sar desde enterocitos
aislodos que habian establecido un gradiente del dipéptido
en el estado de equilibrioc {0). Lo velocidad inicial de
salida reprentada por la tongente a la curva de salida
(linea discontinua) es 0,25 nmol/minuto/ul agua celular,
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111, 9. EFECTO DEL RNILORIDE.

9.1. EFECTO DEL ANILORIDE COH DIFERENTES pH EM EL HEDIOD
DE 1HCUBRCIDH.

Dodo que eﬁ fo bibliografia se ha sugerido que el
efecto de lo ausencio de sodio sobre el transporte de
dipéptidos sea indirecto y producido por la inhibicidn
del intercombiador Ha'/H* al eliminar el NHo* del medio
(Ganapathy et al.,1981; Ganapathy y Leibach, 1985},
realizamos ung  serie de experimenios en los que
estudiaonos el efecto del amiloride (inhibidor de dicho
intercambiador} sobre el tronsporte del dipéptido,
Gly-5ar, y del azicar, 3-00G. Una inhibicién del
intercambiador Ho'/H* tendria efectos opuestos zobre un
sistema de transporie dependiente de Ha' y sobre un
sistema de tronsporte dependiente de H'. El primero seria
estimulado, mientras que el zegundo zeria inhibide. Por
ello, =i el oantiporter Ha'/H® estd  presente en
enterocitos y estd implicads en el tronsporte de
dipéptidos, cabe esperar que el omiloride disminuga lg
captacidén de Gly-Sar y aumente la de 3-OMHG,

Los resultados {Tabla U1 y KUII y Fig. 21 y 22)
muestran que cuando el amiloride (1 M) fue afiadido al

principioc del periodo de incubacidn la captacién de 3-0MG
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Tabla RUl. Efecto del amiloride (0,5 y 1 all) sobre la
entrada de 1 all 3-0A6G y 1 sfl 6ly-Sar en células
gisladas de intestino delgado de pollo, a pH

7,4.
nmol/ pl agua celular
n T {min): 5 10 20 40
61y-Sar
Control 8 1,3 2,0 2,8 3,8
+ + + +
0,08 0,08 0,14 0,13
Amiloride £ 1,1 1,4% 2% 2,6%
(0.5 mi) % % b 4 t
0,06 0,12 0,11 0,16
Amiloride 6 g,5% 1,5  g2,0* 2,6*
(1 ml) % 4 1 k4
0,06 0,11 8,11 0,13
3-on6
Control 12 2,7 4,1 5,0 6,4
% % + t
0,2 0,2 0,2 0,2
Amiloride 8 2,0 3,8 4,3 6,2
(0.5 mlf) z x 1 t
0,2 0,2 0,2 0,4
Amiloride 10 2,4 3,9 4,8 6,5
(1 mM) b % k.4 t
0,2 0,2 0,1 0,4

*%
p<0,001; 0,005:p:0,001; respecto a los valores control.



Fig 21.

nmoles 3-OMG /pl agua celular

nmoles Gly-Sar/plagua celular

| 1 1 I
10 20 30 40
minutos

Efecto del amiloride sobre la entrada de 1 all 3-0H6
(R) o 1all Gly-Sar (B) en enterocitos aislados de
pollo. Las células fueron incubadas en medio con
[Na+]= 80 mh y pH 7,4, en ausencia (®) y presencia
de amiloride: 0,5 (W) y 1 nll (4).



Tabla RUII.
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Efecto del 1 all aniloride sobre la entrada de

1 sl Gly-Sar y 1 aft 3-0H6 en enterocitos
aislados de pollo, a pH 6,0.

neol / ul agua celular

n T {min): 5 10 20 40
6ly-Sar
Control 7 1,7 2,2 3,3 4,7
t t t £
0,10 0,17 0,16 0,23
Amiloride 7 1,6 2,6 2,4 4,9
(1 mM) + A ¥ +
0,15 0,16 9,17 0,25
3-0n6
Control 6 2,9 4,3 5,1 6,5
' % £ t +
0,2 0,1 0,3 0,5
Amiloride 6 2,9 4,1 5,0 6,4
{1 ni) . 4 b4 %

0,3 6,1 0,3 0,5




nmoles 3-OMG/pl agua celular

nmoles Gly-Sar/pl agua celular

| ] 1 1
10 20 30 40
minutos

Fig. 22. Efecto del amiloride sobre la entrada de 1 afl 3-00G
{A) o 1 alt Gly-Sar (B) en enterocitos aislados de
pollo. Las células fueron incubadas en medio con
[Na*]J= 80 mll y pH 6,0 en presencia (®) y ausencia de 1 nll
amiloride (O},



Tabla RUlIl. Efecto del amiloride (0,5 y 1 =ft}) sobre

volumsen intracelular.

ul agua celular/mg proteina

[Amiloride] (ml): 0 6,5 1
X 3.6 3,2 3,8
+ t +
z 6,2 6,3 6,3
n (6) (6) (6}
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el
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no fue afectada ni a pH, 7,4 ni a pH, 6,0, mientras qus
la captacion de Gly-Sar fue inhibida, o pH 7,4, tras 40
minutos de incubacidon (308 inhibicidn), no siendo
modificada o pH §,0.

La prezencio de omiloride en el medio de incubocidn
no alterd el vslumen intracelular (Tabla #ULH).

La ausencia de efecto del omiloride sobre la
acumulacién  de  3-00G, en nuestras  condiciones
experimeniales, podria deberse o que dicho fdrmoco
necesita un tiempo paro alterar los gradientes de NHo* y
H*., Por este motivo repetimoz los experimentos con
células que previamente habian zido preincubadas, durante
153 minutos, con | nfl aniloride y luego incubadas con los
distintos sustrotos en estudio, en presencia también de
1 nlt amiloride.

Comparando loz datos de lg Tobla ¥1¥ con los de la
Tabla XUl podemoz observar que la preincubacidn de las
células "per se” disminuye la capiacién de los distintos

sustratos [ ~ 20 % 3-0HG y 30 % Gly-5er). Esta

disminucion no fue debida a ung variacidn del volumen

intracelular {Tabla 4¥11).

n a los efectoz producidos por el

[ (2N

En relaci
amiloride, bajo eztaz condiciones experimentales, la

Tabla HIA y Fig. 24 muestra que el amiloride estimuld
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Tabla XI8. Efecto del 1 all amiloride sobre la entrada de
1 all 3-016 y de 1 all 6ly-Sar en células aisladas
de pollo, a pH 7,4. Las células fueron preincubadas
en presencia de 1 mll amiloride durante 15 minutos,

nmol Gly-Sar / pl agua celular

n T {(min): 1 10 20 40
Gly-Sar
Control 5 0,7 1,2 1,8 2,7
+ + £ +
0,1 0,1 0,04 0,1
Amiloride 5 3% g,8%%* 1,1%% 1,6%*
+ + + +
0,08 0,1 0,2 0,3
3-0N6
Control 5 1,5 2,5 4,6 5,5
+ * t +
0,2 0,2 0,2 0,03
Amiloride 5 1,2 4, g¥tE g gt a1*
* * + :
0,2 0,3 0,5 0,6

* p,005ps0,001; **
respecto al control.

0,01>p>0,005; ™** g 0255pr0,01;

Brxk 0,05:p>0,025;
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Tabla 88. Efecto del 1 mfl amiloride sobre la entrada de
1all 3-016 4y de | ull 6ly-Sar en células aisladas
de pollo, a pH 6,0. Las células fueron preincubadas
en presencia de 1 oMl amiloride durante 15 minutos.

nmo! / pl agua celulor

n T{min): 1 10 20 40
3-0H6
Control 6 0,7 3,1 5,0 6,7
+ * + +
0,05 8,3 0,1 0,2
Amiloride 6 0,7 3,0 4,4 6,9
+ £ + *
0,3 0,3 0,4 0,5
Gly-Sar
Control 11 0,7 2,2 3,0 4,1
+ % + £
0,1 0,1 0,1 0,2
Amiloride 11 0,4 1,3* 2,3% 3,2%

%

0,1 0,1 0,1 8,1

-+
1+
i+

p<0,001; respecto a los valores control.
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Tabla X#l. Efecto del 1| all amiloride sobre la entrada de
1 =l Gly-Sar en enterocitos aislados de pollo,
a pH 5,9. Las céluias fueron preincubadas en
presencia de 1 mil amiloride, durante 13 minutos.
nmo! Gly-Sar / pl agua celular
n T {min): 10 20 40
Control 10 1,2 2,0 3,0
* b4 +
0,1 8,1 0,2
Amiloride 10 g,8%* 1,3% 1,9%
' + + -
0,1 8,1, 0,

*
p<0,001; ** 0,0255p50,01



nmoles 3-OMG/ pl agua celular

nmoles Gly-Sar/pl agua celular

10 20 30 40
minutos

Fig. 23. Efecto del amiloride sobre la entrada de 1 all 3-0H6

(R) y de 1 sl Gly-Sar (B) en células aisladas de
intestino delgado de polle, a diferentes valores de
pH en el medio extracelular. Las células fueron
preincubadas en presencia de 1 il amiloride, durante 15
minutos, en medio con [Ma*]= 80 mlt y pH 7,4, e incubadas
con omiloride 1 nmit, a pH 6,0 (®,0) y a pH 5,5 (A,A), La
concentracién de Na® fue en todos los medios 80 aH. Los
simbolos blancos indican i{a presencia de amiloride,
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Tabla X811. Efecto del 1 afl aailoride sobre el volumen
intracelular. Loz células fueron preincubadas en
presencia de 1 mM omiloride. El volumen se determind
a los 30 minutos.

pl agua celular/mg proteina

[Amiloridel{mh): 0 1
% 3,5 3,5

+ +
) 0,4 0,5

n (4) (4)
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(30%) la captucion del azdcar e inhibida (40%) la del
dipéptido, a pH 7,%, desples de 40 minutos de incubacién.

Cuandoe el valor del pH extracelular fue 6,0 el
amiloride no afectd la coptacién de 3-ONMG. Sin embargo,
tanto o pH 5,0 como a pH 5,5 la entrada de Gly-Sar fue
inhibida en un 20 y un 37 ¥ respectivamente, tras 40

minutos de incubacidn (Tablas BW y KWl y Fig, 23).

. EFECTO DEL RRILORIDE CON DIFERENTES GRADIENTES DE
S0D10.

Para comprobaor si los efectos del amiloride eran
dependientes de fa concentracién de Hg' extracelular,
se estudid el efecto del aniloride o distintos gradientes
de MHa®. Las células fueron preincubadas, durunte 15
minutos, en medio estdndar que contenfa 1 ol amiloride, y
a continuacién incubadas en medio con diferentes
concentraciones de Ha® (80, 40 y 0 alt},

Los resultaodos muestran (Tabla HAIIl y Fig. 24) que
o 60 mh Ha+, el omiloride aumentd fg coptacidn de 3-O0G
{30 ¥ despies de 40 minutos de incubacién}, y tuvo un
ligero efecto a 40 al Ma* . En el medio libre de ﬂa+, la
concentracion intracelular del azdcar fue similar a la
del medio extracelular, con independencia de la presencia

o no de amiloride en el medio de incubacidn.
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Tabla XX111. Efecto del 1 all amiloride sobre la entrada de
1 alt 3-DH6 en enterocitos aislados de pollio a

pH 7,4 y con distintas [Ha’l . Las células
_fueron preincubadas con 1 mifl amiloride durante 15
minutos,

nmol 3-0MG / p! agua celular

n T {(min): 0,33 0,66 1 10 20 40
[Ha®’]1 = 80 wh
Control 5 0,7 1,1 1,5 3,5 4,6 5,5
+ + + + * +
9,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,03
Amiloride 5 08 o8 1,2 48 64" st
* + * - * t
0,4 0,2 0,2 0,3 0,5 0,6
[Ha*] = 40 ait
Control 3 0,4 0,8 1,2 2,7 3,4 4,1
+ + + + + +
0,1 0,1 0,3 0,6 0,7 0,4
Amiloride 3 0,2 0,6 0,9 2,0 2,8 4,0
+ + + + + +
6,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3
[Ha*] = 0 al
Control 3 0,6 6,4 0,5 0,8 1,0 1,2
+ % + + + +
0,1 0,3 0,4 0,1 0,0 0,2
Amiloride 3 0,2 0,3 0,5 0,9 1,4 1,2
+ + + * + +

0,1 0,1 0,2 0,6 0,3 8,2

*

¥ *%
g,005:p>0,001; 8,025>p>0,01; * 0,05:p50,025; respecto a los valores control.



Tabla XZ1U. Efecto del
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f all aniloride sobre la entrada de

lafl Gly-Sar en enterocitos aislados de polic, a
pH 7,4 y distintas concentraciones de Ha' del
medio de incubacién. Las células fueron preincubadas
durante 15 minutos con 1 mll amiloride.

nmol Gly-Sar / pl agua celular

n T {min): 1 10 20 40
[Ha*] = 80 an
Control 5 6,7 1,2 1,8 2,7
* * + +
0,1 0,1 0,04 0,1
Amiloride 5 g,3** 0, g** 1,1* 1,6¥
+ + * +
0,08 9,1 0,2 0,3
[Ha®] = 40 =N
Control 5 8,5 0,8 1,6 1,8
+ + + +
0,1 0,1 0,2 0,2
Amiloride s 0,3 0,5 g,9%* 1,1%*
* % * *
0,1 0,1 9,1 0,1
[Ha*] = 0 =l
Control 5 0,4 0,8 6,9 0,8
+ 2 + +
0,1 0,3 0,2 0,1
Amiloride 5 0,2 0,4 0,6 0,7
+ + + *
0,04 0,2 0,2 0,2

*
0,01>p>0,005;** 0,025:p>0,01 respecto a los valores control.



Fig. 24.

nmoles 3-OMG/pI agua celular

nmoles Gly-Sar/pl agua celular

minutos

Efecto del amiloride sobre la acumulacidn de 1 aff
3-006 (A) y 1 alt 6ly-Sar (B} por enterocitos
aislados de pollo, a diferentes concentraciones de
Ha* extracelular. Las células fueron preincubadas
durante 15 minutos con 1| ull. amiloride e incubadas en
presencia de 1 mll amiloride en medios con concentraciones de
Na®: 60 (®,0), 40 (A,A) y 0 nfl {(m,0). Los simbolos en blanco
indican la presencia de amiloride. En cada medio el wvalor
del pH fue 7.4.



Cuando el sustrato fue Gly-Sar, el amiloride
inhibié su captacidon en un 40 y un 50 &, a 80 y a 40 mft
Hu+, respectivamente, y no tuvo efecto en el medio sin

Ha® (Tabla 81U y Fig. 24).
y Fig

EFECTO DEL ANILORIDE SOBRE LA ENTRADA DE 2-DOG.

-

Diversas sustancies, como la teofilina, floretina y
citocalasina B, son capaces de aumentar lo acumulacidén
intracelular de ozucares en el estodo estacionario,
‘siendo este efecto producido por una inhibicidn del
sistema de transporte independiente de Na* y localizado
en la membrana bosolateral (Randles y Kimmich, 1978).
Dado que el amiloride estimulabae la acumulacion del
azucar podria esto deberse, en parte, a un efecto schre
dicho sistema de transporte.

La 2-deoxiglucosa (2-BOG) es un sustrato con gran
afinidad por el sistema de transporte independiente de
Nu+, y que no puede utilizar el sistema dependiente de
Ha+, por lo que es el sustrate de eleccidn para
determinar si la accidén de una sustancia se realiza schre
dicho sistema de transporte

Los resultados obtenidos (Tub!a.RKU) muestran que
el amiloride no modificd el transporte de 2-D0G, por lo

que sus efectos sobre el transporte de 3-ONG no son
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debidos @ una inhibicién del sistema basolateral de

transporte de azlcares.
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Tabla H3U. Efecto del 1 all amiloride sobre la entrada
de 1 all 2-006 en enterocitos aislados de
polio. Las células fueron preincubadasz con 1 all
amiloride durante 15 minutos.

nmol 2-D06 / pl agua celular
n T (sg): 20 40 60

Control 4 6,2 0,3 0,5
+ + +

0,03 0,03 0,03

flmiloride 4 0,3 0,4 0,6
+ * F 3

9,03 6,03 0,05




HH

10, EFECTO DE LR NOHENSIHA.

