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Abreviaturas

ADNc
ARNm
ADP
AMPc
ASBT

Acido desoxirribonucleico complementario
Acido ribonucleico mensajero

Adenosina difosfato

Adenosina monofosfato ciclico

Apical sodium-dependent bile acid transporter (transportador de

sales biliares dependiente de sodio.

ATP
BSA

Adenosina trifosfato

Bovine serum albumin (albiimina de suero bovino)

Ca™ ATPasa ATPasa de calcio (bomba de calcio)

CBB
CHO
c.p.m.
DMSO
DPH
DPX
EDTA
GALT
GLUT

Coomassie brillant blue

Chinese hamster ovary (linea celular de ovario de hamster chino)
Cuentas por minuto

Dimetilsulféxido

1,6-Difenil-1,3,5-hexatrieno

Solucién montante para histologia

Acido etilendiaminotetraacético

Tejido linfoide asociado al tracto digestivo

Glucose transporter (transportador de glucosa)
Homogeneizado

Acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-2-etanosulfénico
Violeta de p-yodonitroterazolio

Constante de inhibicion

Constante de difusion

Constante de Michaelis (constante de afinidad)

Na'-K" ATPasa ATPasa de sodio y potasio (bomba de sodio)

NHE
P
Pprr
PBS
PMSF
pNPP

Na'/H" exchanger (intercambiador Na'/H")
Precipitado

Polarizacion de fluorescencia en el estado estacionario
Phosphate buffered saline (tampén fosfato salino)
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

para-nitrofenilfosfato disédico



Abreviaturas

pNP para-nitrofenol

I Anisotropia de fluorescencia en el estado estacionario

r.p.m. Revoluciones por minuto

SAAT Sodium amino acid cotransporter (cotransportador de sodio y
aminoacidos)

SDS Dodecil sulfato sédico

SGLT Sodium glucose cotransporters (cotransportadores de sodio y D-
glucosa)

SGLT1  Sodium glucose cotransporter (cotransportador de sodio y D-
glucosa)

SHR Spontaneously hypertensive rats (ratas espontdneamente hipertensas)
t Tiempo

TCA Acido tricloroacético

THF Acido tetrahidrofurano

Tris Tris-hidroximetil-aminometano

VMA Vesiculas de membranas apicales

Vmax Velocidad maxima

WKY Wistar-Kyoto (ratas normotensas)
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Los mecanismos fisiologicos, patoldgicos y moleculares implicados en el
desarrollo de la hipertension arterial son numerosos, y parte de ellos atin desconocidos.
La hip6tesis més barajada y aceptada hoy en dia apunta a la existencia de
modificaciones en el transporte celular de iones, que a su vez alterarfan la composicién

i6nica celular. En este sentido el i6n mas afectado es el sodio.

Los estudios para profundizar en los mecanismos fisiopatologicos de la
hipertensién arterial, normalmente se han realizado en aquellos tejidos mas
directamente implicados en la hipertensién arterial, como son la musculatura lisa de los
vasos (arterias), eritrocitos, linfocitos, plaquetas y rifion. En estos estudios se utiliza
tradicionalmente un modelo de rata consanguinea hipertensa denominada
“Spontaneously Hypertensive Rat” (SHR) y como controles ratas consanguineas
normotensas de la raza “Wistar-Kyoto” (WKY). Sin embargo, cada vez mas, se discute
el papel del intestino delgado en la fisiopatologia de la hipertensién arterial. Se han
realizado algunos estudios sobre el transporte intestinal de iones en la hipertension
arterial, pero existen pocos datos sobre el transporte intestinal de substratos orgénicos

en esta patologia.

Los principales monosacaridos de nuestra dieta son la glucosa, galactosa y
fructosa. Estos monosacaridos se absorben en el intestino delgado mediante
mecanismos mediados y de difusion simple. Concretamente, en la membrana apical del
enterocito, la glucosa y la galactosa se transportan acopladas al ién sodio mediante una
proteina de membrana que recibe el nombre de SGLT1 (Sodium glucose cotransporter).
Nuestro primer objetivo fue el estudio del transporte intestinal de glucosa y galactosa en
el intestino delgado de ratas WKY y SHR, ya que podrian modificarse algunos
mecanismos de transporte de substratos dependientes del i6n sodio en la hipertension
arterial. Este estudio se realizard en yeyuno e ileon. Analizaremos las constantes
cinéticas del transportador implicado en la captacion intestinal de los citados substratos
y realizaremos la inmunolocalizacion de dicha proteina a nivel histologico y celular en

yeyuno e ileon de ambos grupos experimentales.
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Nuestro segundo objetivo fue el estudio del transporte de la D-fructosa. La D-
fructosa se transporta, en la membrana apical del enterocito, mediante un sistema de
transporte independiente del i6n sodio, del que es responsable la proteina denominada
GLUTS (Glucose transporter). Al estudiar el transporte intestinal de la D-fructosa, en
animales hipertensos, podremos comparar los resultados con los obtenidos al analizar el

sistema de transporte dependiente del i6n sodio.

Por ultimo, en los estudios de la patogénesis de la hipertension arterial, muchos
autores apuntan al papel que juega la microviscosidad de la membrana plasmética. Por
ello otro objetivo de esta memoria fue el analisis de la microviscosidad de la membrana

apical de los enterocitos del yeyuno e ileon provenientes de ratas WKY y SHR.
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2.1. MORFOLOGIA DEL INTESTINO DELGADO

La digestion de los alimentos comienza en la cavidad oral y prosigue en el
estdmago y en el intestino delgado. En éste ultimo ademas del proceso de digestién, se
produce la absorcion de aquellos productos resultantes de la misma. El intestino delgado
es la porcion mas larga del tubo digestivo, y se divide en tres partes o segmentos, que
son duodeno, yeyuno e ileon. El duodeno conecta con el yeyuno a través del llamado
angulo de Treitz y el ileon con el intestino grueso por la valvula ileocecal. Aunque estos
segmentos son similares desde el punto de vista histologico, hay diferencias menores

que permiten su identificacion.

Realizando un corte transversal al intestino delgado se distinguen
histologicamente cuatro capas de fuera hacia dentro: serosa, muscular, submucosa y

mucosa (figura 2.1.).

La serosa esta formada por tejido conectivo, recubierta externamente por un
epitelio simple plano. De la serosa se origina el mesenterio que actua como soporte de
vasos sanguineos, linfaticos y fibras nerviosas. Con excepci6n de la segunda y la tercera

porcién del duodeno, todo el intestino delgado est4 revestido por una serosa.