La monenzina es un ionéfore de MNa' y favorece el
intercambio de Na* por H' o través de la membrana celular
(Montrose et al., 1985). Esto implica que la adicién de
monensina podria invertir los efectos del amiloride sobre la
captacion de Gly-Sar y ﬂe 3-01G. | v

Las Tablas XRUI, RRULL, RRULLD y BXIX y las Fig. 25 3;26
muestran que cuando la monensina se afiadid a las células al
mismo tiempo que el amiloride {es decir las células fueron
preincubadas, durante 15 minutos, con ombas sustancias y luego
incubadas con los distintos sustrates y modificantes), fos
efectos del omiloride sobre la captacidn de 3-01G y de Gly-Sar
fueron, efectivamente, anulaodes por la monensina, en todas las
condiciones estudiadas, indicando que el amiloride y la
monensina tienen efectos opuestos y sugiriendo gque el primerc
estaba actuande sobre el antiporter Na'#HT, como habia sido

descrito para estas células por Hontrose et al., 1985,



Tabla XRUI.

Efecto del 1 all aniloride y 10 1 monensina
sobre la entrada de | all 6ly-Sar. Llas células
fueron preincubadas (15 minutos) e incubadas con
amiloride y/o monensina, a pH 7,4.

nmol Gly-Sar / uyl agua celular

n T {min): 1 10 20 40
Control 6 0,5 1,1 1,8 2,6
% + + +
0,1 0,1 0,1 0,3
Amiloride 6 0,3 0,9 1,2% 1,7%*
+ * + *
0,1 9,1 0,2 0,2
Honensina 6 0,5 1,6 2,0 2,7
+ + + :
0,1 0,2 8,1 0,3
Aniloride
+
flonensina 9 85 1,3 1,8 2,2
+ + + +
0,04 0,1 9,1 0,1

¥ k%
0,025:p>0,01;

0,059>p>0,025; respecto & los valores control.
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Tabla XRUIl. Efecto del 1 ull aniloride y 1079 1 wonensina
sobre lo entrada de | =l 3-OHG en enterocitos
aislados de pollo. Las células fueron preincubadas
con amiloride y/o monensina, a pH 7,%.

nmal 3-0MG / pl agua celular

n T (min): 1 10 20 40
Control 6 8,9 3,4 4,7 5,5
* 3 3 *
0,1 0,3 0,3 0,3
Rmiloride & 1,1 4,30 6,4*¥ g,3%
+ + + %
0,2 0,1 0,4 0,6
Honensina 6 0,8 3,5 4,2 5,1
+ * + +
0,2 0,3 0,4 0,5
Amiloride +
+
flonensina & 0,7 2,8 3, 4%%KF 44
+ + + +
0,1 0,3 6,4 0,6
* 5,005:p50,001; ** 0,015p50,005; 8,0255p50,01; **** 0 05:p50,025;

respecto a los valores control.
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nmoles Gly-Sar/pl agua celul

nmoles 3-OMG/ pl agua celular
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Fig. 25. Efecto del amiloride y de la monensina sobre la
entrada de | sfl 3-016 y 1 all 61y-Sar en enterocitos
gislados de pollo, a pH 7,4. Las células fueron
preincubadas, durante 15 minutos e incubadas en presencia
de | mll amiloride y/o 1070 monensina, en medio conteniendo
60 mit Na* y pH 7,4. e, control; o, 1 nll amiloride; a,
1070 1 monensing; m, 1 alt amiloride + 106 4 monensina.



Tabla RXVUI11. Efecto del 1 all aniloride y 107% It monensina
sobre la entrada de 1 mil 6ly-Sar en enterocitos
agislados de pollo. Las células fueron preincubadas
{15 min) e incubadas con amiloride y/o monensina, a pH

6,0.
nmol Gly-Sar / pl agua celular
n T(min): 1 10 20 40
Control 5 0,9 2,2 3,0 4,6
+ + * +
0,2 6,1 6,1 0,3
Aniloride = 0,6 1,3% YR S 3,3%¢
3 * * %
0,1 0,1 0,2 0,2
Nonensina 5 0,8 1,9 2,6%%* 4,0
b + * %
8,1 0,2 0,1 0,3
Amiloride
+
Nonensina 5 1,2 t,9 2,6 4,3
+ * * *
0,2 0,2 0,2 0,3
¥ pco,001; ** 0,015p50,005; *** 0,025:050,01; respecto a los valores

control.
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Tabla REIR. Efecto del 1,25 all aniloride y 10751 monensina
sobre la entrada de 1 sll de 3-816 en enterocitos

Las células fueron preincubadas
(15 minutos) e incubadas en presencio de 1 ul amiloride

aislados de pollo.

y/o monensina, a pH 6,

0.

nmol 3-0MG / ul agua celular

T (min): 1

n 10 20 40
Control 5 0,7 2,3 2,2 4,5
+ + + £
0,1 0,3 0,1 0,3
 fAmiloride 5 1,1% 2,3 3,2 4,2
£ + £ £
0,1 0,3 0,1 0,3
Honensina S 0,7 2,0 2,7 3,8
+ + % *
0,2 0,2 0,2 0,3

Rmiloride

+

Honensina 5 1,2* 2,3 2,8 4,3
+ + + +
0,1 0,2 0,2 0,2

x
0,025>p>0,01; respecto a los wralores control.



nmoles Gly-Sar/ pul agua celular

nmoles 3-OMG /pl agua celular
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10 20 30 40
minutos

Fig. 26. Efecto del amiloride y de la wmonensina sobre la
entrada de 1 aff 3-016 y 1 sfl 6ly-Sor en enterocitos
agislados de pollo, a pH 6,0. Las células fueron
preincubadas, durante 15 minutos e incubadas en presencia
de 1 all amiloride y/o 107® N nmonensina, en nedio
conteniends 80 mff Na* y pH 6,0. e, control; o,1 il

amiloride; A, 10'6 H monensina; m, | ol amiloride + 10'6 ]
monensing,
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11, EFECTO___DE LA L-LEUCINR, 3-0HG ¥ GLICIL -

SARCOSINA SOBRE LA SALIDA  DE NA2Z2 DESDE ENTEROCITOS
PREVIANENTE CARGADOS CON HAZZ,

Ya hemos visto como la eliminacién del Ma' del medic de
incubacidén reduce, auﬁque no anula, el transporte de Gly-Sar
en enterocitos aislados de pollo. Por otro lado, el amiloride
inhibe la captoacidn del dipéptido, lo que podria indicar que

el efecto del Ha' es indirecto y debido a la inhibicién del

~ intercambiador Nat-HY.

La entrada a las células de un sustrato cuyo tronsporte
esté acoplodo al Ha* estimulard la bomba de Ha'-K* y, por lo
tanto, la salida del i6n. Por ello, oiro método experimental
para averiguar 3i la relacién entre el tronsporte del
dipéptido y el Ha' ez o no directa, ez el de estudiar el
efecto de la Gly-Sar sobre la salida de No°2 desde enterccitos
previamente cargades con Ma2,

Para comprobar este hecho, estudiamos, en condiciones
cantrol y en presencia de 20 alt L-Leucing y de 20 all 3-0HG, lo -
salida de Ha?? desde enterocitos previomente cargados con
Na2, Lo realizacidn de esztos experimentos se desarrollo como
se indica en el apartado |1, 5. 4 de Haterial y Nétodoz, La
osmoloridad del medio de incubocidén se mantuvo dismihugendo la
cantidad de manitol {(en 20 mM). E!l § de Na22 remanente en las

células se midid tanto a partir del Hu22 que aparecia en el
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medio extracelulor, como del que permanecia en el interior de
los enterocitos, Lbs resultados se recogen en las Tablas KX y
KRl y Fig. 27, observindose que efectivamente, ambas
sustancias estimularon la salida de Nazz, siendo las
constantes de velocidad, expresadas en min ! 0,126 {control);
0,173 { en presencia de 20 M L-Leucina) y 0,224 {en presencia
de 20 mll 3-OMG).

Sin embargo, la Gly-Sar (20 wift) no modificé la salida
del idén, lo que parece indicar que el dipéptido no se

cotransporta con Na* (k= 0,137 ain~1),
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Tabla RXX. Solide de No?2 desde células previamente
cargadas, en condiciones control y en presencia
de L-Leucina {20 all) y de Giy-Sar (20 all). Los
muestras se tomaron del wmedio extraceluler. ki
constante de velocidad.

¥ ¥a22 remanente en las células k(minf‘)
n T {ain): 2 4 8 12

Control: Q 5 55 37 22 0,126

+ + + * *

3 5 5 5 0,011
L-Leu: 5 s 4a® %% g3 0,173

+ + + + *

3 4 2 2 0,015
Gly-Sar: 3 73 55 K 20 0,137

+ + + + +

& 4 4 4 0,019

* .k kR :
0,005>p20,001; 0,025p>0,01; 0,05>p>0,025; respecto zl control.
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Tabla RE¥l. Salida de Hazz desde células previasente
cargadas en presencia de L-Leucina (20 nfl) y
de Gly-Sar €20 all). Las nuesiras se tomaron
desplies de romper el pellet. k: constante de
velocidad,

% Ma%Z remanente en las células k(min~1)
n T (min): 2 4 8

Control 12 73 59 24 0,127

x * * t

2 2 1 0,004
L-Leu 4 66** 4g*** ot 8,170*

t * * 1

1 2 2 - 0,007
3-016 3 55% as* 1% 0,224%

+ % % i

1 1 0,007
G1y~S5ar 12 72 58 24 0,137

t + + t

Z 2 1 9,005

R ¥¥
pel,001;

£ 3 2 3
0,01>p>0,005; 3,05:>p>0,025,; respecto al control.
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Fig. 27. Salida de Ha22 desde enterocitos previamente cargados con
Na22. Dicha salida se ensayé en condiciones control (@) y en
presencia de distintos sustratos: L-lLeucina (A), 3-0MG (m) y Gly-Sar

(o).
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11, ESTUDIO _DEL TRANSPORTE DE GLICIL-SRRCOSINR EM CELULAS

DEPLECIOHADAS DE ATP.

Loz  enterocitoz deplecionodos de ATP hon  zido
utilizados para estudiar el efecto del potencial de membrana
y de los grodientes idnicos zobre el tronsporie intestinal de
azicares dependiente de MHa®. Este tipo de preparacidn ez
Semejante al de vesiculas aisladas de! borde en cepillo, ya
que tiene blogueadas las bombas iénicas,’ pudiéndose
modificor la composicidn del medio introcelulor. Las células
deplecionadas de ATP presentan algunas wentojos, respecioc a
las prepabaciones de vesiculas de borde en cepillo, uya qué
éstas pueden haober sufrido alteraciones en lus propiedades de
las membronos duronte el proceso de obtencién y ademds, las
células, daodo su gron tamofio permiten obiener acumulociones
transitorias {overshosts ) nds prolongadas.

Los células fueron aisladas y deplecionadas segin el
método descriio por Carter-Su y Kimmich (1979 y 1980). Estos
autores obtuvieron enterocitos de pollo deplecionados de ATP
{con niveles de ATP de un 4 % respecto a enierocitos
normales}, tras un periodo de preincubacidén de 15 minutos con
30 uM rotenona y 200 pll cuabaina.

Utilizando las mismos condiciones (ver apartodo |}, 5. 2
de Material y Métodos) se realizaron inicialments una serie de

experimentos, encaminados a comprobar si las células, por
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nosotros aisladas, se comportaban de forma similar a las
descriius por dichos qutores,

En primer lugar, estudiamos la posible variacién del
volumen celular tras la deplecién, amidiende la entrada de
3-0MG en presencia de florricina. Los resultados obtenidos
indicaron que dicheo uéiumen no se modificaba (3,6 ¢ 0,2, n=8 y
35+ 0,1, n=8; en célules control y deplecionadas,
respect ivamente),

En la Tabla 44411 y Fig, 28 3¢ muestra la captacidén de
1 mll 3-OMG por enterocitos normales y deplecionados de ATP en
medio de incubacidén esténdar. Para deplecionarlas, las células
fueron preincubadas durante 15 minutos, en ousencia de Ha+,
con 30 uMl rotenona y 200 uMl ousbaina y, posteriormente
incubadas en medio estdndar (60 mM Ha') para imponer un
gradiente de Ha'.Se puede observar que la concentracidn de
3-0G en el estado de equilibrio en células control
{energizadas normalmente) es 7 wveces moyor que la
concentracidén en el medic de incubacién, Tombién se puede
observar en células deplecionodas la acumulacién transitoria
de 3-0NMG, si bien el alcance y magnitud de la misma fueron
inferiores a los descritos por Carter-Su y Kimmich (1979 y
1980). A los 20 minutos de incubacidn, la acumulacién de 3-OMG
queda totalmente anulada, ziendo loz niveles intracelulares
del azﬂcar préoximos a los obtenidos en presencia de

florricina, En este estudio, al igual que los autores citadeos,
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Entrada de 1 sl 3-0H6 en células control y
en células deplecionadas de ATP, en funciodn
del tiemapo de incubacidén. También 3e indica lo
relacidon de distribucién (R) del azdcar en célulaos
control y en células deplecionadas, respecto o lo
acumulacidn en presencio de florricina, Se expresa
la media y el error estdndar de 4 determinociones
para cada punto,

nmol 3-0MG / mg proteing

n Timin): 2 5 10 20 40
Fiorricina: 4 8,5 0,9 1,4 2,3 3,6
Contral: 4 9,2 15,0 12,4 19,9 26,2
£ £ + * *
2 2 3 1 1
B: 2,5 4,2 5,1 5,5 7,3
Deplecionadas: 4 3,3 £,5 4,9 4,6 4,5
+ + * + t
0,8 1 1 0,8 1
i

9,9 1,8 1,4 1,3 1,3




Relacion distribucion

minutos

Fig. 28. Entrada de 1 afl 3-0H6 en enterocitos deplecionados

de ATP, por tratamiento con rotenona y ouabaina. Las
célulaz deplecionndaz fueron preincubadaz durante 15
minutos en un medic sin NHa®, en presencia de 30 uit
rotenona y 200 pll ouabaina. Lo entrada de 3-00G se midid
en medio estdndar, conteniendo 80 mM Na* y Tris /CIH como
sistema amortiguador (O), o en medio de Hﬂaﬂq (80mM), en

cuyo caso el sistema amortiguador fue Tris / fcetato {O),
en ausencia {O,0) y presencia de florrizina (A}, En ambos
casos durante la incubocién el medio contenia 30 ull
rotenona, 200  pl ousbaina gy 200 uft  floretina,
Simultaneamente se midié la entroda de 3-0MG en células
normalmente energizadas (@),
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se afadia en el medio de incubacidn 200 uM floretina, un
potente inhibidor del sistema de transporte de aziucares
independiente de Na+, con el fin de obtener acumulaciones
transitorias mds marcadas.

Dado que el interés de nuestrs trabajo era estudiar el
transporte de dipéptidos en células deplecionadas de ATP, lo
primero que noz planteamos fue la necesidad o no de incluir
floretina en el medio de incubacién. Por ello estudiamos en
células normalmenie energizadas el posible efecto de la
floretina (200 M) y tecfilina (7,5 M) sobre la captacidn de
Gly-Sar {1 nl). Loz resultados se muestron en la Tabla K¥RI1T,
pudiéndose observar que lo presencia de estos compuestos no
modificé los niveles intracelulares de Gly-Sar. Por ello en
fos experimentos realizados con células deplecionadas de
RTP, y que describimos o continuacién utilizoamos un medio 3in
floretina.