La capa muscular del intestino delgado estd compuesta a su vez por una capa
circular interna y una longitudinal externa de musculo liso. Localizado entre estas dos
capas se encuentra el plexo mientérico de Auerbach, que junto con el plexo submucoso
de Meissner localizado en la submucosa, se encarga de la inervacion intrinseca de la
pared intestinal. Esta capa muscular es la encargada de la actividad peristaltica del

intestino delgado.

La submucosa del intestino delgado estd compuesta por tejido conectivo
fibroelastico denso, de distribucion irregular, en el que son muy abundantes los vasos

linfaticos y los vasos sanguineos. En ella, se sitiia el plexo submucoso de Meissner
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Figura 2.1. Estructura del intestino delgado humano, secciéon transversal.

Tomado de Escuredo, B. y col.: Estructura y funcién del cuerpo humano. Ed.

Interamericana, Madrid, 1995.
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previamente citado. En la primera mitad del duodeno, la submucosa contiene glandulas
de Brunner secretoras de moco. Ademas, la submucosa contiene parte del tejido linfoide
asociado al tracto digestivo (GALT), que aunque en su mayor parte aparece en la
mucosa intestinal, parte de ella atraviesa la muscular de la mucosa y se asienta en la

submucosa.

La mucosa intestinal se encuentra en la superficie luminal del intestino delgado.
Se divide en 3 capas distintas: la capa muscular de la mucosa o muscularis mucosae, la
lamina propia y el epitelio intestinal. La mucosa contiene numerosos pliegues
transversos formando elevaciones semicirculares que reciben el nombre de valvulas
conniventes o pliegues de Kerkring. Son muy numerosos en el duodeno distal y en el
yeyuno proximal, y menos en la mitad proximal del ileon. La superficie de estos
pliegues, a su vez, estd cubierta de vellosidades que protruyen hacia la luz intestinal.
Las vellosidades son estructuras permanentes, y tienen una forma y una magnitud que
depende de la especie animal y de la zona del intestino que se considere, asi como del
estado fisiolégico del individuo. Por ejemplo, el ileon contiene las vellosidades mas
estrechas, cortas y escasas de los tres segmentos que componen el intestino delgado. Las
vellosidades junto con las vdlvulas conniventes incrementan la superficie de absorcion

de la mucosa en aproximadamente 30 veces.

La muscularis mucosae o capa muscular de la mucosa del intestino delgado, es
la capa més delgada y estd compuesta a su vez por una capa circular interna y otra
longitudinal externa de células de musculo liso. Las fibras musculares de la capa
circular interna entran en la vellosidad y se extienden a todo lo largo de su centro hasta
alcanzar la membrana basal. Durante la digestion estas fibras musculares se contraen de
manera ritmica, contribuyendo al movimiento de las vellosidades y facilitando el paso

de nutrientes hacia la 1amina propia.

La ldmina propia es una capa de tejido conectivo que rellena el centro de la
vellosidad. En ella se encuentra un conducto linfatico de terminacién ciega (vaso

quilifero), vasos sanguineos y células musculares lisas, éstas uiltimas orientadas en toda
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la longitud de la vellosidad. También estan presentes elementos extracelulares como
colageno y fibras elasticas. Ademds, en la 1amina propia existen multitud de células del
sistema inmunitario, entre ellas células plasmaticas, linfocitos, eosindfilos, mastocitos y
macréfagos, que forman parte del llamado GALT y que nos proporciona defensa
inmunolégica contra los antigenos ingeridos. El ileon se caracteriza por un gran
desarrollo del GALT, donde las células linfoides se agrupan formando las placas de
Peyer, que ensanchan la lamina propia de la mucosa, interrumpen la muscular de la

mucosa y se extienden hacia la submucosa.

La funciéon més importante de la ldmina propia es su funcién inmunolégica.
Ademés tiene otras funciones, entre ellas: ser una importante estructura de soporte para
las células epiteliales intestinales, proporcionando el medio para el transporte del
material absorbido por el epitelio hacia los lugares més distantes; y contribuir al

movimiento de las vellosidades (Allan y Trier, 1991).

El resto de la lamina propia, que se extiende hasta la capa muscular de la
mucosa, se encuentra comprimida en laminas delgadas de tejido conectivo muy
vascularizadas, y presenta numerosas glandulas intestinales tubulares llamadas criptas
de Lieberkiihn, localizadas en la base de las vellosidades. La base de cada vellosidad
esta rodeada por las aberturas de numerosas criptas, que se abren hacia los espacios

intervellosos como perforaciones de la tinica epitelial.

El epitelio intestinal presenta dos funciones principales que son las del transporte
vectorial de sustancias y la de barrera defensiva. Es una estructura sometida a una
agresion continua, lo cual hace que sea necesario un proceso de renovacién constante.
En el epitelio coinciden distintos tipos de células, que ademds estan distribuidas de
forma diferente segiin sea considerada la vellosidad o la cripta. Los distintos tipos de

células son las siguientes (figura 2.2.):

Enterocitos o Células absortivas. Son las mas importantes en el epitelio de la

vellosidad. Son células columnares muy polarizadas tanto morfolégicamente como
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funcionalmente, y son parecidas a un gran ntimero de otras células epiteliales absortivas
como las del tibulo contorneado proximal renal. Existe una notable diferencia en la
composicion y estructura de la membrana que estd en contacto con el contenido luminal
del intestino, membrana apical, frente a la membrana que rodea a la superficie
basolateral del enterocito, membrana basolateral. El borde apical serd objeto de estudio
en el apartado 2.2. de esta Memoria. Las paredes basolaterales de los enterocitos
presentan actividad Na'-K* ATPasa y estan separadas de la superficie apical por

uniones estrechas y el complejo de unién.

El nitcleo de los enterocitos es oval y estd localizado en la zona basal de los
mismos. En preparaciones debidamente tefiidas, observadas al microscopio electrénico,
aparece una zona clara correspondiente al complejo de Golgi, localizado en el
citoplasma en la parte superior del nicleo. En la zona restante del citoplasma se
encuentran mitocondrias, elementos del reticulo endoplasmico liso y rugoso, ribosomas
libres, polisomas, microtiibulos, lisosomas dispersos, y otras estructuras relacionadas

tales como cuerpos multivesiculares y peroxisomas (Madara y Trier, 1994).

Células caliciformes o mucosas. Diseminadas entre los enterocitos de las
vellosidades se observan las células mucosas, abundando principalmente en los dos
tercios superiores de la vellosidad. Son células polarizadas que secretan moco siendo
uno de los componentes principales la mucina, conjunto de glicoproteinas de elevado
peso molecular. El moco tiene funciones fundamentales en la lubrificaciéon de la
superficie epitelial; actia como barrera para la difusién; interviene en procesos de
desintoxicacion; protege a la mucosa frente a proteasas; y facilita la eliminacion de
bacterias, virus y parésitos (Perdue y col., 1984). Estas células caliciformes tienen una

vida breve, y después de descargar su mucigeno mueren y se descaman.

Las células mucosas son menos abundantes en el duodeno, y van aumentando en

yeyuno e ileon, siendo méis numerosas en el ileon terminal cercano al ciego.
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Células endocrinas. Cerca del 1% de las células que cubren las vellosidades son
células endocrinas. Se localizan principalmente en el tercio inferior de las criptas,

aunque pueden también observarse mas arriba de la vellosidad.

Son células columnares con microvellosidades irregulares y poco abundantes. Su
nucleo es esférico y el citoplasma claro. Entre la hormonas que secretan tenemos la
serotonina, colecistocinina, polipéptido gastrico inhibidor, motilina, somatostatina,

peptidos similares al glucagdn, neurotensina, sustancia P, secretina y gastrina.

Células indiferenciadas o regenerativas. Se encuentran en el fondo de las
criptas en un numero que va de 4 a 16 capas (Potten y Loeffler, 1990). Son células
pluripotentes de las cuales derivan todas las demés a partir de sus multiplicaciones y
posterior diferenciacion. Son células madres que proliferan para repoblar el epitelio de
las criptas y de las vellosidades. Su tasa de division es elevada, con un ciclo celular
relativamente breve de 24 horas. Se piensa que de cinco a siete dias después de la
aparicion de la nueva célula, ésta habra progresado hasta la punta de la vellosidad y se
habré exfoliado.

Células de Paneth. Son células en forma de piramide troncada, presentes
fundamentalmente en el tercio mas profundo de las criptas de Lieberkithn. Se distinguen
con claridad por la presencia de granulos eosindfilos grandes en su citoplasma luminal.
Estas células participan en la barrera defensiva funcional, debido a que producen
secreciones denominadas “defensinas” que protegen frente a la infeccion (Satoh, 1988).
A diferencia de las demas células del epitelio intestinal las células de Paneth tienen una

vida prolongada.

Células M. Son células epiteliales mucosas que difieren de las anteriores tanto
en estructura como en funcién. Se sitian sobre los foliculos linfoides y las placas de
Peyer. Son cubicas o planas en lugar de cilindricas y altas y poseen micropliegues

luminales en vez de microvellosidades. Las células M tienen capacidad para transportar
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Figura 2.2, Estructura de la mucosa, vellosidades, criptas de Lieberkiihn y
de las células componentes del epitelio intestinal. Tomado de Leslie P. Gatner-James

L. Hiatt: Histologia, Texto y atlas. 1? Ed., Mac Graw-Hill Interamericana, México 1997.
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antigenos macromoleculares y microorganismos desde la luz intestinal hasta los
foliculos linfoides de las placas de Peyer, proceso que tiene lugar mediante la formacion

de vesiculas endociticas (Owen y col., 1986; Sicikski y col., 1990).

2.2. MEMBRANA APICAL: ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS
GENERALES.

Como comentamos en el apartado anterior, los enterocitos son células muy
polarizadas, existiendo una gran diferencia morfoldgica y funcional entre la membrana
en contacto con el lumen intestinal, membrana apical, y la membrana basolateral. Nos
detendremos en la descripcion de la membrana apical por ser objeto de estudio en la
presente memoria. Estudios detallados sobre la estructura, composicién quimica y
aspectos funcionales de la membrana apical, han sido posibles gracias al desarrollo de
métodos que permiten el aislamiento de membranas apicales relativamente puras.
Ademds, una gran proporcién de membranas se aislan como vesiculas cerradas, por lo
que se usan como modelo para el estudio del transporte intestinal de un determinado

substrato.

La membrana apical también recibe el nombre de membrana de borde en cepillo,
por presentar multitud de proyecciones digitiformes estrechamente unidas llamadas
microvellosidades. Estas microvellosidades tienen un grosor de 0,5 a 1,5 ym con 1 pm
de longitud y su presencia hace aumentar la superficie de absorcion intestinal de 14 a 40
veces. En los enterocitos del intestino se ha calculado que hay unos 200 millones de
microvellosidades por mm? de superficie apical. En el interior de las microvellosidades
hay unos filamentos que recorren toda su longitud y se proyectan hacia el interior de la
célula formando el citoesqueleto de la microvellosidad. Estos filamentos estdn
constituidos principalmente por actina, los cuales se adhieren al vértice de la
microvellosidad a una region amorfa formada entre otras por villina. Ademas, estos
filamentos de actina también estan ligados a la red de actina de las uniones adherentes
que se encuentran entre las células adyacentes. Por la base de la microvellosidad los

filamentos de actina estdn embebidos en la membrana terminal, complejo de moléculas
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de actina y espectrina, debajo de la cual se sitGan los filamentos intermedios de

citoqueratina (figura 2.3.).

Aun se desconoce si el citoesqueleto de las microvellosidades, ademds de su
evidente funcion arquitectonica, desempefia una funcién contractil (Louvard, 1989;
Bretcher, 1991). Se han propuesto diversas hipétesis para intentar explicar el sentido de
esta contraccion; una de ellas sefiala que la contraccion serviria para separar entre si las
microvellosidades, evitando el contacto de unas con otras, lo que dificultaria la
absorcion. Sin embargo, es posible que la funcién de estos microfilamentos sea
simplemente la de mantener rigida la microvellosidad mediante la formacién de un

apretado haz de microfilamentos.

Las microvellosidades estin revestidas por glucoproteinas que forman el
llamado glucocaliz. La capa de glucociliz, no sélo protege a las microvellosidades de su
autodigestion sino que ademads, contiene multitud de enzimas que intervienen en la
digestion terminal de los dipéptidos y disacaridos hasta sus monémeros. Entre las
enzimas se encuentran la fosfatasa alcalina, que hidroliza compuestos fosfatados; las
disacaridasas, que rompen disaciridos, como la sacarasa, lactasa y maltasa, en
monosacéridos y las aminopeptidasas, que liberan un aminoéacido terminal de un péptido

de cadena corta.