Lo captocién de Gly-Sor por células deplecionadas de
ATP fue estudiada en dos  series de experimenios. En Ia
primera serie los células fueron sometidas g diferentes
gradientes de Ma® sin modificar el pH, que fue en todos los
casos 1,4, Para ello las células fueron deplecionadas en
medio sin Ma® e incubadas posteriormente en medios con
diferentes concentraciones de Na® (100, 80 y 0 mM). Como
puede obzervarse en la Tabla KR4IV y Fig., 29, bajo estas

condiciones, la wvelocidad inicial, y la concentracién
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Tabla HXZ111. Efecto de la teofilina (7,5 all) y de la
floreting (200 ull) sobre la entrada de 1
sl 6iy-Sar en enterocitos gaislados de

polio.

nmol Gly-5ar / pl aguo celular

n T {min): s 10 20 40

Control 5 1,3 1,7 2,6 3,1
* £ + +

0,1 0,04 0,2 0,3

Teofilina 5 1,4 2% 2 3,1
* + * t

0,1 0,1 0,3 2,3

Floretine 5 1,4 1,8 2,5 3.2
* + % £

0,1 8,1 0,1 8,2

# .
0,0255p>0,01; respecto al control.
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intracelular del dipéptido fue idéntica en las tres
condiciones experimentales, no observandose acumulacidn del
dipéptido.

En la segunda serie de experimentos, los células fueron
sometidos o diferentes gradientes de H' en un medio libre de
Na*. Para ello, laz células fueron deplecionadas en medio sin
Ha® @ pH de 7,4 e incubados posteriormentie en medios sin Ha* Y
con diferentes conceniraciones de H (pH ?,4; 6,0 y 5,5). Como
puede observarse en la Tabla KHEY y Fig. 29, bajo estas
condiciones la velocidad inicial y la acumulacién introcelular
del dipéptido fueron también iguales bajo las tres condiciones
experimentales, no observdndoze en ninguno de los casos

acumulacidn,
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Tabla HXZIU. Entrada de 1 all Gly-Sar en células deplecionadas de RTP,
a pi 7,4 y distintos graedientes de Ha*. Las células fueron
deplecionadas en medio sin Ha' {por tratamiento con 60 ulf
rotenona y 200 ull ouabaina), y posteriormente incubadas en
medios con distintas [Ma*]: 0, 80 y 100 aM.

nmol Gly-Sar / mg proteina

n T {min): 0,33 066 1 5 10 20 40
{Ha*1=0 utt 7 04 1,0 1,0 1,7 22 24 3,
' + t + + t * +

0,1 0,3 0,1 )

~
[3n]

0,3 0,2 9,1

[Ha’1=80 alt 7 5,4 05 #* oy 26 2,2 2,7

[
H
(TR

11
113
£3
-+
1+

5,1 0,2 o0,

[

0,2 0, 0,1 0,2

[Ha*1=100 all & 8,6 1,1 15 22 23 2,3 2,6
* + * * t * +
0,2 0,2 03 03 6,2 0,3 03

" . .
0,025:p50,01; respecto a 0 mif Hat.
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Tabla X3XU. Entrada de 1 sfl Gly-Sar en células deplecionadas de
ATP a distintos pH en el medio de incubacidn. La
preincubacidén y la incubacién se realizd en medio sin Ha+,
sustituido por manitol. Las células fueron deplecionadas de
ATP por tratomiento con 80 pM rotenona y 200 pM ouabainag,
durante 20 min, a pH 7,4 antes de iniciar la incubacién.

nmo! Gly-3ar / mg proteina

n T {min}: 0,33 0,66 1 5 10 20 40
pH 7,4: 6 6,7 1,4 1,5 1,4 1,8 Z,4 2,7
+ + + + % + +

0,2 9,2 0,2 ]

-
[
o

~
[

0,1 0,1

pH 6,0: 6 1,3 15 15 18 21 25 3,1%*
t + + + * + +
63 0,2 623 602 0,2 0,2 0,2

pH 5,5: 6 8,7 1,3 12  206% 22 24 25
+ * * + +

x
8,2 0,3 0,3 8,1 0,2 5,2 6,4

* 0,01p:0,005; * 0,05,p50,025; respecto a8 pH 7,4.
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Fig. 29. Entrada de 1 all 6ly-Sar en enterocitos

deplecionados de HTP, en presencia de un gradiente
interno de protones (A) o de sodio (B). En el primer
caso, las células fueron preincubadaz durante 15 minutos en
un medio sin HMHa® (sustituido por manitol), a pH 7,4
(conteniendo 30 pil rotenona y 200 uft ouabaina), e incubadas
en ausencia de Na® y con diferentes pH: 7,4 {O), 6,0 (O) gy
5,5 {A). En el segundo caso, la preincubacién se realizé en
las mismas condiciones, siendo las células posteriormente
transferidas a medios con distintas concentraciones de Ha®:
0 (m), 80 (@) y 100 mit (A}, y pH 7,4.



13. EFECTO DEL POTENCIAL DE HEHMBRAMA INDUCIDO POR_AMIONES

SOBRE LA CAPTACION DE 3-0MG ¥ DE GLY-SAR.

El uso de aniones con alta permecbilidad da lugar a la
creacion de potenciales negativos en el interior de la célula,
y en consecuencia, cuando se imponen gradientes gquimicos para

+ 4 ' * L] >
el Na junto con potenciules eléctricos, las células pueden
establecer gradientes para los azucares superiores a los

3 * * 3 » ¥ +
observados bajo la dnica influencia del gradiente de Na .

Por ello, realizamos una serie de experimentos en los

que el CINa fue sustituido por HB3HG (el anidn ND3' tiene

una perneabilidad superior al CI7). Las cédlulas fueron
preincubadas en un medio con tampdn Tris-Rcetato en vez de
Tris- CIH {con 200 uM oucbaina y 80 uM rotenona) e incubadas
en medio con nitrato sddico (ver apartado i1. 3. 1 de NHaterial
y Métodos). Bajo estus condiciones, observamos (Tabla XXXVl y
Fig.28) como efectivamente lo acumulacidn transitoria de 3-OMG

fue moyor que la observada al incubar en medio estdndar. En el

caso del dipéptido au entrada se vié ligeramente favorecida,

en los tiempos iniciales, al aumentar el gradiente de potecial
a través de la membrana (ver Tabla HRXUIl y Fig. 30). Sin
emborgo, no se observd acumulacidn  transitoria  del

misno.



Tabla RKXXUIT.

Entrada de 3-0N6 en células deplecionadas
de ATP, desples de preincubar con 80 ull rotencna
y 200ull ousbaina, Las células deplecionadas
fueron  incubadas en presencia de rotenona,
ouabaina y floretina, en medic de Hitrato Ha.
También se indica la relaciéon de distribucidon (B)
en células control y deplecionadas,

nmol 3-01G / mg proteina

n T{min): 1 5 10 2 40
Florricina: 4 0,4 1,2 2,2 2,4 3,5
Control: 4 4,6 10,7 13,4 18,8 22,1
+ + + + %
1 2 3 4 5
R: 1,3 3,1 3,8 5,4 6,1
Deplecionadas: 7 6,2 2,9 3.6 2,1 7,0
+ + + + +
0,4 0,6 0,8 8,8 0,6
f:

1,6 2,5 2,7 2,2 1,9




Tabla J3%UII.
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Efecto del anidon acosmpafante del Ha® en la
entrada de 1 wll Gly-S5ar en células
deplecionadas de ATP, por tratamiento con
rotenona y ouabaina. Los medios de incubacidn
utilizados con las células deplecionadas fueron el
medio estandar y el medio de Hitrato Ho.

nmol Glu-Sar / mg proteing

n T {min): 1 5 10 20 40
Nedio estdndar 6 1,1 1,6 2,1 2,2 2,7
+ + + + +

fledio Nitrato

0,07 0,1 0,4 0,2 0,1

15 1,6 23* 24 26 2,4
+ + + * *
0,2 0,2 0,1 0,1 0,3

§,01:p20,001; ok 0,03>p»0,025; respecto a los valores control.
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Fig. 30. Entrada de 1 afl 6ly-Sar en  enterocitos

deplecionados de ATP, en presenciac de un gradiente
de Ha* y diferentes gradientes anidnicos. Las células
fueron preincubadas en medioc con sistema tampdn Tris/Acetato
e incubadas en medio estdndar (A} o en medic de nitrato
sodico (@),
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14. EFECTO DEL POTEHCIRL DE DIFUSION DE K* SOBRE FL

TRAHSPORTE DE GLICIL-SRRCOSINA ¥ DE 3-00G.

Cuando los enterocitos son deplecionados de ATP en un
medio con alta concentracién de K (medio KG, ver apartado 1.
3. 1 de Material y Nétodos) y, posteriormente transferidos a
medios - con distintas concentraciones de diche idn, en
presencia de wvalinomicina {ionéforo de K'), se generan
potenciales eléctricos, debido al flujo de salida de K+, que
son mayores, cuanto menor sea la concentracidn de aste idn en
el medio extracelular.

Un sensor cuglitotivo del potencial de membrang es el
tetrafenilfosfonio {TPP*), cuya entrads en las células es
funcién del mismo., De esta forma, y bajo las condiciones
descritos oanteriormente, la entrada de TPP® aumentard al
disminuir la concentracidn extracelular de K,

En primer lugar, y pora comprobar experimentalmente la
generacidn de dichos potenciales, realizomos un estudio sobre
la entrada de TPP* (10 ult) en enterocitos deplecionodos de
ATP. Uno wvez deplecionadas las células de ATP, por el
tratomiento descrito (uer apartads 1. 5. 2 de Haterial y
Métodos), fueron  incubadas en medios con distintas
concentraciones de K, en presencia de 30 pg/ml  de
valinomicina. EI K fue sustituide por cantidades isooamdticas

de manitol, con excepcién del medic libre de K en Cuyo caso



Tabla RERVIII.

157

Entruda de TPP* en células deplecionadas de
ATP con distintos potenciales de weabrana.
Las células fueron aisladas y deplecionadus en
medio Kb, La incubacidn se llevo o cabo en medios
con distintas concentraciones de K', sustituide
poer cantidades isocosmdticas de wmanitol, coen
excepcion del medio libre de K', en Cuyo caso se
utilizo el medio NaG.

pmoles TPP* 7 mg proteina

[K*1i7lk*1e
{all) i T {min): 1 2 35 10
1407140 4 22 %3 77
£ + £
2 2z 4
120/120 4 40 51
* *
5 b
140735 4 ¥ 5o RRRX
i + +
1 4 0,7
148/06 4 2t g EEE kX
i % *
0,5 4 4
12670 4 QFEREK ) A KEK
* b
10 15

* pet,001; ** 0,005p:0,001; % 0,015p50,005; F¥*F g 085,p0,01;

0,05>p>0,025; respecto a los valores a [Kf]= 140 mif.



se utilizé el medio HaG (ver opartade 1. 3. 1 de MNaterial y
Métodos). Como se puede observar en lao Tabla RKEWUIIL g
entrada de TPP' qumentd significativamente al disminuir la
concentracidn extracelular de K*, lo que nos confirma que,
efectivamente, los gradientes impuestos de K hacia el
exterior en presenc}n de valinomicina, dan lugar a la
generacion de potencianles eléctricos.

R continuacidn, estudiomos la posible influencia de
dichos potenciales sobre la entrada de 3-0MG (0,1 M) y
Gly-Sar (0,1 mM}, bajo distintas condiciones experimentales.

Para estudiar la posible influencia del potencial de
membrana y del gradiente de Na' sobre el transporte de
sustratos, los enterocitos depleciocnados de ATP en medio KG,
fueron tronsferidos @ un medio libre de XK', en presencia de
valinomicina, y con una alta concentracién de Na* {medio NaG).
Como se podia esperar, (ver Tabla XENIN y Fig. 31} la
imposicién de dicho gradiente de Ha® y del potencial de
membrana did lugar a un qumento significative en lo entrada
del azlcar, observdndose cluramente la acumulacidn transitoria
del mismo, tipica de las células deplecionadas (como ya se ha
descrito anteriormente). Bajo las wmismas condiciones |la
entrada del ﬂipéptido se vid ligeramente fovorecida, en
relacion con la entrada del mismo en ausencia de dichos
gradientes (Tabla XSRIX y Fig. 32).

Con el fin de estudiar el efecto del potencial de
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Tabla ZXXI14. Entrada de 3-OHG (0,1 wfl) y de Gly-Sar (0,1 =il)
en células deplecionadas de ATP,
de 30 pg/ml valinomicina. El medio de incubocién
utilizado fue el medio K6 o el medio Haf.

en presencia

neol / mg proteina

n T (min): 2 5 10 20 40
3-01G:
fledio KG 5 0,17 0,19 0,22 0,26 0,30
+ - + + %
0,04 0,03 8,03 0,05 0,03
Hedio NaG s 0,37%* 0,48%  0,40"** 9,3 6,29
+ + + + +
9,02 0,03 0,03 0,02 0,02
Gly~Sar:
Medio kG 3 09,37 0,3 0,42 8,35 0,40
+ + + + -
0,06 0,02 6,07 0,05 0,06
Medio HaG g 0,36 0,48 6,48 0,43 0,39
+ + + % +
0,04 0,07 0,07 0,06 0,04

* pe0,001; ** 0,005p50,001; *** 5 025,p50,01




nmoles 3-OMG / mg proteina

10 20 30 40
minutos

Fig. 31. Efecto del gradiente de sodio y del potencial

de membrana sobre ia entrada de 3-01G (0,1 mll) en
enterocitos deplecionades de ATP. Las células fueron
preincubadas  durante 15  minutoz en medio K6 y,
posteriormente incubadas en medio Hab {O) y en medio KG(®},
en presencia de 20 pg/ml valinomicina y 200 plt floretina. 80
Ml rotenona y 200 uM ouabaina estuvieron presentes en la
preincubacién y en la incubacién.




Fig. 32.

nmoles Gly-Sar/mg proteina

10 20 30 40
minutos

Efecto del gradiente de sodio y del potencial de
menbrana sobre la entrada de 0,1 aff Gly-Ser en
enterocitos deplecionados de ATP. Las células fueron
preincubadas  durante 15  minutos en medio K6 y,
posteriormente incubadas en medio HaG (@) y en medio KG(A},
en presencia de 20 ug/ml valinomicina, 80 pMl rotenona y 200
ull ouabaing estuvieron presentes en la preincubacidn y en la
incubacian,
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membrana y del gradiente de H' sobre el transporte de
sustratos, los enterocitos deplecionados de ATP en medio con
alta concentracién de K* (medio KG), fuerch transferidos a
medios sin K y sin MNa* (sustituidos por cantidades
isoosméticas de manitol}, en presencia de valinomicina, y con
distintos pH. En la Tabla KL y Fig. 33 se puede observar como,

: 1] * 1 2 t & +*
al eliminar 2l Na~ de! medio de incubacidén, el azicar no se

acunula ni en ausencia (pH, 7,4; pH; 7,4) ni en presencia (pH,
3,9; pHi 7,4) de un gradiente de H' en adicidn al potencial de

difusién de K'. Sin embargo, el dipéptido se acunuld
intracelulornente cuands un gradiente de H* {pHO 3,3; pH; 7,4)
y un gradiente de potencial fueron impuestos a traués de la

membrana, alcdnzando una concentracidn intracelular 2,5 veces

superior a la del medic extracelular (Tabla KL y Fig. 34).