Ademas de estas proteinas enzimaticas, en la membrana apical existen multitud
de otras proteinas no enzimaticas cuya funcion puede ser la de actuar como receptores,
como el receptor del factor intrinseco de la cobalamina (Levine y col., 1984), o como
transportadores, dentro de las cuales incluimos el transportador de D-glucosa
dependiente de Na*, SGLT1 (Sodium glucose cotransporter) (Wright y col., 1991), el
cual serd objeto de estudio en esta memoria; el transportador de aminoacidos
dependiente, SAAT (Sodium dmino acid cotransporter) o independiente de Na',
(Stevens, 1990; Ganapathy y col., 1994); el transportador de sales biliares dependiente
de Na', ASBT (apical sodium-dependent bile acid transporter) (Christie y col., 1996) o
el intercambiador Na'-H', NHE (Na'-H" exchanger) (Yun y col., 1995) entre otros.
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Figura 2.3. Esquema del citoesqueleto de una microvellosidad. Tomado de
Bastian, G. F.: The digestive System. Ed. Harper Collins, New York, 1994; y Leslie P.
Gartner.: Histologia, texto y atlas. Ed. Mc Graw-Hill Interamericana. México, 1997.
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Las proteinas de membrana difieren en cuanto a su grado de unidn a las
membranas celulares. Estd generalmente aceptado que la parte glucosidica de las
proteinas sobresale de la membrana y se proyecta hacia el lumen intestinal, mientras que
la parte peptidica suele estar asociada o unida a la membrana. Pero la forma de unién
depende del tamafio de las proteinas. Brasitus y col. (1988) demostraron que las
proteinas grandes como la sacarasa-isomaltasa, la lactasa, maltasa, y
leucinaminopeptidasa se encuentran normalmente en el exterior de la membrana, y
unidas mediante una cadena polipeptidica que se inserta en la porcion hidrofébica de la
membrana. Por el contrario, las proteinas pequefias como la Ca’™ ATPasa, la fosfatasa
alcalina, el SGLT1 y la trealasa se encuentran inmersas en toda la membrana (Brasitus y
Schachter, 1984).

Estudios mediante autorradiografias demuestran que la membrana apical posee

una estructura muy dinamica que constantemente renueva sus proteinas. La velocidad

de cambio de las macromoléculas depende de la especie animal, siendo mas lenta en el

hombre, y mas ripida en ratas, gatos y rumiantes (Blok y col., 1984). La sacarasa, una

lde las proteinas mas grandes de la membrana apical, se renueva cada 4-6 horas (Alpers,

1972). La mayoria, sino todas las proteinas de la membrana apical del enterocito, se
renuevan al cabo de 48-72 horas (Messier y Leblond, 1960).

Ademés, la estructura y composicién de la membrana apical no es uniforme a lo
largo del intestino, existiendo diferencias regionales y, dentro de la misma region,
considerando la madurez de los enterocitos. Asi, en las células no diferenciadas de la
cripta, las microvellosidades son poco abundantes y mds cortas, y el glucocdliz esta
menos desarrollado que en los enterocitos maduros con una menor presencia de
proteinas de membrana. Las disacaridasas, la fosfatasa alcalina y las dipeptidasas no se

encuentran en la membrana apical de los enterocitos de la cripta (Madara y col., 1980).

Junto con las proteinas, la membrana apical es rica en lipidos, existiendo una
proporcion lipido/proteina aproximada de 1:1,5. Estudios realizados con réplicas

obtenidas por criofacturas y observadas al microscopio electronico, han dado una
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valiosa informacién sobre la disposicion de las proteinas y lipidos en la membrana
apical. El plano de fractura separa la bicapa lipidica de las membranas apicales en sus
dos monocapas, la cara de la mitad exterior (denominada cara E), y la cara de la mitad
interior o protoplasmética (denominada cara P). En ambas caras se observan proteinas

que se distribuyen asimétricamente, siendo la cara P de 5 a 8 veces mds rica que la cara
E (Madara y Trier, 1994).

En cuanto a la composicién lipidica de la membrana apical, los fosfolipidos son
los componentes mayoritarios junto con el colesterol. Esta relacion
colesterol/fosfolipidos tampoco se mantiene a lo largo del intestino y puede variar con
respecto a la especie, siendo inferior en la rata y mayor en el pollo y en el cobaya (Ruiz-
Gutiérrez y col., 1997)

Con respecto a la composicion de fosfolipidos de las biomembranas se ha
descrito que la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina son los fosfolipidos mas
abundantes en la membrana apical del yeyuno de rata (Ruiz-Gutiérrez y col., 1997), no

asi en el pollo (Vazquez y col., 1997b) o cobaya (Ruiz-Gutiérrez y col., 1997).

La composicién en dcidos grasos de las membranas apicales también varia segiin
region del intestino y especie considerada. En el caso de la rata, las membranas apicales
presentan un alto porcentaje en acidos grasos poliinsaturados, seguidos por los 4cidos

grasos saturados y monoinsaturados (Ruiz-Gutiérrez y col., 1997).

Por otro lado, el grado de saturacion de los acidos grasos junto con el contenido
en colesterol y la composicién de fosfolipidos de las membranas, son determinantes
intrinsecos de la fluidez de las membranas (término inverso a la microviscosidad). Este
factor influye en las interacciones lipido/proteina de la membrana apical y
consecuentemente en la funcionalidad de la proteinas transportadoras insertas en dichas

membranas (Ruiz-Gutiérrez y col., 1997).
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2.3. TRANSPORTE DE MONOSACARIDOS A TRAVES DEL EPITELIO
INTESTINAL.

Los carbohidratos constituyen aproximadamente la mitad de la ingesta calérica
en las personas adultas de los paises occidentales. En esta dieta, los carbohidratos se
ingieren en forma de polisacaridos, como el almidon; disacaridos, como la sacarosa,
lactosa y maltosa; y monosacaridos en menor cantidad. Los polisacéridos y disacéridos
han de ser previamente digeridos para poder absorberse por el epitelio intestinal, siendo
los principales productos de la digestion las hexosas D-glucosa, D-galactosa y D-
fructosa.

La absorcion de azicares desde la luz del intestino hacia la sangre se realiza por
dos vias en paralelo: la ruta transcelular y la ruta paracelular (figura 2.4.). La absorcién
transcelular implica el paso de los azicares por dos membranas en serie, la luminal o
apical y la basolateral, y puede tener lugar por difusiéon simple o bien por transporte
mediado, a través de la interaccién del substrato con proteinas especificas de la
membrana del enterocito. La paracelular se realiza por difusién a través de las uniones
intercelulares del epitelio, y depende de la mayor o menor permeabilidad de estas

uniones.

En la membrana apical del enterocito hay un mecanismo de transporte mediado
concentrativo o transporte activo, capaz de acumular hexosas dentro de las células en
contra de su gradiente de concentracion. Se trata de un mecanismo de cotransporte en el
que la entrada de hexosas estd acoplada al gradiente electroquimico del ién Na'. Nos
referimos a la proteina de membrana denominada SGLT1, que transporta D-glucosa y
D-galactosa. Ademés, en la membrana apical, asi como también en la membrana
basolateral, se han descrito mecanismos de transporte mediado equilibrativos o de
difusién facilitada. Son sistemas independientes del ién Na' que favorecen el
movimiento de hexosas a través de la membrana a favor de su gradiente de
concentracion. En la membrana apical se encuentra el transportador GLUTS, (Glucose

Transporter) proteina de membrana que transporta D-fructosa y en la membrana
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basolateral el transportador GLUT2, proteina de membrana capaz de transportar D-
glucosa, D-galactosa y D-fructosa. (figura 2.4.).

2.3.1. Transporte mediado concentrativo de monosacdridos a través de la

membrana apical del enterocito.

Riklis y Quastel (1958), fueron los primeros investigadores en observar que el
transporte activo de hexosas era dependiente de Na'. Posteriormente, Crane (1962)
propone un modelo general de funcionamiento para el transporte de substratos basada
en la denominada hipétesis del gradiente i6nico. Esta hipotesis postula que la energia
necesaria para la acumulacién de monosacéridos deriva del flujo de Na* a través de la
membrana luminal a favor de su gradiente electroquimico. Esta es mantenida gracias a
la bomba Na'-K™ ATPasa, localizada exclusivamente en la membrana basolateral del
enterocito. El transporte en contra de gradiente de hexosas es un proceso que presenta
una cinética de saturacién tipo Michaelis-Menten, y es inhibible competitivamente por

analogos estructurales, asi como por un gluc6sido denominado florricina.

El transporte mediado concentrativo o activo de aziicares presenta una elevada
especificidad, y los substratos que pueden utilizar este sistema de transporte han de
cumplir unos determinados requerimientos estructurales para poder unirse al

transportador.

2.3.1.1. Estructura, funcién y caracteristicas del cotransportador Na'-D-glucosa
(SGLT1).

Las moléculas que promueven el transporte de azicares acoplado al sodio
constituyen una familia de proteinas denominadas SGLT (sodium glucose
cotransporters). Hasta el momento, se han descrito la presencia de dos moléculas
SGLT, SGLT1 y SGLT2, las cuales se encuadran dentro de una superfamilia de
transportadores dependientes del ién sodio. La molécula SGLT1 se localiza en la

membrana apical de los enterocitos y de las células del tiibulo proximal renal.
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Figura 2.4. Mecanismo de absorcién de azicares en enterocitos de

yeyuno e ileon. Sistemas de transporte implicados en la absorcion intestinal de

D-glucosa , D-galactosa y D-fructosa.
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Por el contrario la proteina SGLT2 unicamente se ha encontrado en el rifion.

La caracterizacién bioquimica del cotransportador de Na'-D-glucosa (SGLT1)
ha sido una tarea compleja desde un punto de vista técnico, ya que se trata de una
proteina minoritaria en la membrana apical del enterocito (0,05-0,07% del total;
Schmidt y col., 1983) y ademads se desnaturaliza con mucha facilidad durante el proceso

de purificacion.

La molécula SGLT1 fue clonada inicialmente por Hediger y col. (1987) en el
intestino de conejo. La expresion de este transportador en diferentes sistemas de estudio
reprodujo las caracteristicas del transporte de azicares encontradas en el intestino.
Ademads, se descubri6 que una mutacién puntual en la proteina SGLT1 era suficiente
para provocar una malabsorcién de glucosa y galactosa (Turk y col., 1991). Todo ello
llevé a la conclusién de que la proteina SGLT1 era el transportador intestinal de
glucosa. Mas recientemente, Loo y col. (1996) han sefialado que esta proteina también
transporta agua, de forma secundaria al transporte de sodio y glucosa, en un proceso que

supone hasta la mitad de la absorcién del agua en el intestino.

Ademads de en conejo, la molécula SGLT1 ha sido clonada en otros mamiferos
como humanos (Hediger y col., 1989), cerdo (Ohta y col., 1990), rata (Lee y col., 1994)
y cordero (Tarpey y col., 1995). Es una proteina de 662-665 aminoacidos, dependiendo
de la especie, que se localiza principalmente en el intestino delgado. El ARNm de esta
proteina esta presente en gran proporcion en células localizadas en las vellosidades
intestinales. A medida que estas células migran, se va produciendo la transcripcion del
ARNm y la maxima expresion de la proteina aparece en la punta de la vellosidad
(Hediger y Rhoades, 1994). En el rifion la proteina tiene un 100% de identidad con
respecto a la intestinal (Morrison y col., 1991; Pajor y col., 1992) y se localiza
principalmente en la regién S3 del tibulo renal (Lee y col., 1994). Ademads, técnicas
inmunolégicas y de hibridacion in situ han revelado la presencia del cotransportador
SGLT1 en pulmoén e higado de rata (Lee y col., 1994) y en la barrera hematoencefilica,

neuronas piramidales y de Purkinje de bovino, conejo, cerdo, y hombre (Nishizakiy
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col., 1995; Poppe y col., 1997). El peso molecular de esta proteina, determinado por
técnicas de Western blotting en distintas especies es de 65-75 kDa aproximadamente

(Hirayama y col., 1991; Silverman y col., 1993; Lin y col., 1998).

Tras la clonacién inicial del transportador SGLT1 (Hediger y col., 1987), el
modelo de topologia propuesto fue de 11 dominios transmembrana. Posteriormente, se
habl6 de 12 dominios (M1 al M12) con los extremos amino y carboxilo orientados hacia
el interior celular (Lee y col., 1994). Mas recientemente, Turk y col. (1996) han
propuesto un modelo topolégico en el cual esta proteina integral tiene 14 dominios
transmembrana encontrandose el extremo amino extracelularmente y el carboxilo
terminal integrado en la membrana (Hediger y col., 1991) (figura 2.5.). En cualquier
caso, la unidad funcional del transportador parece ser un homotetrdmero formado de -4
subunidades de unos 73 kDa (Stevens y col., 1990). La proteina se encuentra glicosilada
en un residuo de asparragina situado en la posicion 248 (ASN**®). Aunque inicialmente
se pensé que esta glicosilacién era importante para la actividad transportadora (Birnir y
col., 1990), mas tarde se demostré que su presencia no era necesaria funcionalmente
(Hediger y col., 1991).