Tabla ¥L. Entrada de 3-006 (0,1 ail) y Gly-Sar (0,1 =fl) en
células deplecionadas de fiTP, en presencia de 30
ug/al wvalinomicinag, a distintos pH del medio de
incubacidn, en ausencio de Ha*. ‘

nmol / mg proteing

I T (min): 2 5 10 20 40
J-0N6
pH 7,4 4 0,39 0,42 0,44 0,48 0,52
+ + + + +
0,04 0,07 0,06 0,05 0,05
pH 5,5 4 0,39 0,45 0,26 0,43 0,42
+ t * t +
0,09 0,08 0,06 0,89 0,08
Gly-Sar
pH 7,4 6 0,23 0,33 0,37 0,36 0,41
+ £ + + +
0,06 0,04 0,07 8,07 0,05
pH 5,5 5 0,73 0,97* 0,50 0,47 0,44

8,07 8,06 8,08 0,08 0,06

* peo, 001



Fig. 33.
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Efecto del gradiente de protones y del potencial de
meabrana sobre la entrada de 0,1 all 3-0H6 en
enterocitos deplecionados de ATP. Las células fueron -
preincubadas en medio K6 a pH 7,4 y, posteriormente
incubadas en medio KG (@), g pH 7,4, o en medio zin K¥ y sin
Na* {sustituido por manitol), a pH 5,5 {A), en presencia de
20 uft valinomicinag y 200 pll floretina, 80 uMl rotenona y 200

Wil ouabaina estuvieron presentes en la preincubacidn y en la

incubacion,
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Efecto del gradiente de pﬁotonesbg del potencial de
aenbraona sobre la entrada de 0,1 all 6iy-Sar en
enterocitos deplecionados de fTP. Las células fueron

preincubodas en medic K6 o pH 7,4 y, posteriormente

incubadas en medio KG (O}, a pH 7,4, o en medio sin K~ y sin
Na* (sustituido por manitol), a pH 5,5 (®), en presencia de
20 ult waolinomicina. 80 it rotenona y 200 uit ouabaina
estuvieron presentes en la preincubacion y en la
incubacion, '
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Pli. 15. TRANSPORTE DE GLICIL-SARCOSINA POR CELULAS AISLADAS
DE CIEGOD ¥ RECTO DE POLLO.

La regién cecal del tracto digestivo del pollo ha sido
considerada, tradicionalmente, come una zona de interés para
la nutricién del unihal, unicamente, por su relacidn con la
absorcidn de agua y electrolitos,

Ferrer, =¢f &/ (1986a) han puesto de monifiesto que el
medio mds oadecuado para aislar los enterocitos, tonto de
ciego como de recto, es el de citrato sddico, descrito
en el opartade 11, 3. 2 de Naterial y NMétodos, por lo que ha
sido empleado en los experimentos que se describen a
cont inuacian,

En la Tobla HLI y Fig, 35 se puede observar que In
acumulacion de 3-0MG es 3 veces moyor en ciego y 2,2 weces
mayor en recto que en yeyuno, RAsimismo {a Gly-Sar alconzé a
los 40 minutos de incubacién una concentracién intracelular
1,75 veces mayor en ciego que en yeyuno, y sélo 1,2 veces
superior en recto,

Las diferencias observadas no son debidas a un combio
del volumen introcelular, ya que coms puede observarse en lg
Tabla KLU éste no varié significativamente respecto a los
valores medidos en yeyuno,

Hemos estudiodo la entroda de Gly-Sar en células

aisladas de ciego y recto, en presencia y ausencia de sodio.
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En la Tabla KLI1 y Fig. 3% se puede observar como en ciego la
eliminacién del idn redujo significotivamente tanto la
velocidad inicial de entrada (438} como lo aumulacidn
intracelular a los 40 minutos {34%). En recto, lo disminucidn
provocada al eliminar el sodic del medieo de incubacidon fue
menor, siendo solo significativa a los 40 nminutos de
incubacidén (6283,

También estudiaomos el efecto del pH sobre lo entrada de
Gly-Sar en célulos aisladas de ciegs y recto de pollo,
observando. que en amboz casos lg disminucidn del pH, desde
7,4 o 6,0, estimuld significotivamente la entroda del
dipéptide { ver Tabla BLIII y Fig. 37).

Por Gitimo, pora dilucidar si el efecto del Na* era
indirecto, e3 decir, debidc o lo inhibicidén del
intercombiador Ha+/H+, examinamos el efecto del omiloride
sobre la entrada de Gly-Sar, Como se puede observar en la
Tabla HLIY y Fig, 38 el amiloride inhibid lo entrada del
dipéptido tanto en ciego como en recto, igual gque ocurrio en
yeyuno, lo que nos indica que {g inhibicidén producida al
eliminar el szodio del wmedio de incubgcidn, puede ser

indirecta, como habig sido sugerido por OGanapathy et al.,

1934,
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Tabla HLI. Entrada de 3-0HG (1 ulf) y 6ly-Sar {1 =fl) en
enterocitos aislados de ciego y recto de pollo,
en funcion del tiempo de incubacidn.

nmol / ul agua celular

n T {min}: 1 10 28 49

3-0n6
Ciego 9 0,9 7 13 22
* t + t
0,5 0,5 0,8 1,2
Recto 4 1 7 12 16
£ * £ £
0,08 0,2 1,4 1,1

Gly-Sar
Ciego 1g 0,4 2,6 3,9 6,3
+ £ £ £
0,08 0,2 0,2 0,2
Fecto 9 06,7 2,2 2,1 4,3

-+
1+
+
-




30}

nmol 3-OMG/ pl agua celular

nmol Gly-Sar/plagua celular

10 20 30 40
minutos

— - —

Fig. 35. Entrada de 1 aft 3-006 () y 1 all Gly-Sar (B) en
células intestinales aisladas de ciego (®) y recto
de pollo (A). Las células fueron aisladas en medio de
citrato sédico. La linea de trazos indica la entrada de

ambos sustratos en células aisladas de intestino delgado de
pollo.



Tabla HLII.
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Entrada de 1 #ll 6ly-Sar en enterocitos
gislados de ciego y recto de intestine
delgado de pollo, en presencia y aousencia de
sodio.

mmol / pl agua celular

n T {min): 1 10 20 40
Ciego
[Ha*]=80 mlt 4 8,7 2,8 2,3 55
+ + + +
0,1 0,2 0,3 0,4
[Ma*J=0 aft 4 T kY T 1,6* 1,9%
+ + + +
5,1 0,3 9,2 0,4
Recto \
[Ho+]=80 mH 4 0,6 z,1 2,3 4,2
+ + + *
0,2 6,3 0,4 0,1
[Ha®1=0 mlt 4 0,4 1,8 2,6 R
+ + + *
0,3 8,4 6,3 0,4

* %k b % 7 4 b4 0% % 4
p<0,001; 0,005>p>0,001; 0,01:p50,005; 0,055p>0,025



nmoles Gly—Sar/pl agua celular

nmoles Gly—-Sar/pl agua celular
w
T
l

10 20 30 40
minutos

Fig. 36. Efecto de Ia aqusencia de Ha® en el medio de

incubacién sobre la entrada de 1 aft 6Gly-Sar en
células aisladas de ciego (A) y recto de pollo (B).
El aisiomiento se realizé en medio de citrato sdédico, En la
incubacién el Na* fue sustituido isoosméticasente por
manitol, siendo el pH del medio de incubacién 7,4. ®, 80 wfl
Na*; O, 0 mM Na”.



Tabla XLill. Efecto del pH sobre
{1 =f}) en enterocitos aislados de ciego y

recto de pollso.

la entrada de

6ly-Sar

nmol / pl agua celular

i T {min}: 1 10 20 40
Ciego
pH 7,4 4 0,4 2,6 3,9 6,4
+ % + +
0,2 0,4 0,4 0,2
pH 6,0 4 1,6 39 5,5%%% g o**
% + + %
0,4 8,4 0,4 0,5
Recto
pH 7,4 4 1,3 2,4 3,5 4,3
+ + + +
0,5 6,4 0,3 9,0
pH 6,0 4 2,9 4,108 g g¥ 7,7*
: + * +
0,5 0,5 0,2 0,7

3 " ¥
¥ 0,005:p20,001; *¥ 0,003p0,005;

X
0,050,085



nmoles Gly-Sar/pl agua celular

nmoles Gly-Sar/pl agua celular
H
1

1 1 1 ]

10 20 30 40
minutos

— -~

Fig. 37. Efecto del pH del wmnedio de incubacidon sobre el
transporte de 1 sll 6ly-Sar por enterocitos aislados

de ciego (A) y recto de pollo (B). Se ensayaron dos
valores de pH: 7,4 (@) y 6,0 (O},
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Tabla H®LIU. Efecto del omiloride (1,25 all) sobre Ila
entrada de Gly-Sar {1 =ll) en enterocitos
aislados de ciego y recto de pollo. Las

célulus fueron preincubadas durante 13 minutos con
omiloride (1 mil).

~nmel /@l ogua celular

n T {ain): 1 10 20 40
Ciego
Control 4 1,5 2,6 2,7 6,3
+ + % +
9,1 0,2 0,3 0,4
Amiloride 4 0,3 1,5%KF g gRHRR 5 gF¥
+ + % +
0,1 0,2 8,3 0,4
Recto
Control 4 1,3 2,5 3,7 4,2
* L * %
0,2 0,1 0,1 0,2
Amiloride 4 g, 7¥RE g ¥ 1,6% 1,7
+ + + +
0,1 6,1 0,3 0,1
X
p<0,001; ** g 00s:ps0,001; *** 0 01,p:0,005; **** 0,05,p50,005; respecto a

los valores control.



nmoles Gly-Sar/pl agua celular

nmoles Gly-Sat/pl agua celular

10 20 30 40
minutos

Fig. 38. Efecto del amiloride sobre la entrada de 1 aff
Gly-Sar en enterocitos aislados de ciego {A) y recto
de pollo (B). Las células fueron preincubadas en presencia
de 1 oMl amiloride durante 15 minutos, y posteriormente
incubadas con 1,25 nll amiloride {O). Control:e
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Tabla RXLU. Uofumen intracelular y extracelular de células
aisladas de ciego 4y recto de pollo.

pl agua /mg proteina

n Ciego Recto

Uoiumen total g 5,9 5,9
| t ot

0,5 0,5

Uolumen extracelulaer s 2,2 2,2
ks ¥

0,5 0,5

Uolumen introcelular @ 3,7 3,7
+ +

0,5 0,5




1.  DISCUSION
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iU, 1, ENTRADA DE GLY-SAR EH CELULAS RAISLADAS DE INTESTINO
DELGARDO DE POLLOD.

Lo importancia nuiritivg de la absorcidn de amincdcidos
en forma de péptidos ha sido bien demostrada, Por ejemplo,
pacientes incapaces de absorber aminodcidos bdsicos y neutros
permanecen sanos cuando se incluye en su dieta péptidos que
contienen estos ominodcidos (Asatoor e2f o/, 1971). Por otra
parte se ha descritio que determinados ominodcidos aparecen en
la songre {o fluido serosal) mds rdpidamente cuando se
administran luminalmente en forma de di- o tri- péptidos, que
como aminodcidoz libres (Craft =f #/., 1968},

En los Gltimos guince ofios, se ha demostrado que los
di- y tri- péptidos zon transportados octivamente por las
célulazs de lao mucosa intestinal wmediaonte sistemas de
transporte especificoz y diferentes de aguellos implicados en
el .trunsporte de oaminodcidos libres. Sin embargo, existen
algunos aspectos del tranzporte de péptidos que han planteado
gron controversia,

Hace dos décadas Crane postuld la hipdtesis del
gradiente de Ha® para explicar el modo de acoplamiento entre
la energia metabdélica y el transporte de azdcores en el

intestino., Hoy, se ha podido demostrar que el gradiente



transmembrana de Na® es la fuente de energia necesaria para el
transporte active de varios solutes orgdnicos {azlcares y
aminodcidos) e inorganicos (cloruro, sulfato, fosfate, etc.).
Pero, en relacion a la naturaleza del graodiente idnico
responsgble del transporte de péptidos los resultodos
obtenidos han sido muy diversos.

Algunos estudios realizados con tejido intacto han
demostrade que el transporte de dipéptidos es active y
dependiente de Na' (Matthews, 1975; Natthews y Payne, 1980),
sugiriehdo que ef gradiente electroquimica de Na' seria la
fuerza energética para dicho transporte,

Otros estudios, llevados @ cobo con vesiculas de
membrana del borde en cepillo, han demostrado que el
transporte de dipétidos es electrogénico, independiente del
Na®, energizado por un gradiente de W' y no-concentrative
(Hoshi, 1986; Ganapathy y Leibach, 1983; Ganapathy &f o/,
1984). Por otro lado Takuwa 2¢ &/ (1985). han descrito estas
mismas propiedades para e! transporte de glicil-glicina, pero
observan que es concentrativa,

Sin embargo, Rajendran &f @/, (1987) han demostrado
recientemente que en vesiculas aisladas del borde en cepillo
de conejo, hombre y ratén, el traonsporte de dipéptidos es

independiente del gradiente de Na® y del gradiente de H'.
| Las  preparaciones de células aisladas son nmuy

utilizadas en los estudios de los sistemas de transporte y,
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mds concretamente en el estudio de la energética de los

mismos, ya gque este tipo de preparacion conserva laos

caracteriaticas de transporte del intestino completo, pero

carece de todo una serie de capas tisulares, no epiteliales,

que pueden enmascarar o dar lugar a error en la interpretacidn

de los resultados. RAsimismo presentan algunas ventajas sobre
las vesiculas que se describiran mds adelonte.

Se ha utilizado el polioc como arimal de
experimentacién, porque la técnica de aislomiento de células
epiteliales de su intestine, estd muy perfeccionada. RAdemas
son tantos los estudios realizados sobre el transporte de
sustratos en dichas células, que permiten wuna facil
comprobacidn de que la técnica se estd utilizando
correctamente.

Iniciamos el prezente trabajo estudiando la entrada de
glicil-sarcosina en células aislades de intestino delgads de
pollo, en funcién del tiempo de incubacidén, comprobando que el
dipéptido 'se acumula en los enterocitos, en conira de un
gradiente de concentracisn. Aisi, en el estado de equilibrio
alcanza una concentracién intracelular 3,6 veces mayor a la
del medio extracelular, resultado similar al encontrado en
yeyuno de hamster (Addison ef o/, 1972).

Uno de los problemas que plantea el estudic del
transporte intestinal de péptidos es el de su hidrdlisis por

pept idasas intestinales, tanto de las localizadas en el borde
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en cepillo come de las citosdlicas. El grado de hidrdlisis que
sufren los dipéptidos debe ser tenido en cuenta a la hora de
analizar los resultedes, yo que en caso contrario, las
concliusiones obtenidas serian totalmente errdness. Si un
'dipéptido es hidrolizado por hidrolasas del borde en cepillo,
lo gue entraria a las células serion los aminodcidos
resultantes y la acumulacidn intracelular, en coso de
observarse, serio debida o los aminodcidos y ne al dipéptido
“per se". Por otro lado, si las peptidasas citosdlicas fueran
las que hidroiizarun.el dipéptido éste entraria intacto, peroc
su acumulacidn intracelular seria también un artefacto, ya que
su entrada seria siempre a favor de gradiente al irse
transformando en aminoGcides o medida que entrara a las
celulas,

Por todo el!o,'g con objeto de estudiar 3i las células
de intestino delgado de pollo poseen sistemas de transporte
para dipéptidos, resultaba imprescindible utilizar un
dipéptido no hidrolizable por la mucoza intestinal. Los dotos
existentes en la bibliografia muestran que la glicil-sarcesing
es muy resistente a la hidrdlisziz, El dnico enzima conocido
copoz de hidrolizar este dipéptido es una prolidasa, EC
3.4.13.9 (Ganapathy, 1982}, localizada en el citosal,

El estudio cromatografico, realizado por nosotros,
muestra que el dipéptido no es hidrolizado en e! medio de

incubacidn. Ademds la L-Met, que presenta una elevada afinidad
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por el sistema de transporte de loa L-Gly, no afectd
significativamente la entrada del dipéptido, por lo que
podemos decir que la Gly-Sar es tronsportada intacta al
interior de las células. Por otro lado, tras 30 minutos de
incubacion un 85% del contenido isotdpico en las células
permanecid como Gly-Sor. Teniendo en cuenta este dato, lo
concentracién intracelular real del dipéptido seria 3 mfl, es
decir las células tienen copacidad para crear y mantener un
gradiente de concentracién 3 veces superior en relacién al
medio extracelular.