Wright y col. (1991) propusieron un modelo tridimensional para ilustrar el
funcionamiento del cotransportador SGLT1 (figura 2.6.). Segiin este modelo, el Na'
seria el primero en unirse a la proteina transportadora, provocando un cambio

conformacional que aumenta la afinidad por el monosacarido, que se une seguidamente.

La unién del monosacédrido al transportador da lugar a un segundo cambio
conformacional, que conduce a la liberacion del substrato en el citoplasma. Finalmente
el transportador se reorienta hacia el lado externo de la membrana. Junto a este modelo
el grupo de Koepsell (Veyhl y col., 1993), han propuesto la existencia de una proteina
de 56 kDa, denominada RS1, capaz de regular el transporte de monosacaridos. Asi el
transporte de Na* y D-glucosa se realizaria por un oligémero de la membrana formado

por dos subunidades de SGLT1 con las cuales interaccionaria una o dos subunidades de
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RS1. Ha de destacarse que sélo la proteina SGLT1 transporta Na" y D-glucosa, si bien

la presencia de RS1 incrementa la capacidad méaxima del transportador.

Los modelos cinéticos propuestos para explicar el funcionamiento del
cotransportador han sido muy diversos, y en todos ellos se ha intentado dar una
explicacién funcional a los resultados experimentales. El grupo de Wright propuso un
modelo cinético que explica los resultados experimentales observados. Este modelo
propone que el transportador tiene una valencia de —2 y dos estados conformacionales
[C] ¥y [C]”’, en los cuales el lugar de union con los substratos se encuentra
respectivamente en la parte externa e interna de la membrana celular. En condiciones de
reposo (Vime=-50 mV), el transportador se encuentra orientado hacia fuera, y la
presencia de una elevada concentracién de Na' extracelular, hace que se unan dos Na*.
Esta unién aumenta la afinidad por la D-glucosa aproximadamente un orden de
magnitud y favorece la unién del monosacarido. Esta unién origina un cambio
conformacional que permite que el substrato se siga liberando en la parte
citoplasmatica, asi finalmente, el transportador se reorienta hacia la parte externa de la
membrana. Por lo cual, comparando la relacién de entrada de Na' respecto a la
captacién de monosacérido, se obtiene un coeficiente de acoplamiento de 2:1 para el
SGLT1.

Estudios realizados por Fisher y Parson (1949), demostraron que el transporte de
azucares era un proceso saturable que presentaba una cinética de Michaelis-Menten. Los
procesos de este tipo se caracterizan por dos constantes, la velocidad maxima de
transporte, Vmax, que da idea de la capacidad de transporte del sistema, y la constante de
transporte de Michaelis, Ky, que se refiere a la afinidad entre el substrato y el

transportador.

La cinética del transporte mediado puede estudiarse a partir de la acumulacion
del substrato dentro del tejido a tiempos cortos. Esta acumulacion es una medida de la
tasa inicial de transporte, ya que el flujo en sentido contrario es despreciable dentro del

margen de tiempo que normalmente se utiliza para hacer este tipo de estudios.
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Figura 2.5. Representacion esquemaitica del modelo propuesto para el

cotransportador de Na" y D-glucosa presente en humanos (hRSGLT1). El sitio de N-
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glicosilacion se encuentra en el aminoacido localizado en posicién 248 (Asn™), entre

los dominios MS5 y MS6. Tomado de Turk y col., (1996).
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Figura 2.6. Esquema de las distintas conformaciones que toma el

cotransportador de Na* y D-glucosa. Modelo propuesto por Wright y col., (1991),
para el cotransporte de Na* y D-glucosa. Tomado de Wright y col., (1991).
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La saturabilidad del sistema es atribuible a la existencia de un nimero limitado
de transportadores en la membrana, a los cuales se unira el soluto para ser transferido al
otro lado de la membrana, de forma que a concentraciones elevadas, la mayoria de estos

transportadores estdn ocupados.

Son muchos los estudios cinéticos realizados en diferentes sistemas y especies
de animales. De todos ellos se deduce que la especificidad de substrato del SGLT1
decrece en el orden: D-glucosa > a-metil-D-glucosa (a-MG) > D-galactosa > 3-O-
metil-D-glucosa (3-OMG) > 2-deoxiglucosa (2-DOG), tanto en vesiculas de membranas
apicales de conejo (Ikeda y col., 1989) como en células COS-7 y oocitos de Xenopus
(Hediger y col., 1987; Bimir y col., 1990; Lee y col., 1994; Panayotova-Heiermann y
col., 1995). Otros monosacaridos como D-fructosa, D-manosa, L-glucosa o L-galactosa

no son transportados por esta proteina (Hediger y col., 1987; Lee y col., 1994).

La florricina o glucésido de la floretina, es en la actualidad un conocido
inhibidor competitivo del transporte de azdcares acoplado al sodio. Se ha comprobado
que la florricina se une, con alta afinidad, al sitio extracelular del cotransportador
SGLTI, y no sufre translocacion hacia el interior celular (Koepsell y Madrala, 1987),
por lo que se habla de unién o binding de florricina a la proteina transportadora. Los
valores recogidos en la bibliografia para la constante de inhibicién (K;) del transporte
dependiente de sodio de D-glucosa por parte de la florricina oscilan entre los 6-15 uM
encontrados por diferentes investigadores en oocitos con SGLT1 de intestino de conejo
(Ikeda y col., 1989) y, en células COS-7 expresando el mismo transportador (Birnir y
col., 1990).

En cuanto a la constante de afinidad (K,) para el transporte de glucosa, son
muchos los estudios realizados en diferentes sistemas y especies animales. Freeman y
Quamme (1986), en vesiculas de membranas apicales procedentes de intestino delgado
de rata obtuvieron un valor promedio de 0,5 mM tanto en el yeyuno como en el ileon.
Para Dudeja y col. (1990), el valor de K, oscilaba entre 0,05 y 0,16 mM segin se

aislaran vesiculas de membranas apicales procedentes de enterocitos de ratas en
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diferentes niveles del eje cripta-vellosidad. En estudios con oocitos se obtuvieron unos
valores de 0,17, 0,31 y 0,49 mM segin fueran inyectados con el ADNc del SGLT1
correspondiente al conejo, rata 0 humanos, respectivamente (Hirayama y col., 1996). En
general podemos promediar un valor que puede oscilar entre 0,05-0,6 mM (Ikeda y col.,
1989; Birnir y col., 1990; Thorens, 1996; Lin y col., 1998).

Con respecto a la D-galactosa, se han observado unos valores de Ky, que oscilan
entre 1-4 mM segun el método de estudio aplicado y la especie utilizada (Bieberdorf y
col., 1975; Barber y col., 1979; Vinardell y Bolufer, 1983; Carreras y col., 1988). Estos
resultados indican la menor afinidad que presenta el SGLT1 para la D-galactosa

comparado con la D-glucosa.

La cinética del transporte mediado concentrativo se ve afectada por el gradiente
de Na" existente a través de la membrana. Para Goldner y col. (1969), Kimmich y
Randles (1975) y Hopfer y Groseclose (1980), la concentraci6n externa de Na™ modifica
la Viax del sistema sin afectar practicamente la K. En cambio Crane y col. (1965),
Curran y col. (1967), y Alvarado (1976) observaron que el gradiente de Na" afecta a la
K sin modificar la Vs Estas diferencias cinéticas tan notables configuran modelo
muy diferentes a la hora de explicar el cotransporte de monosacaridos y Na'. Por otra
parte, el valor de Ky, para la unién del Na'al transportador es de 4-17 mM (Umbach y
col., 1990; Panatoyova-Heiermann y col., 1995; Hirayama y col., 1996), existiendo una
estequiometria indicada anteriormente de dos iones sodio por cada molécula de azticar
cotransportada (Lee y col., 1994).

Recientemente, se ha puesto mucha atencion en la cuestion de si existe en el
intestino més de un transportador de hexosas dependiente del ién Na'. Diversos autores
han evidenciado la existencia de mas de un sistema de cotransporte Na'/glucosa en la
membrana luminal del enterocito. Kaunitz y col. (1982), Kessler y Semenza (1983),
Kaunitz y Wright (1984), Brot-Laroche y col. (1986) interpretan que existen dos
transportadores con diferente afinidad para la D-glucosa. Por otro lado, Freeman y

Quamme (1986) han observado cambios con la edad en lo referente a la cinética del



Introduccion 29

transporte de D-glucosa en el yeyuno e ileon de rata, y sugiere la existencia de dos
sistemas de cotransporte de glucosa con el i6n Na* que se expresan de distinta manera a
lo largo de la edad y del intestino. De los dos sistemas de transporte, el mayoritario en el
intestino  delgado presenta baja capacidad y alta afinidad, caracteristicas

correspondientes a la proteina SGLT1.

No hay coincidencia entre los diferentes autores sobre las caracteristicas del
segundo sistema de transporte. Brot-Laroche y col. (1986) describieron el sistema II con
una elevada capacidad y una baja afinidad, con valores de K, para la D-glucosa de 25
mM.

Kaunitz y Wright (1983) estudiando el transporte de D-glucosa en vesiculas
apicales de yeyuno de conejo diferenciaron un sistema de transporte saturable y
minoritario con una afinidad muy superior a la del sistema mayoritario. Este mismo
grupo (Ikeda y col., 1989) caracterizaron estos dos sistemas de transporte utilizando el
0o-MG y sugirieron la posibilidad de que los dos componentes sean en realidad
manifestaciones de un unico transportador. Posteriormente, ellos mismos rectifican los
trabajos anteriores y reconocen la existencia de un tnico transportador (SGLT1) que
transporta todas las hexosas con un grupo hidroxilo en el carbono dos con la misma
configuracién que la presente en la D-glucosa. La D-glucosa y la D-galactosa son los
sustratos naturales de este transportador, caracterizdndose por presentar una alta

afinidad por dichos monosacaridos.

2.3.2. Transporte mediado equilibrativo a través de la membrana apical del

enterocito.

El transporte mediado equilibrativo de aziicares es independiente del Na* y se

caracteriza por:

- realizarse a favor de gradiente electroquimico

- ser saturable
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- poseer especificidad de substrato
- ser inactivo por inhibidores
- no requerir gasto energético y

- serreversible

El transporte equilibrativo de hexosas es mediado por miembros de una familia
de proteinas denominada GLUT (Glucose transporters) de la cual se han aislado hasta
la fecha siete isoformas nombradas desde GLUT1 hasta GLUT7. Ellos se diferencian
por su secuencia de aminoacidos, localizacion, especificidad de substrato y afinidad
hacia substrato comunes (Rand y col., 1993; Thorens y col., 1990; Thorens y col.,
1996).

El transporte de hexosas a través de estas proteinas se caracteriza porque el
transportador alterna entre dos estados conformacionales, cada uno de ellos para la
unién del substrato, bien sea por la cara citoplasmatica de la célula o por la cara
extracelular (Carruthers, 1990). La union del sustrato a cualquiera de las dos caras de la
membrana daria lugar a un cambio conformacional de la proteina provocando la

reorientacion del transportador y la liberacion del substrato al otro lado de 1a membrana.

Los conocimientos que actualmente tenemos de la estructura y funcién de estos
transportadores, provienen fundamentalmente de la informacion obtenida a partir del
estudio del GLUT1, primera proteina que fue identificada como un transportador de D-
glucosa, que se expresa en gran cantidad en las membranas de los eritrocitos y en la
membrana basolateral de las células constituyentes de la region S3 del tabulo renal
(Thorens y col., 1996).

En los enterocitos, se ha descrito la presencia del GLUT2 en la membrana

basolateral y del GLUTS en la membrana apical (Thorens y col., 1996).

El GLUT2 se trata de una proteina de 61 kDa y de 524 aminoacidos que fue
clonada e identificada en el higado en el afio 1988 (Fukumoto y col., 1988; Thorens y
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col., 1988), y presenta un 55,5 % de identidad con respecto al cotransportador SGLT1.

En las células epiteliales del intestino delgado, el sistema GLUT2 se expresa en
la membrana basolateral de los enterocitos situados en la punta y en las paredes de las
vellosidades (Thorens y col., 1993), donde se coexpresa el sistema de transporte SGLT1
(Wright y col., 1994). Recientemente también se ha descrito la presencia de este
transportador en la membrana apical de las células absorbentes del intestino de rata pero
en una cantidad muy reducida, incrementdndose este hecho en el caso de animales
diabéticos (Debnam y col., 1995).