Otro hecho que podric enmascaorar los resultados seria
la union del dipéptidoc a componentes introcelulares. Sin
embargo la Gly-Sar permanece libre en el interior de las
células, ya que la adicidén de FCCP {25 uMt) {un inhibidor de la
entrada del dipéptido, ver Tabla KIl y Fig. 17) a células que
ya habian establecido el estado de equilibrio estacionario de
acunulacién del dipéptido, provecé la liberacién de Gly-Sar
desde las células con una velocidad inicial de salida de
0,23 nmol / ul agua celular / minuto.

La cinética de transporte de warios dipéptidos
(carnosina, alanil-alanina,  glutamil-glutémico, glicil-
glicina, glicil- leucina, glicil-sarcosinag, leucil-leucina,
valil-valina) ha sido estudiada en varias especies animales
(ratén, rata, hamster, mono, Mecturus) (Rddison of o/, 1974;

Boyd y Ward, 1982; Cheeseman, 1986; Das y Radhakrishnan, 1975;
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Matthews &f &4, 1974 y 1979; Hatthews y Burston, 1984;
Nutrenadel y Scriver, 1976; Schedl o o/, 1979). Las
constantes aparentes de transporte (Kt){porque no han sido
corregidas para lao resistencia del espesor de las capas de
agua no agitudas) observadas oscilan entre 0,7 y 13 all y los
valores de velocidad méxina (Umax) entre 0,4 y 4,4 nmol / mg
proteina / minuto. El estudio cinético que describimos en el
presente trabajo ha sido desarroliado por dos métodos
diferentes, el primero midiende la entrada de Gly-Sar a
diferentes concentraciones de sustruté, a pH 6,0, y el segunda
midiendo la entrada de Gly-Sar en presencia del dipéptido
carnosina, a pH 7,4, ambos en presencia de Na® en el medio de
incubacion. Los resultados obtenidos @ pH 6,0 en el medio de
incubacidn, sorprenden por la magnitud del componente de
difusién, cuya importancia relativa respecto al transporte
total auTentu al gumentar lao concentracién de sustrato. Rsi, @
0,1 mll el componente na—medfadn fue soclamente un 20% del
transporte total, mientras que a 10 all fue un 42% {Tabla 1V y
Fig. 11). HNatthwes =f &/ (1979) encontraron resultados
semejantes estudiande la entrada de Gly-Sar en yeyuno de
hamster.

Cuando las diferentes velocidades iniciales obtenidas
a distintas concentraciones de sustrato, se corrigen por el
valor de la difusién, ze obtienen las velocidades iniciales

mediadas por transportador. La representacién grifico de estos
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valores sigquiendo el método de Lineweauer-Burk fue una linea
recta con un coeficiente de regresién r=0,9999, lo que indica
gue sdlo un componente mediado estd implicado en el
transporte de Gly-Sar. Las constantes cinélicas obtenidas por
este método han side Kt = 8 all y Umax = 31 nmol/amg
proteina/minuto.

Por otro lodo, la @-alonil-histiding o carnosina
inhibio la entrada de Gly-Sor, lo que confirma la presencia de
tronsporiodores especificos para la Gly-Sar en enterocitos
agislados de pollo, que son compartidos por oiros dipéptides,
como por ejemplo la carnosing, Los resultados obtenidos
utilizondo concentraciones de Gly-Sar 0,1 y 1 mll y
concentraciones de carnosina 1, 5 y 10 il fueron representados
segin el método de Dixon (Fig. 14), obsevindose que Ila
inhibicion es competitiva, o sea que los dos dipéptidos
compiten por el mismo lugar de unidén al transporiador, En este
estudio los valores no han sido corregidos por el valor de la
difusion, yo que las concentraciones de.sﬁstrato utilizodas
har sido muy bajas, Los valores de los constantes cinéticas
“han sido Kt = 6,3 alfl, Umax = 6,5 nmol/ ag proteina/ minuto y
Ki = 12 noft, Este valor de Ki es 3 veces moyor que el
encontrado en vesiculas de membrana del borde en cepillo de

conejo (Ganapathy of o/, 1984). Como 3e puede observar el
valor de g constanie aparente de tronsporte (Kt) es semejonte

al citado anteriormente y entra dentro del margen observado en
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otras especies animales. Sin embargo, lo velocidad mdxima
aumentd al disminuir el pH del medio de incubacion (6,5 w31
nmol / mg proteina / minuto, pH 7,4 o= 6,0). Ganapathy &¢ #/
{1984), en vesiculas de membrana del bhrde en cepillo de
conejo, hon observado que la Kt no fue modificada al imponer
un gradiente de protones, wmientras que la Umax fue
incrementada desde 10,8 a 20,8 nmol / mg proteina / minuto al
disminuir el pH extravesicular, lo que podria explicar el
aumento por nosotros observado, cuando el pH del medio
extracelular fue 6,0,

Al estudiar el efecto de la concentracién de Ha® en el
medio de incubacién sobre la entrada de Gly-Sar, observamos
que existia una relacién entre la captacién del dipéptido y la
concentracién extracelular del idn, ya que la reduccidn de
ésta disminuia la entrada de Gly-Sar. No obstante, ain en
auséncia total de No® en el medio de incubacién la Gly-Sar se
acumulé en contra de gradiente en el interior de los
enterocitos (2,0 nmol / mg proteina / minuto, Tabla UI), por
lo que estos resultados sugieren que dicho transporte es sélo
en parte dependiente de Na*. Eata dependencia parcial ha sido
demostrada "in vitro" para la glicil-prolina y la glicil-
~leucina en intestino delgado de wmonoc (Ganapathy y
Radhaskrishnan, 1980), para la glicil-glicina en intestino
delgado de cobays (Himukai 2¢ o/, 1976) y para la B-alanil-
glicil-glicina en yeyuno de hamster (Addison #¢ o/, 1975a).
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Por otro lado, lo oucbaing (0,1 ml), en presencia de
Na*, inhibié el transporte active de Gly-Sar. Baje estas
condiciones la concentracidn intracelular del dfpéptidn fue 2’
veces superior a la del medio, lo que nos indica que el
sistema de transporte active de Gly-Sar depende en parte del
funcicnamiento de la bomba de Na™.

Los resultados obtenides a diferentes valores de pH
extracelular muestran que la coptacién de Gly-Sar fue mayor a
pH 6,0 que a pH 7,4 0 5,5, en presencia de Na*. Sin embargo,
en ausencia de Na*, el pH 6,0 no estimuld la entrada del
dipéptido. E! FCCP inhibid la acumulacidn del dipéptido a los
tres valores de pH ensayados. Rdemds, este protondforo también
inhibié la coptacidén de 3-0MG, indicando que su efecto no fue
debido a una disipacidn especifica del gradiente de H' @
través de la memhrunu; Estos resultados pueden ser fdcilmente
interpretados, ya que se ha demostrade que el FCCP produce una
disminucion del potencial de membrana, en vesiculas de
membrana del borde en cepillo {Ganapathy ef &/, 1981) y unﬁ
deplecidén total del contenido de ATP celular en t&bulﬁs
proximales de rifidn de conejo (Mande! y Nurphy, 1984).

Segun el modelo propussto por Ganapathy ef &/ (1989)
el transporte de dipéptidos seria dependiente de la actividad
del sistema intercambiador Hu+—H+J necesaria pora mantener un
microclima Gcido en la proximidad de los enterocitos, como ha

sido demostrade por Lucas (1983). Segin esto el HNa'



186

extracelular seria requerido para mantener la actividad del
intercanmbiador.

Existen gran cantidad de estudios que han demostrodo la
existencia del intercombiador Ho'-H* en wmuchas células
epitelioles (Roos y Boron, 1981; Reuss y Petersen, 1985)
inclugendo enterocitos de pollo { fontrose et al., 1985). Este
intercambiador puede ser inhibidec por el amiloride y
mimetizado por el iondéforo monensina (Montrose 2f o/, 1985),.

Los resultados recogidos en lao Tabla RI¥ muestran que
el omiloride estimuld la captacién de 3-0M6 a pH 7,4 y
[Ha*1=80 mM, no afectdndola ni o pH 6,0, ni a pH 7,4 (40 Mt 6
0 oM Ha')., Por otrs fado, cuando el sustrato fue Gly-Sar, el
omiloride inhibidé su coptacién a pH 7,4 y 80 6 40 alf Ha",
siendo su efecto menor a pH 6,0 6 5,5 (80 mMt Ha') y no
ofectdndole en ausencia de Ma'. Estos resultados son la
primera evidencia que obtuvimos de una diferencia entre los
sistemos de transporte de azicares (3-0MG) y dipéptidos
(G'g-Sar), puesto que el mismo agente (amiloride) producia una
estimulacién de la entrada de 3-DHG y una inhibicién de la
entrada de Gly-Sar, Esta diferencia puede explicarse
teniendo en cuenta que el amiloride al inhibir el sistemo de
intercanbio Na'-H' aumenta el gradiente electroquimico de Ha*
a través de la membrana del borde en cepillo, y disminuye lg
salida de H* y, por tanto, el gradiente electroquimico de H* o

través de la membrana. Un aumento de la coptocidn de 3-0MG
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dependiente de Na' producida por amiloride, ha sido demostrado
también en colon de conejo (llunddin y Nafatlin, 1981). Estos
resultados indican que la Gly-Ser y 1la 3-ONG tienen
requerimientos idnicos diferentes, lo cual | pedria ser
interpretado en términos de una dependencia del sistema de
transporte de la glicil-sarcosina respecto del gradiente
electroquimico de H'.

En relacidn o los diferentes efectos del amiloride a pH
7,4 y o pH 6,0, una poszible explicacién podria ser que lag
cantribucién del sistema de intercambio Ma*-H' a los flujos
totales de Ha* y H® waria segin el pH del medio, como fue
demostrado por Montrose of o/, (1985) en enterocitos de pollo
deplecionados de ATP y por Garty &f o/ (1985) en vesiculas
obtenidas del epitelio de lg vejiga urinoria de sapo. En
nuestras condiciones (células normalmente energizadas), el pH
intracelular se mantiens, proboblemenie préximo a 7,0 {Roos y
Boron, 1981), siendo por ello {a coniribucién del
intercambiador Ha*-H® al gradiente electroquimico de H' mayor
a pH 7,4 que a pH 6,0 para un mismo gradiente de Ha'. Esto
implica que el amiloride podriac ser mds efectivo inhibiendo la
salida de H+, a pH 7,4 que a pH 6,0; aumentdndo asi la
actividad de los sistemas de transporte dependientes de Na* e
inhibiendo la de los sistemas de transporte dependientes de H'
que a pH 6,0.

Hirose y Chang {1988) han encontrado que el amiloride
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disminuye el pH intracelular en presencia de Na*, pero no asi
cuando el Na' se elimina del medio de incubacién. Esto
explicaria la falta de efecto del amiloride sobre los sistemas
de transporte del azicar y del dipéptido en ausencia de Na'.

El efecto estimulante del! omiloride sobre el transporte
de 3-0MG no es debido a wuna inhibicién del sistema de
transporte de azucares independiente de ﬁa+, ya gque el
transporte de 2-DOG (sustrato que no utiliza el sistema de
transporte dependiente de Na*) no fue modificado en presencia
de amiloride.

Para corroborgr los resultados anteriores realizamos
una serie de experimentos utilizando monensina. Este ionéforo
confiere copacidad de intercambio Ha*-H* a muchos sistemas
celufares, incluyendo enterocitos de pollo {Montrose ef o/,
1985). De formo que la adicidén de monensina a las células
podria prevenir loz efectoz del amiloride szobre el
intercanbiador Ha®-H®, y en consecuencia sobre el transporie
de no—e!ectroiitoé, como de hecho hemos observado {Fig. 25 y
26 ), ' |

Las posibles interferencias de los sitemas de
intercambio K'~H* o CI™-OH™ no han sido sefialadas, ya que no
se ha podido demoztrar la presencia de tales intercambiadores
en enterocitos de pollo (Montrose ef o/, 1985).

En resumen, el transporte de Gly-50r en enterocitos

aislados de pollo parece ser dependiente de Ha®, pero de una
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manera indirecta. Los experimentos con amiloride y manensina
sugieren que el Na' es necesario para mantener un gradiente de
H* adecuade, via el intercombiador Na'-H', come habia sido
sugeride por Ganapathy y Leibach (1985} en vesiculas de
membrana del borde en cepillo. Lo actividad de la
ATPasa-Na*-K* seria necesaria para mantensr el gradiente
electroguinico de Na', y en consecuencia de H*. fisi, se ha
observado gque la ouabaina, al inhibir dicha ATPasa, produce
una acidificacion de las células (Hoinard y Goré, 1988}, lo
que podria explicar la inhfbicién dé la entrada de Gly-Sar,

gncontrada por nosotros, en presencia de dicho glicdsido,

. EFECTO_DE DISTIHTOS SUSTRATOS SOBRE LA SALIDA DE Ma®

DESDE_EHTEROCITOS PREVIANENTE CARGADDS COM Ha2Z.

Un métode para demostrar el cotransporte de sustratos
con el Ha', consiste en cargar las células con Na marcado y
medir su salida en presencia de dichos sustratos. Si el
transporte del sustrato oumenta la entrada de HNa' por
cotransporte, este Na® extra en el interior de la célula
aumentard la actividad de la RTPasa Na'-K' para boambear fuera
dicha ién y mantener la osmolaridad intracelular y el
gradiente de Na' (Cheesenan y Devlin, 1983).

Come ya hemos indicado en la Introduccién se ha

demostrado, con una gran variedad de técnicas, que la 3-0MG y
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la L-Leu son cotransportadas con Ma' o trovés de la membrana
del borde en cepilla de los enterocitos. Los datos presentadoes
en la Tablas XXX y KKKl y Fig. 27 confirman que estos
sustratos estinmulan el flujo de salida de Ha' al exterior de
las células, salida que siguié una cinética de primer orden
durante al menos § minutos, e indican un aumento de la entrada
de Na® acoplada o estos sustratos. Los valores calculados para
las distintas constantes de salida son muy parecidos a los
obtenidos por Cheeseman y Devlin {1985) en enterocitos

aislados de rota, lo que nos indica que nuestras células

funcicnan adecuadamente, y puede ser utilizada esta técnica

para detectar si un sistema de transporte estd o no acoplado
al Ha®.

El hecho de que la Gly-5ar no estimule la salida de o'
(ver Tablas HW¥ y HHHI y Fig. 27), opoyo lo hipétesis,
enunciada en el apartado anterior, que postuls que este
sustrato no es cotransportads con Na® a través de lo membrana
de! borde en cepillo, |

Cheeseman y Devlin (1985} obtuvieron resultados
similares al estudiar el efecto de la glicil-L-leucina y de la
carnosina sobre la salida de Ho* en enterocitos de rata. Sin
embargo, lo glicil-glicing si estimuld dicha 2alida, lo que
[levé a eztos outores a pensar en la posible existencia de
distintos sistemas de transporte de . péptidos, wunos

independientes de Na* y otros dependientes de dicho idén. En
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cualquier caso la Gly-Sar no parece ser cotransportada con el

Na*.

EHTRADA  DE GLICIL - SARCOSIHA EH  EHTEROCITOS
DEPLECIOHADOS DE ATP.

Los resultados obtenidos con celilas normales parecen
sugerir que el transporte de Gly-5ar por enterocitos aislados
de= pollo es dependiente de Ma® de una forma indirecta,
pudiendo zer el gradiente de H' el responsable directo de su
acumulacion.

Para corroborar esta  hipdtesis nos parecid
interesante  realizor un  estudio utilizando células
deplecionadas de ATP,

A la horg de analizar la iﬂfluencia de loz distintos
gradientes idnicos scbre el tronsporte de sustrotos, los
células aisladaz presentan un inconveniente: si bien podemos
conocer y controlar la composicidn del mgdio extracelular, no
ocurre lo mismo con el medio-intracelular, Esta dificultad ha
sido solventada por muchos autores, mediante el uso de
vesiculas de membrana del borde en cepillo, ya que al no tener
bombas idnicas permiten controlar tanto Ia composicién del
medio extravesicular como la del nmedio intravesiculor, e
imponer determinados gradientes iénicos y potenciales de

membrana,
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En los ultimos afios, Carter-Su y Kimmich {1979 y 1980)
han desarrollado un método para la obtencidn de enterocitos
deplecionados de ATP, mediante preincubacidén de las células en
un medio con rotenona y ouabaina., Este tipo de preparacidn
exhibe caracteristicas andlogos o aguellas demostradas para
las vesiculas de membrona. E! contenido celular de ATP se
reduce @ un nivel tal que no pueden mantener la actividod de
la bomba de sodic ni la acumulacién intracelular de los
azucares. En consecuenciaq, las concentraciones iénicas
celulares despues de la preincubacién en presencia de rotenona
y ouasbaina serdn similares o las extracelulares y se pueden
manipular los gradientes idnicos y los potenciales de membrana
con independencia del metobolismo. Rdemas las células
deplecionadas tienen algunas ventajas sobre las vesiculas, ya
que se evitan pasiblés alteraciones de las propiedudes de la
membrana {(tales como permecbilidad idnica u orientacidn de la
vesicula) que acompafan a los procesos de formacidn de las
vesiculas. Por otra porte su mayor tomafio permite obtener
acunulaciones transitoriaos de los sustratos mas proionga&us.

Tras comprobar que las células deplecionadas de RATP
en nuestro lgboratorioc  eran  capoces de  acumular
transitoriamente 3-OHG (Fig. 28), estudiamos la entrada de
Gly-Sar. Los resultados obtenidos muestran que el transporte
de Gly-Sar no fue estimulado al imponer distintos gradientes

de Na* a pH 7,4 (ver Tabla KRXIU y Fig. 29). Estos resultados
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parecen estar de acuerdo con un gran nimerc de trabajos,
realizados con vesiculas de membrana de! borde en cepillo, en
los cuales el Na' no tuve ningin efecto sobre la entrada del
dipéptido (Rbe &f &/, 1987; Gonapathy of &4, 1981 y 1984;
Rajendran &¢ &/, 1984 y 1985 a y b). Rsimisme, en
contraposicion con las observaciones obtenidas por otros
autores en vesiculas de membrana { Gunapqthg af o/, 1981 y
1984; Tokuwa of o4, 1985), lo caoptocidn de Gly-Sar tampoco
fue modificada cuondo impusimos un gradiente de HY, en
ausencia de Na* (Tabla KKNU y Fig, 29). Huestros resultados,
sin embargo, estan de acuerdo con los obtenidos recientemente
por Rajendran &f /. (1987) que observa que ni el Na' ni los
H' ejercieron efecto alguno sobre la entrada de Gly-Pro en
vesiculas de membrana del borde en cepilloc de raton, consjo y
hombre.

El potencianl de membrong tiene uno grﬁn importancia en
el tranzporte actiuvo de solutos g traovés del epitelio
intestinal {Kimmich, 1984). Dicho potencial f{negativo en el
interior) juega un papel fundaomental al suministrar porte de
la energia necesaria para dicho transporte. En wvarias
preparaciones celulares se ha demostrado que la acumulacidn de
azdacares no podia explicarse termodindmicamente en base
exclusiva al gradiente de Ha* (Bosackova y Crane, 1965;
Kimmich, 1970b y 1972; Potashner y Johnstone,1971), sino que

era necesario tener en cuenta el gradiente eléctrico
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transmembrana (Carter-Su y Kimmich, 1979 y 1980; Hopfer af
7/, 1979; Kimmich y Carter-Su, 1978; Hurer y Hopfer, 1974;
Murer &f =/, 1975 y Sigrist-Nelson af &/, 1979).

En el caoso de los dipéptidos se ha demostrado que: i)
el traonsporte de dipéptides produce una wvariocién del
potencial transmural en intestino de sapo y Aecferes (Rbe of
@/, 1987; Boyd y Hard, 1982}, ii) su transporte en vesiculas
de membraona del borde en cepillo de intestino de conejo se ve
favorecida por la creacién de potenciales de membrana
negatiuas.en el interior (Ganapathy y Leibach, 1983; Ganapathy
af @/, 1984; Tokuwa af o/, 1985). Todo ello sugiere que el
transporte de dipéptidos es electhugénico y se ve favorecido
por el potencial de membrana.

La creacidon de potenciales de membrana en células
deplecionadas de RTP puede llevarse a cobo por dos mecanismos:

el primera consiste en imponer gradientes de entrada de

aniones mas peraechles que el CI7, como el NDS' y SCON

(Carter-Su y Kimmich, 1979); el segundo en imponer grodientes
de salida de K¥ en presencia de valinomicina (iondforo de
K*){Carter-Su y Kimmich, 1930). En ambos casos, se crea un
potencial de membrana negativo en el interior de la célula
respecto al eﬁterior.

El  uso de 3-0MG, cuyo transporte ha sido

inequivocamente demostrado que es slectrogénico, nos peraitid
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comprobar que con ambos métodos se creaba un potencial de
membrana {negativo en el interior). Podemos observar en las
Fig., 28 y 31 que la acumulacién transitoria 3-OHG fue mayor
que en qusencia de potencial. Por otro laodo, mediante el
empleo del catién lipofilico TPP*, también comprobamos como al
disminuir lo concentracion extracelular de K' en presencia de
valinomicina se producia un aumento del potencial de membrana
(ver Tabla RERULIL).

En relocién o la Gly-Sar se observa que la velocidad
inicial de entradas es |igeramente mayor en un medic con
nitrato que en el medio esténdar, lo cual parece indicar que
el potencial de membrana fovorece lg entrada de Giy-Sor
(Fig. 30).

Dodo que lg Gly-5ar tiene dos grupos ionizables, un

grupo carboxilo con un qu de 2,83 y un grupc omino con un qu

de 8,45, siendo szu pH iscelectrico 5,686 {(Ganapathy ef o/,
1984), bajo lazs condiciones experimentales utilizadas en este
trabajo, este dipéptido .exiate predominantemente como un
i6n dipolar con carga neta cero . Por lo tanto, si s3u
transporte depende del potencial de membrang quiere decir que
o Gly-5ar es cotransportada con algin i6n, y que el complejo
carrier-sustrato estd cargado.

Para corroborar loz resultados anteriores y poner de

manifiesto la noturaleza del ion que se cotransporta con el
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dipéptido, se  hicieron una serie de experimentos en
enterocitos deplecionados de ATP en los que el potencial de
membrana se creaba mediante un gradiente de K' y presencia de
valinomicina. Para la realizacidn de estos experimentos
elegimos una concentracidn de sustrato 0,1 all, ya que’ ]
concentracicnes menores es mds facil obtener acumulaciones.
Los resultados muestran que la presencia de un potencial de
membrana no estimula la entrada de Gly-Sar. Rl imponer un
gradiente de Nu*, ademas de un gradiente eléctrico, se observa
que hay una ligera acumulqciéﬁ transitoria de Gly-Sar (Fig.
32) que pusde atribuirse al potencial de nmembraona. En las
mismas condiciones, el transporte de 3-01C nos daba los
maximos valores de acumulacidén transitoria. Sin embarge, al
imponer un gradiente de H', por incubacién de estas células en
medio sin Na' a pH 3,3, la acumulacidén transitoric alconzada
por el dipéptido fue 2,5, mientras gque e! azlcar no se acumuld
en estas condiciones (gradiente }de H' y presencia de
potencial de membrana). E! hecho de que la entrada de
sustratos organicos a células deplecionadas de RTP y en
presencia de valinomicina no fuera concentrativa cuando la
concentracién de K intracelular fue alta e igual a la
extracelular indica que es el gradiente eléctrico, creado por
el gradiente de ' en presencia de valinomicina, el
responsable de la entrada concentrativa de sustratos y no la

e + 1 3
alta concentracidn de K intracelular., Estos resultados



.

197

indican claramente que el transporte de Gly-Sar en enterocitos
deplecionados de RTP depende del potencial de membrana y del
gradiente de protones, y estdn de acuerdo con los resultados
obtenidos por Ganapathy =¢ &/ {1981 y 1984) al estudiar el
transporte de glicil-L-prolina y glitiisnvcasinu y por Takuwg
ef w/ (1985) con glicil-glicina, oambas en vesiculas de
membrana del borde en cepillo de conejo. Sin enbargoe,
contrastan con los obtenidos por Rajendran of &/ (1987) en
vesiculas de membrana del borde en cepillo de intestino de
ratén, conejo y hombre, ya que no observaron estimulacidon del
transporte de glicil-L-prolina al imponer un gradiente de H'

en presencia de un potencial de membrana.

EHTRADA_DE GLICIL-SARCOSINA EN CELULAS RISLADARS DE
CIEGD Y RECTO.

Recientemente Ferrer of o/, (1986b) hon demostrado la
existencia en ciego proximal de.poHo de un mecanismo de
tranzporte active para monosacc’miﬂoa, con una capacidad de
acunular  3-0MG 2 veces superior a la del yeyuno a los 60
minutos de incubacién. Azimismo han comprobado {P!nnoa af a/.,
1957) que las células de recto de pollo son capaces de
acumular 3-0MG en un valor que resulta 2,2 veces superior al
obtenido en células procedentes de yeyuno. Huestros resultados

sobre la captacidn de 3-0MG coinciden con los citados.
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Una wvez comprobada la existencia de sistemas de
transporte especificos para dipéptidos en intestino delgado de
pollo, nos parecid interesante estudiar la posible existencia
de los mismos en intestino grueso.

En la Tabla ®L! y Fig.35 se puede observar que la
Gly-Sar tombién se acumuld en las células aisladas de ciego y
recto, es decir, también parece existir un sistema de
transporte active pora  dipéptidos en  estos  tramos
intestinales, con las mismas coracteristicas a las del sjstemu
de transporte presente en el yeyuno, ya que:ki) fue inhibide
en qusencia de Na', pero sin que su acumﬁiucién tlegue a
anularse {Fig. 36); ii} fue estimulado cuande el pH del medio
extracelular fue & (Fig. 37); iii) fue inhibido por el
amiforide (Fig. 38) lo que parece indicar, de un nodo
indirecta, la existencia del intercambiador Ha'/H' en estas
células., En resumen, el sistema de transporte barece ser
dependiente del Na® de un modo indirecto, al depender del

gradiente de H' y del intercanbiador Na'/H'.
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1. MNediante el emplec de técnicas cromatogréficas se ha Qisto que
la glicil-sarcosina no es, de forma apreciable, hidrolizada
ni extracelularmente, ni intracelulormente por células
aisladas de intestino delgado de pollo. Esto se»confirnévpor
el hecho de que la L-metionina no inhibid el transporte de

Gly-Sar.

2. La Gly-Sar se acumula intracelularmente en contra de su
grodiente de concentracién; alcanzindose en el estado
estacionaric, ung concentraocidn ires veces mayor que {a sedio
extracelular, lo que indica que los enterocitos de intestino
delgado de pollo poseen un sistema de transporte activo para
la Gly-Sar, EI dipéptido acumulado intracelularmente 3e

mantiene libre, sin unirse a componentes intracelulaores.

3. El estudio cinético del transportie de Gly-Sar en células
aisladas de intestino delgodo de pollo, revela que dicho
transporte tiene doz componenies: un  componente pasivo
{difusién zimple) y un componenie mediado (transporte activo).
Las constantes cinéticaos del iransporie mediodo, a pH 6,0,
calculadas segin el método de Lineweaver-Burk, fueron Ki=8 nlf

y Umax=31 nmol/mg proteina/minuto,

4. Los constantes cinéticas, a pH 7,4, calculadas segin el método

de Dixon, fueron Kt=6,3 mll y Umax=6,5 nmol/mg proteina/minuto;
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apreciandose que si bien la disminucidn del pH no modifico la

Kt aqumentd significativamente la Umax.

La carnosina {B-alanil-histidina} inhibe competitivamente el
transporte de Gly-Sar, obteniéndose uno constonte de

inhibicién (Ki) , a pH 7,4, de 12 mil.

La disninucién del gradiente de sodio y la inhibicion de la
ATPasa-Na’*-K* preducen la entrada de Gly-Sar sin anular su

acumulacion en el estado de equilibrio.

La entrada de Gly-Sar en células aisladas fue mouor e pHy 6,0

gue @ pHé 7,4 y 5,5, Cuando el pHe fue 3,0 cesd la

agecumulacidn del dipéptide.

£l FCCP {protondfore) inhibid la entrada de Gly-Sar a los tres

valores de pH ensayados, Asimisma inhibidé la entrada de 3-ONG.

En presencia de amiloride (inhibidor del intercambiador Ha'/ZH')
la entrada de Gly-Sar fue inhibida; mientras que la de 3-ONG
fue estimulada. La presencia de monensina revertié el efecto
producido por el amiloride sobre el transporte del dipéptide y
del azlcar. Estos datos sugieren que la acumulacidn de Gly-Sar

depende, en parte, de la actividaed de! intercambiador Na*-HT.
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10. En enterocitos deplecionados de ATP, la entrada de Gly-Sar no
se vié modificada al variar el gradiente de Na* a pH 7,4, ni

; , + . +
al variar el gradiente de H' en ausencia de Ha' .

11, El aumento del potencial de membrana, mediante la variacién del
grodiente aniénico, favorecié la entrada de Gly-Sar a

enterocitos deplecionados de ATP en presencia de un gradiente

de Ha*,

12. El potencial de membrong, inducido por el ¥, en presencia de
valinomicing, no modificé la entrada de Gly-Sar en ausencia de

un gradiente de Ha* o de HY,

& [} [ 4 ¥ + $ §
La imposicién de un gradiente de Ha® en estas condiciones

1

fovorecié la entroda de Gly-Sar, observandose una ligera
acumulacidén transitoria,
Lo maxima acumulacién transitoria del dipéptido se observd

cuando ademds del potencial de membrang ze impuso un gradiente
+
de H',

13. La Gly-Sar se acumula en células aizladas de ciego proximal y
de recto, alcanzando un grodiente de concentracién mayor que
en el wyeyuno. Loz corocterizticas de este sistema de
transporte son las mismas, ya que: i) fue inhibido en ausencia

+ E] L4 [
de No~ sin llegor a anularze su acumulacién intracelular en el

estado estacionario, i) fue maximo a pH 6,0, ifi) fue
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inhibido en presencia de amiloride.

14, De todo lo anterior se deduce que la Gly-Sar es transportada en
células aisladas de polle por un sistema de transperte activo
terciorio, el cual depende directomente del gradiente de H' y
del potencial de membrana; siends dependiente del Na' de un
‘modo ihdirecto, al ser el gradiente de H' funcién del sistema
de intercambio HNa'-H* (sistema de transporte active
secundario), el cual depende o su vez de la RTPaso-Na™-K*

{sistema de transporte activo primaric).



Ul.  BIBLIOGRAFIA



203

BIBLIOGRAF IR

ABE, N.; HOSHI, T. y TARJINA, A, (1967),
Characteristics of transmural potential changes associoted with the

proton-peptide co-transport in toad small intestine. J. Physiel., 394:

3a1-199,

ADDISON, J.M.; BURSTOM, D.; ODALRYMPLE, J.R.; MATTHEWS, D.MH.; PAYNE,
J.M.; SLEISENGER, M.H., y WILKINSON, S, {1975 b),
R common mechanism for transport of di- and tripeptides by hamster

jejunum "in vitro", Clin, Sci, Mol. Med, 49: 313-322.

ADDISON, J.M,; BURSTOM, O, y MATTHEWS, D.M. (1972},
Evidence for active tronsport of the dipeptide glycylsarcosine by

homster jejunum "in vitro”., Clin. Sci, 43: 907-911,

AODISOH, J.M.; BURSTOM, O.; PAYHE, J.W.; WILKINSOH, S. y HATTHEWS,
0.1, {1975 a),
Evidence for active transport of tripeptides by homster jejunum "in

witro", Clin, Sci. Mol. Med, 49: 305-312,

ADDISON, J.M.; MATTHEWS, O.M. y BURSTOH, DO. {1974},
Competition between carnosine and other dipeptides for transport by

homster jejunum "in witro®, Clin. Sci, Mol. Med. 46: 704-714.




204

RDIBI, S.A. (1971),
Intestinal transport of dipeptides in man: relative importance of

hydrolysis and intact absorption. J. Clin, lnvest. 50: 2266-2273,

AOIBI, S.A. (1976),

Intestinal phase of protein assimilation in mon, _Am. J. Clin, Hutr,

29: 205-215,

ADIBI, S.A. y MERCER, D.M. (1973},
Protein digestion in human intestine as reflected in luminal, mucosal,

and plasma amino acid concentrgtions after meals, J. Clin, Inyest, 52:

1586-1594,

ADIBI, S.A. y PHILLIPS, E. (1968),

Evidence for grater absorption of omino acid from peptide thon from

free form by humon intestine, Clin, Fes. 16: 446~

ADIBI, S.A. y SOLEINANPOUR, 1. R. (1974),

Functional characterization of dipeptide transport system in human

jejunum, J. Clin. lnvest. 53: 1368-1374.

AGAR, W.T.; HIRD, F.J.R. y SI0HY, G.5. (1953},
The octive absorption of amino acids by the intestine. J. Physiol.

{London), 121: 255-263




205

RLPERS, D.U. {1986},

Uptaoke and fate of absorbed amino acids and pepiides in the mammalian

intestine. Federation Proc., 45: 2261-2267.

ALUARADD, F. (1966},

D-xylose active tranzport in the hamster small intestine, Biochim,

Biophys. Acta, 112: 292-303.

AMAYA-F., J.; LEE, T.C. y CHICHESTER, £.0. (1976),

The intestinal absorption of fructosyl-glycine-L-leucine. Hutr, Rep,
int. 14: 229-235,

ARNSTRONG, W, Me. D. y GARCIA-DIAZ, J.F. (1984},

Electrical phenomena and ion transport in the small intestine. In:
Hondbook of Experimental Pharmacsloqy, vol 70/1, ed.: T.2., Czaky, pp.
309-380, Springer, Hew York.

ASHTOOR, A.M.; CHADHA, f.; MILNE, M.D. y PROSSER, D.1. (1973),

Intestinal absorption of stercisomers of dipeptides in the rat. Clin,

Sci, Mol. Med. 45: 199-212.

ASATOOR, A.M.; CHENG, B.; EDWARDS, K.D.G.; LANT, A.F.; MATTHEWS, D.N.;
MILHE, NM.C.; HAUAB,F. y RICHARDS, A.J. (1970),

Intestinal absorptioh of two dipeptides in Hartnup disease, Gut, 11:
360-389.



208

BURSTON, D.; WRPHIR, R.A.; TAYLOR, E. y MATTHENS, D.M. (1932},
Uptake of L-valyl-L-valine and Glycyl-sarcesine by hamster jejunum "in

vitro". Clin, Sci. 62: &817-826.

CRRTER-SU, C. y KINMICH, G.A. {1979),
Membrane potentials and sugar transport by RATP-depleted intestinal

cells: efect of anion grodients. Am. J. Physiol. 237: C67-C74, 1979,

CRRTER-SU, C. y KIMMICH, G.R. (1980),
Effect of the membrane potential on Na'-dependent sugar transport by

RTP-depleted intestinal cells. Bm. J. Physiol. 238: C73-C80.

CASPARY, W.F. y CRANE, R.K. (1970},
Active truhsport of myc-inositel and its relation to the sugar

transport system of hamster small intestine. Biochim. Biophys. fcta,

203: 308-316,

CASSAND, G.; STEIGER, B. y MURER, H. (1984),

Ha/H- and Cl1/0H- exchonge in rot jejunal and rot proximal tubular

brush-border membrane vesicle., Pfluegers frch, 400: 309-317.

CHEESENMAN, C.1, (1984),
Sodium and dipeptide tronsport in the small intestine. Can., J.

Physiol, Pharmacol, 62: fiii,




209

CHEESENMAN, C. 1. {1986),

Expression of ominoocid and peptide transzport systems in rot small

intestine. Am. J. Physiol,, 251: G636-G641,

CHEESEMAN, C.1, y DEWULIH, D. {1985},

The effect of amino acids and dipeptides on sodium-ion transport in

rat enterocytes, Biochim, Biophys. Acta, £12: 767-773,

CHEESEMAN, C.1. y PARSONS, D.5. (1974),

Intestinal absorption of peptides. peptide uptake by small intestine

of Aane Pipiens, Biochim. Biophys. Acta, 373: 523-526.

CHEESENMAN, C.1. y SHYTH, D.H., {1973},
Specific transfer processz for intestingl absorption of peptides. J.

Physiol. (London), 229: 45P-46P.

£ooK, G.C. (1973},

Independent jejunai mechanisms for glycine ond glycylglycine transfer

in man “in vitro", Br. J. Hutri, 30: 13-19,

CRAFT, I. L.; GEDDES, D.; HYDE, C. W.; WISE, I, J. y MATTHEWS, D.n.
(1968), |

fibsorption and Malabsorption of glycine and glycine peptides in man.

Gut, 9: 425-437.



210

CRANPTON, R.F.; LIS, N.T. y NATTHEKS, D.M. {1973),
Sites of maximal absorption and hydrolisis of two dipeptides by rat

small intestine "in vivo". Clin. Sci. 44: 583-594.

CRANE, R.K. (1960),

Intestinal absorption of sugars. Physiol. Rev, 40: 795-825,

CRANE, R.K. (1962),

Hypothesis for mechanism of intestinal active transport of sugars,

Fred, Proc, 21: 691-895,

CRANE, R.K. y KRAME, S.M. (1936},

On the mechanism of intestinal abzorption of sugars. Biochim. Biophys.

Acta, 20: 568-574,

CRITCHLEY, D.R.; EICHALZ, A, y CRAHE, R.K. (1969},
Transport of 35-thio-D-glucose in homster small intestine. Biochim.

Biophys. Acta, 211:244-254.

CSAKY, T.2. y LASSEN, V.U, (1964),

Active transport of D-xylose, Biochim. Biophys. fActa, 82: 215-217,

C5AKY, T.2. y THALE, #. (1960},

Effect of ionic enviroment on intestinal sugar transport. J. Physiol.
{London), 151: 59-65,



211

ORS, M. y RRDHAKRISHNAN, A.N. (1973),

Studies on a wide-spectrum intestinal dipeptide uptoke system in the

monkey and in the human. Biochem. J. 146: 133-137.

FRIRCLOUGH, P.D.; SILK, D.B.A.; CLARK, N.L.; HATTHEWS, D.M.; MNARRS,
T.C.; BURSTON, D. y CLEGG, K.M. (1977},

Effect of glycylglycine on absorption from human jejunum of an amino
acid mixture simulating cesein and a partial enzymic hydrolysate of

casein containing small peptides. Clin. Sci. Mol. Med. 53: 27-33.

FERRER, R.; PLANAS, J.M. y MORETD, M. (1986aq),
Preparation and properties of isolated epithelial cells from chicken

cecum and jejunum. Rev, Esp. Fisiol. 42: 341-348.

FERRER, R.; PLANRS, J.M. y NORETQ. M. (1986b),
Characteristics of the chicken proximal cecum hexose transport systenm.

Pfugers. Arch. 407: 100-104.

FISHER. R.B. y PARSONS, D.5. (1949),
R preparation of surviving rat small intestine for the study of

absorption. J. Physiol. (London), 110: 36-46.

FOGEL, M.R. y ADIBI, S.A. (1974),

fissessment of the role of brush border peptide hydrolases in luminal



disappearance of dipeptides in man. J. Lob. Clin. Med, 8%: 327-333.

FRIZZELL, R.A.; FIELD, M. y SCHULTZ, S.G. {1979},

Sodium-coupled Chloride traonsport by epithelial tissues. fAm. J.

Physiol. 236: F1-F8.

FRIZZELL, R.A.; HALH, D.RB.; MUSCH, n.uW.; STEWART, C.P. y FIELD, M.
(1984),

Potassium tronsport by flounder intestinal mucoza. fAm. J. Physiol.

246: F946-F951,

GAMAPATHY, U.; BURCKHARDT, G, y LEIBACH, F.H. (1984),
Characteristics of glycylsorcosine transport in rabbit intestinal

brush-border membrone vesicles, J. Biol. Chem. 259 (4): 8954-8959,

GAWMAPATHY, U.; FOMTELES, M.; PASHLEY, D.H. y LEIBACK, F.H. (1982},
Prolidose contamination in commercial bovine serum albumin, Biochim.

Biophys. fActa, 719: 154-157,

GAHAPATHY, U, y LEIBACH, F.H. (1983),
Role of pH gradient and membraone potential in dipeptide transport in

intestinal and renal brush-border membrane vesicles from the rabbit.

J. Biol. Chem. 258 (23): 14189-14192,




213

GRANRPATHY, V. y LEIBACH, F.H. (1983),

s intestinal peptide transport energized by @ proton gradient?. fm.

J. Physiol. 249: G153-G160.

GRNRPATHY, V. y LEIBRCH, F.H. (1988),

Carrier mediated reabsorption of small peptides in renal proximal

tubules, Am. J. Physiol. 251: F945-F953,

GANAPATHY, U.; MENDICINO, J.F. y LEIBACH, F.H. {1981),

Transport of glycyl-L-proline into intestinal and renal brush border

vesicles from rabbit. J. Biel. Chem. 258: 113-124.

GRMRPATHY, U. y RADHRKRISHAN, R.N. {1980},
Spdium—dependent inhibition of omino acid and dipeptide transport by

harmaline in monkey small intestine. Biochem. Pharmacal. 28: 713-716,

GARDNER, M.L.G. {197%),
fibsorption of amino acids and peptides from a complex mixture in the

isoloted small intestine from the rat., J. Physiol. (London), 253:
233-256,

GARDHER, M.L.G. (1982),

Absorption of intaoct peptides studies on tronsport of pretein digesta

and dipeptide across rat small intestine in vitro, Cl. Exp. Physiol,

67: 629-637.



214

GRRTY, H.; CIUAN, E.D. y CIUAN, H. M. {1989),
Effects of internal and external pH on amiloride-blockable Na'

transport across toad urinery bladder vesicles. J. Membrane. Bisl. 87:

67-73.

GECK, P. y HEINZ, E. (1986},
The Ha*-K*-C1™ cotransport system. J. Memb. Biol. 91: 97-105.

GIRARDI, A.J.; McMICHAEL, H. y HEHLE, W. (1956},
The use of Hela cells in suspension for the quantitative study of

virus propagation, Uirology, 2: 532-544,

GREGER, R. y SCHLATTER, E. (1983),

Properties of the lumen membrane of the cortical tkick ascending fimb

of Henle's loop of robbit kidney. Pfluegers fech, 396: 315-324,

HARS, 1. y McMANUS, T.J. {1983},

Bumetanide inhibits {Ha*K*C1™} cotransport ot o chloride site, fin. .J.

Physiol. 245: C235-C240.

HAJJAR, J.J. y CURRAN, P.F. (19703},

Choracteristics of the amino acid transport system in the mucosal

border of rabbit ileum. J. Gen. Physiol. 56: 673-691,




215

HALL, A.C. y ELLORY, J.C. (1985),

Neasurement and stoichiometry of bumetanide-sensitive {2Na:1K:3CI)

cotransport in ferret red cells. J. Hembr. Biol, 85: 205-213.

HALN, D.R.; KRASHY, E.J.,Jdr. y FRIZ2ELL, R.A. (1989),

Electrophysiology of flounder intestinal mucesa. 1. Conductance

properties of the cellular and paracellular pathways. J. Gen. Physiol.

85: B43-864.

HERDING, C.E.; ROGERS, C.5., y UILKINSOM, 5. (1978),
Absorption of two tyrosine containing dipeptides from the small

intestine ond rectum of the rot. J. Physioi (Londonj), 276: 21P-22P,

HELLIER, 1. D.; HOLDSWORTH, C.D.; PERRETT, D. y THIRUMALARI, C. (1972},
Intestinal dipeptide tiransport in normal oand cystinuric subjects,

Clin, 5ci, 43: 659-668.

HELLIER, N.D.; FRADHAKRISHHAH, A.M.; GAHAPATHY, U.; MATHAH,U.1. y
BAKER, S.J4. (1976},

intestinal perfusion studies in tropical sprue.l. fmino acid and

dipeptide absorption. Gut 17: 511-516,

HINUKAT, M.; KAHO-KAMEYAMA, A. y HOSHI, T, (1982),
flechanisms  of inhibition of  glyecylglycine  transport by

glycyl-L-leucine and L-feucine in guinea small intestine. Biochim.



216

Biophys. Acta, 637: 170-178.

HINUKAL, M.; KRANO-KANEYANR, A. y HOSHI, T. {1983),

Interaction of glycylglycine and Na' at the mucosal border of guinea

pig small intestine. Biochim. Biophys. Acta, 732: 6339-667.

HINUKARI, M.; SUZ2UKT, V. y HOSHI, T. (1978),
Differences in characteristics between glycine ond glycylglycine

transport in guinea pig small intestine. Jpn. J. Physiol. 28: 439-510.

HIROSE, R. y CHANG, E.B. {1983),
Effects of serotonin on Ma'-H' exchange and intracellular calcium in

isolated chicken enterocytes. Am. J. Physiol. 254: G891-6897.

HOINARD, C. y GORE, J. {1988),

Cytoplasmic pH in isolated rat enterocytes. Role of Na'-H' exchanger.

Biochim. Biophys. Rcta, 941: 111-118.

HOPFER, U.; NELSON, K.; PERROTTO, J. e ISSELBACHER, K.J. (1973},

Glocose transport in isolated brush border membrane from rat small

intestine., J. Biol. Chem. 248: 25-32.

HOPFER, U.; SIGRIST-NELSON, K.; RHNANN, E. y MURER, H. (1978),

Differences in neutral amino acid and glucose transport between brush



217

barder and basolateral plasma membrane of intestinal epithelial cells.

J. Cell. Physiol. §9: 805-810.

HOPFER, U.; SIGRIST-NELSON, K. y NURER, H. (1975),
intestinal sugar transport: studies with isolated plosma membranes.

Ann. H.Y. Acad. Sci. 26%: 414-427.

HOSHI, T.; TRKUMA, N.; ABE, M. y TAJIMA, A. {1986),
Hydrogen ion-coupled transport of D-glucose by phirizin-sensitive

sugar carrier in intestinal brush-border membranes. Biochim. Biophys.

Rcta, 861: 483-488.

ILUNDAIN, A. y NAFTALIN, R.J. (1931},
Na*-dependent co-transport of ol-methyl-D-glucoside across the mucosal

border of rabbit descending colon. Biochim. Biophys. fcta, o44:

J16-322,

KIMNICH, G.R, (1970a),
Preparation and properties of mucosal epithelial cells izolated fron

smal! intestine of the chicken. Biochemistry, 9: 3659-3668.

KiticH, 6./, (1970b),
Active sugar accumulation by isclated intestinal epithelial cells: R

new model for szodium-dependent metabolite transport. Biochemistry, 9:
3669-3677.



218

KIMICH, G.A. (1972),

Sodium-dependent accumulation of sugars by isolated intestinal cells,
Evidence for o mechanism not dependent on the Ha*-gradient. In:
Ha*-Linked tronsport of orgonic solutes ({Heinz, E., ed.}).

Springer-Uerlag, Berlin, pp., 116-129,

KImMiCH, G.A. (1984),
Sodium electrochemical grodients and intestinal absorption. In:

Intestinal Toxicology, ed by C.M. Schiller, Raven Press, Hew York,

KIfICH, 6.A. y CARTER-SU, C. (1978),
Membrane potentials and the energetics of intestinal Ha'-dependent

transport system. fim. J. Physiol. 235: C73-C81.

KIMURR, T.; YAMAMOTO, T.; MIZ2UMO, M.; SUGR, Y.; KITRDE, 5. ¥ SEZAKI,
H. (1983},
Characterization of aminocephalosporin tronsport across rat small

intestine., J. Pharmacobio-Dyn. 6: 246-253.

KINSELLA, J.L. gy ﬂRUHSUH, P.5. {19807,

Properties of the Ma'-H® exchanger in rens! microwillus membrane

vesicles., Am, J. Physiol, 238: F461-F469.




219

KINSELLA, J.L. y RRONSON, P.S. (19813,

interqactlion of NH*+ and Li* with the renal microvillus HNa*-H'

exchanger. Am. J. Physiol. 241: C220-C226.

KNICKELBEIN, R.; RRONSON, P.S.; RTHERTON, M. Y DOBBINS, J.H. (1983},

Sodium and chloride transport across rabbit ileal brush border. |.

Evidence for Na-H exchange. Am. J. Physiol. 245: G6504-G510.

LANDAU, B.R.; BERNSTEIN, N.L. y HILSON, T.H. (1982},

Hexose transport by hamster intestine "in vitro". Am. J. Physiol. 203:

237-240.

LEONARD, J.U.; MARRS, T.C.; ADDISOM, J.H.; BURSTOM, D.; CLEGG, K.M.;
LLOYD, J.K.; MATTHEUS, D.M. y SEAKINS, J.U. (1976},
intestinal absorption of amino acids and peptides in Hotnup disease.

Pediatr. Res, 10: 246-249,

LOWRY, 0.H.; ROSEBROUGH, M.J.; FARR, A.L. y RAHDALL, R.J. (1951),

Protein measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193:

265-215,

LUCAS, M. (1983},

Determination of acid surface pH in vive in rat proximal jejunum. Gut,

24: 734-739.




220

MALONEY, P.C. {1982),

Energy coupling to ATP synthesis by the proton-iranslocating ATPase.
J, Memb, Biol., 67: 1-12.

MANDEL, L.J. y NMURPHY, E. {1984),

Regulation of cytosolic free calcium in rabbit proxima! renal tubules.

J. Biol, Chem., 259: 11186-11196.

HATTHENS, D.M. (19754},
Intestinal absorption of peptides. Physiol. Rev. 55: 537-608.

MATTHEWS, D.M. (1975b),

Absorption of peptides by mammalion intestine. In: Peptide transport

in protein nutrition {Ed, by Matthews, D.M. y Payne, J.U.} pp. 61-146.

MATTHEWS, D.M.; AODISOM, J.M. y BURSTON, D. (1974),
Evidence for active tronsport of the dipeptide carnosine

(B-alanil-L-histidine) by hamster jejunum "in vitro". Clin. Sci. Hol,

Med, 46: 693-705.

MATTHEUS, D.M. y BURSTOM, D. (1983),

Uptake of L-leucil-L-leucine and glycylsarcosine by hamster jejunum

“in vitro". Clin. Sci. 65: 177-184.



221

NATTHEUS, D.M. y BURSTON, D. {19384),
Uptake of series of neutral dipeptides inciuding L-alanyl-L-alanine,

glycylglycine and glycylsarcosine by hamster jejunum "in vitro". Cli.
Sci. 67: 541-549,

MATTHEWS, DO.M.; CRAFY, I.L.; GEDDES, D.M.; MISE, I.J. y HIBE, C.U.
{1965,

fibsorption of glycine and glycine peptides from the small intestine of

the rat, Cli. Sci., 35: 415-424.

MATTHEWS, D.M.; GANDY, P.H.; TAYLOR, E. y BURSTON, D. {1979},
Influx of two dipeptides, glycylsarcosine and L-glutamyl-L-glutamic

acid, into hamster jejunum "in vitro", Clin. Sci. 56: 13-23,

MATTHEUS, D.M.; LIS, M.T.; CHEHG, B, y CRAMPTOH, R.F. (1969),
Observations on the intestinal abzorption of some oligopeptides of

methionine and glycine in the rat, Clin, Sci. 37: 731-764.

MATTHENS, D.M. ¥ PAYNE, J.U. (1980),

Transmembrane transport of zmall peptides. Current Topicz in membranes

and transport, 14: 331-408.

MITCHELL, P. (1963),

Molecular, group and electron transzlocation through natural membranes,

Biochem, Soc. Simp. 22: 142-168,




222

MONTERD, M.C.; BOLUFER, J. e [ILUNDRIN, R. {1988),

Potassium transport in isolated chicken enterocytes. Phlugers Archiv.

12 $22-428,

MOHTROSE, M.H.; BEBERNITZ, G. ¥ KIMMICH, G.A., (1985),
Evaluation of fon gradient-dependent H' transport systems in isoloted

enterocytes from the chick, J. Memb. Biol. 88: 55-66,

MURER, H. y HOPFER, U, (1974},
Oemonstration of electrogenic Mo*-dependent D-glucose transport in

intestinal brush border membrones. Proc. Motl. Acod. Sci. 71: 484-488.

MURER, H.; HOPFER, U. y KINNE, R. (1976,
Sodium/proton antiport in brush-border-membrane vesicles isolated from

rat small intestine and kidney, Biochem. J. 154: 597-604.

MURER, H.; SIGRIST-MELSOM, K. y HOPFER, U, (1975},
On the mechanism of sugar and omino acid interaction in intestinal

transport, J. Biol. Chem, 250: 2392-2396,

HAUAB, F. y ASATOOR, A.M. (1970),

Studies on intestinal absorption of amino acids and a dipeptide in a

case of Hortnup disease. Gut, 11: 373-379,



223

NEANME, K.D. y RICHARDS, T.G. {1972},

in: Elementary Kinetics of membrane carrier transport, pp. 56-79.

Black-well scientific publications, Oxford.

NIXON, S.E. y MAWER, G.E. {1970a},
The digestion and absorption of protein in mon. 1. The site of

absorption. Br. J. Nutr., 24: 227-240.

NIXON, S.E. y MAWER, G.E. {1970b),
The digestion and obsorption of protein in mon. Il. The form in which

digested protein is absorbed. Br. J. Nutr. 24: 241-258.

NUTRENRDEL, M. y SCRIVER, C.R. (1978},
Uptake and metabolism of B-alanine and L-carnosine by rat tissues in

vitro: role in nutrition. Am. J. Physiel, 230: 643-651.

0'GRRDY, S.M.; MUSH, M.W. y FIELD, M. (1986),
Stoichiometry and ion affinities of the Na-K-Cl cotransport system in

the intestine of the winter flounder {(Fsewchefowonsctés searivenus).

J. Nemb. Biol., 91: 33-41.

0'GRADY, S.M.; PALFREY, H.C. y FIELD, M. (1987),

Characteristics and functions of HNa-K-Cl cotransport in epithelial

tissues, Am. J. Physial. 22: C177-C192,




224

OKAND, T.; INUL, K.; NAEGAWA, H.; TAKANO, M. y HORI, R. (1986),
N coupled uphill transport of aminocephalosporins via the dipeptide

transport system in rabbit intestinal brush border membranes. J. Biol.

Chem. 261: 14130-14134.

PALFREY, H.C.; FEIT, P.U. y GREENGARD, P. {1980),
cAllP-stinulated cation cotransport in avian erythrocytes: inhibition

by loop diuretics. Am. J. Physiol. 238: C139-Ci48.

PALFREY, H.C. y RAQ, H. (1983,

Na/K/C! cotransport ond its regulation. J. Exp. Biol. 106: 43-54.

PERRY, R.D. (1966),

fsolotion of the epithelial cells of the rat small intestine., Can. J.

Biochem. 44: 687-693.

PERRY, T.L.; HANSEN, S. y TISCHLER, B. {1967},
Carnosinemia: o new metobolic disorder asociated with neurologic

dizease and mental defect, W, Engl. J. Med. 277: 1219-1227.

PLANAS, J.M.; OLIVERAS, M.; FERRER, R, y MORETO,M. (1987},
Estudio morfoldgico y del transporte de J-oxi-metil-D-glucosa en recto
y coprodeo de pollo. 4411 Congresc Hacional de la Sociedad Espafiola de

Ciencias Fisiolégicas, Extremadura,



225

POTRSHNER, S.J. y JOHNSTONE, R.M. (1971},
Cation grodients, ATP and amino acid accumulation in Erhlich ascites

tumor cells., Biochim, Biophys., Bcta, 233: 91-103.

RRGHUNATH, M. y NARASINGA RARO, B.S. (1987),
Absorption by rat jejunum in situ, of the peptides released during

sequential enzymatic digestion "in vitro" of dietary proteins. Hutrion

Reports International, 35: 939-947.

RAJENDRAN, U.M.; ANSARI, S.A.; HARIG, J.M.; RODANMS, N.B.; KHAN, A.H. y
RANASHANY, K. (1983a),
Transport of glycyl-L-proline by human intestinal brush border

membrone vesicles. Gastroenterology, 89: 1296-1304,

RAJEHDRAN, U.n,; BERTELOOT, A.; ISHIKAUA, Y. KHAN, A. H. y RANMASLANY,
K., {19643,
Transport of caornosine by mouze intestinal brush border membrane

vesicles, Biochim. Biophys. fcta, 778: 443-448.

RAJEHDRAN, U.M,; BERTELOOT, A. y RAMASUAMY, K. (1985b),
Tranzport of glycyl-L-proline by mouse intestinal brush border

membrane vesicles. fim., J. Physiol. 243: (6682-6686,

RAJENDRAN, U.M.; HARIG, J.M. y RAMASUAMY, K. (1987),

Characteristics of glycyl-L-proline tronsport in intestinal brush



226

border vesicles. Am. J. Physiol. 232: G281-G286.

RANDLES, J. y KiMMICH, G.A. (1978),

Effects of phloretin and teophylline on 3-o-methylglucose transport by

intestinal epithelial cells. Am. J. Physiol, 234%: C64-C72.

REID, E.M. (1901},

Transport of fluid by certain epithelia. J. Physiol. {London), 26:
436-444.

RESTREPO, D. y KINMICH, G.A. (1985},
The mechanistic naoture of the membrane potential dependence of sodium-

sugar cotronsport in small intestine, J. Membrane, Biol. 87: 159-172,

REUSS, L. y PETERSEH, K. {1985},
Cyclic AMP inhibits Ha'-H' exchange at the apical membrane of Aecturws

gallbladder epithelium, J. Gen, Physiol, 85: 409-429.

RODS, A, y BORON, W.F. (1981),
Intracellular pH. Physiol. Rey. 61: 296-434,

RUBINO, R.; FIELD, M. y SHURCHMAM, H. (1971},
Intestinal transport of amino acid residues of dipeptides. 1. Influx

of the glycine residue of glycyl-L-proline across mucosal border. J.

Biol. Chem. 246: 3542-3548,



227

RUSSELL, J.M. {1983),

Cation coupled chloride influx in squib axon: role of potassium and

stoichiometry of the tronsport process. J. Gen. Physiol. 81: 909-925,

SAID, H.M.; GHISHAN, F.K. y REDHA, R, (1987),

Folote transport by human intestinal brush border membrane vesicles.

fim. J. Physiol. 252: 6229-6236.

SCHELD, H.P.; BURSTOH, 0.; TAYLOR, E. y MATTHEWS, 0.0, {1979),
Kinetics of uptake of an amino acid ond o dipeptide into hamster

ejunum and ileum: the effect of semistarvation and starvetion. Cli.

j
Sci. 56: 487-492,

SCHRON, C.M.; WASHINGTOM, C. y BLITZER, B. (1985),
The transmembrane pH gradient drivez uphill folate transport in rabbit

jejunum, J. Clin., lnvest, 76: 2030-2033.

S5CHULTZ, 5.G.; FUISZ, R.E. y CURRAN, P.F. (1966},

Aimino acid ond sugor transport in rabbit ileum. J. Gen. Physiol. 49:

469-866,

SCHULTZ, 5.6, y ZALUSKY, R. (1964),
fon transport in isolated rabbit ileum, !. Short-circuit current and

Ma* fluxes. J. Gen. Physiol, 47: 567-584.




228

SEPULUEDA, F.U, y SHYTH, M.U. {1978),
Discrimination between different entry mechanisms for neutral omino

acids in rabbit ileal mucosa. J. Physiol. 282: 73-90.

SIGRIST-NELSON, K.; NMURER, H. y HOPFER, U. {1979),

Active alanine traonsport in isolated brush border aembranes. J. Biol.

Chem, 250: 5674-5680.

SILBERNRGL, S.; GRNAPRTHY, U. y LEIBACH, F.H. {1987},

HY gradient-driven dipeptide reabsorption in proximal tubule of rtag

kidney. Studies in vivo and in vitro. Am. J. Physiol. 253: F448-F457.

SILK, D.B.AR.; PERRETT,D. y CLARK, W.L. {1975),

Jejunal and ileal obsorption of dibasic omino acids and an

arginine-containing dipeptide in cystinuria. Gastroenterology, 68:
1426-1432.

SILX, D.B.A.; PERRETT,D.; WEBB, J.P.U. y CLARK, M.L. {1973},
Tripeptide absorption in man, Gut, 14: 427-428.

SLEISENGER, M.H.; PELLING, D.; BURSTOM, D, y MATTHEUS, D.M. (1977},
fimino acid concentrations in portal venous plasma during absorption
from the small Intestine of guinea plg of an oamlno acid mixture

simulating casein and a partial enzymic hydrolysate of casein. Clin,




229

Sci. Hol. Med. 52, 259-267.

TAKUNA, N.; SHIMADA, T.; HATSUMOTO, H.; HIMUKAI, 0. y HOSHI, T.
(1985),
Effect of hydrogen ion-gradient on corrier-mediated transport of

glycylglycine across brush border membrane vesicles from rabbit small

intestine, Jon. J. Physiol. 35: 629-642.

TARLOW, M.J.; SERKINS, J.U.T.; LLOYD, J.K.; MATTHEUS, D.M.; CHEHG,B. y
THOMAS, A.J, (1972},
fibzorption of amino ocids and dipeptides in a child with o variant of

Hartnup disease and coexistent coeliac diseose, firch. Dis. Child. 47:
796-803,

TAYLOR, E.; BURSTOM, D. y MATTHEWS, D.n. (1980},

Influx of glycylsarcosine and L-iysyl-L-lysine into hamster jejunum in

vitro, Clin. Sci. 53: 221-225,

WEBB, K.E., Jr, (1986),

Amino acid and peptide absorption from gastrointestinal tract.

Federation Proc. 45: 2268-2271,

UIGGANS, D.S. y JOHNSTOM, J.M. (1959),
The absorption of peptides. Biochim. Biophys. Rcta, 32: 69-73.




230

HILSON, T.H. y LANDAU, B.R. (1960),

Specificity of sugar transport by homster intestine. Am. J. Physiol.

198: 99-106.

WISEMAN, G. (1974),

Absorption of protein digestion products. In: Intestinal Absorption

{(ed. Smyth, D.H.) Biomembranes, Uol 46, pp 363-481. Plenum, Hew York,



UNIVERSID AL oy ’“?f‘”? A

n-.ﬂmmmw.mtwml

Reunido i Tribunal Integrado pop 03 abajg firmMantes
én el dia de la fecha, Para juzger 1 Tesig Yosotoral de

D...k(i-..LQLSA-._-.QALQMé_E ...... TRt @ -
tiuiada _lranenorte  do G _l_cc.«_L:_‘Sqm..tg.s_\.nq__...p.et:_.ic.eil.u.l.c;;s...gi.s.i.c.:.g;
das d..e.l_._.ﬁmfell‘o Infestinal. R -
&cordo otorgarle Ia calificacica ;‘ e. ADTO CUH U.DEL‘ ..... e e

b -....._..--......

1 Doctorado,

M i Gloger