La especificidad de este mecanismo independiente de Na' es diferente a la del
transporte activo, dependiente de Na®, a través de la membrana apical del enterocito; el
GLUT?2 es capaz de utilizar ademas de D-glucosa y la D-galactosa, otros monosacaridos
como la D-fructosa, D-manosa y 2-deoxi-glucosa (Bihler y Cybulski, 1973). Este
transportador es insensible a la florricina, pero inhibible por floretina (Kimmich , 1981),
teofilina (Holfman y Naftalin, 1975; Moret6 y col., 1984) y citocalasina B (Kimmich y
Randles, 1979).

Las caracteristicas cinéticas y por tanto funcionales mas notable en este sistema,
y que difiere en el caso de los demds miembros de esta familia, es que presenta una baja
afinidad por el substrato y una alta velocidad méxima (Kimmich y Randles, 1975). La
K del GLUT?2 para la D-glucosa o para sus analogos estructurales no metabolizables
oscila entre 17 mM (Garriga y col., 1997) y 42 mM (Gould y col., 1991; Bell y col,,
1993). La elevada Ky, de este sistema de transporte es fundamental para la funcién
llevada a cabo en el epitelio intestinal. La baja afinidad por el substrato hace que la
saturacion del sistema no sea el factor limitante para su funcionamiento y por tanto la
cantidad de soluto transportado depende solo de su concentracion. Esta caracteristica
permite que la salida de D-glucosa de los enterocitos a través de la membrana
basolateral se ajuste en cualquier momento a la concentracién de soluto contenido

dentro de la célula.
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2.3.2.1. Propiedades del transportador GLUT5

El GLUTS es una proteina de membrana de 501 aminoécidos que presenta un
41% de identidad con respecto al GLUT2. Su descubrimiento se realizd a partir del
aislamiento de su ADNc en el intestino delgado de diferentes mamiferos: humanos

(Kayano y col., 1990), rata (Rand y col., 1993) y conejo (Miyamoto y col., 1994).

Estudios de Northern blotting han puesto de manifiesto que la molécula GLUTS
se expresa principalmente en el intestino delgado, y mediante técnicas de
inmunolocalizaciéon e inmunotransferencia se ha ratificado su localizacién en la
membrana apical de los enterocitos situados en la punta y en las paredes de las
vellosidades (Davidson y col., 1992; Mahraoui y col., 1992; Miyamoto y col., 1994).
Sin embargo, otros investigadores han localizado también al GLUTS en el yeyuno

humano en la membrane basolateral de estas células (Blakemore y col., 1995).

Ademés de en el intestino delgado, se ha puesto de manifiesto esta proteina en
otros tejidos como rifién (Kayano y col., 1990; Rand y col., 1993; Miyamoto y col.,
1994), cerebro y barrera hematoencefalica (Mantych y col., 1993), espermatozoides
(Burant y col., 1992) y eritrocitos (Concha Il y col., 1997).

El GLUTS es un transportador exclusivo para la D-fructosa, siendo insensible a
la presencia de D-glucosa o D-galactosa. Esta observacion se ha llevado a cabo en
oocitos inyectados con el ARNm de la proteina (Burant y col., 1992), en vesiculas de
membrana apical (Miyamoto y col., 1994) y en células de ovario de hamster chino
(Inukai y col., 1995). Asi la D-fructosa entraria en las células absorbentes del intestino
mediante el GLUTS, localizado en la membrana apical de los enterocitos, y saldria a

través del GLUT?2, localizado en la membrana basolateral (Cheeseman, 1993).

Otra caracteristica del GLUT5 es que no es inhibido por citocalasina B,
conocido inhibidor del transporte de azucar por difusiéon facilitada (Carruters, 1990;
Rand y col., 1993).
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La constante de afinidad del transportador para la D-fructosa (Ki) se sitia en
torno a los 4-17 mM, segun sistema, tejido y especie usada para el estudio, (Burant y
col., 1992; Bell y col., 1993; Thorens, 1993; Miyamoto y col., 1994; Inukai y col,,
1995; Concha y col., 1997; Kane y col., 1997; Hundal y col., 1998).

2.4. REGULACION INTESTINAL DEL TRANSPORTE DE AZUCARES.

La absorcién de los principales monosacéridos de la dieta, D-glucosa, D-
galactosa y D-fructosa, es un proceso regulado por el epitelio intestinal. La regulacion
puede ser especifica o inespecifica, implicando fenémenos tanto celulares como
paracelulares, siendo fruto de una respuesta adaptativa controlada por los propios

substratos absorbidos o bien se trata de fenomenos determinados genéticamente.

Los mecanismos especificos son aquellos, en el que el transporte de un
determinado substrato es modificado por el cambio en el numero o en la afinidad de las
estructuras encargadas de su transporte. Un ejemplo bien documentado, es la induccion
del SGLT1 por la dieta (Ferraris, 1994).

También pueden presentarse adaptaciones inespecificas, las cuales afectan a la
superficie de absorcién por cambio en el nimero de la célula absorbente o bien por
cambio en el tamafio de las vellosidades o microvellosidades (Holt y col., 1984; Mitjans

y col., 1995), o del grosor de la capa no agitada (Thomson, 1979).

Se han observado igualmente cambios funcionales a diferentes niveles de las
vellosidad, como es el caso de animales acabados de nacer que transportan nutrientes en
todos los puntos de la vellosidad, mientras que en los adultos la funcién de transporte se

encuentra restringida al tercio superior de esta estructura (Smith, 1981).

Una de las variables que mds afectan a la capacidad de acumulacioén y por tanto
a la de transportar substratos, es el gradiente electroquimico del Na'" a través de la

membrana apical. Esta variable depende de numerosos factores, entre los cuales es
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posible destacar al actividad de la Na"™-K" ATPasa y la permeabilidad de las membranas
apical y basolateral al Na' y a otros iones. Asi por ejemplo el incremento en la
capacidad de acumulaciéon de monosacaridos inducidos por AMPc se atribuye a una
disminucién de la permeabilidad al Na* (Hyun y Kimmich, 1982; Sharp y Debnam,
1994) y es independiente del CI” presente en liquido extracelular (Moreté y col., 1984).

Por otro lado, la adaptacion por una dieta con bajo contenido en NaCl reduce la
capacidad para transportar monosacaridos, aparentemente por una reduccién en 1a Vipay,

debida a un aumento en la permeabilidad apical al Na* (Jaso y col., 1995).

Otro de los mecanismos importantes, es la modificacién en la firmeza de las
uniones estrechas que fijan los enterocitos, ya que estos cambios pueden afectar al
movimientos de solutos por la via paracelular. Seglin Pappenheimer y Volpp (1992), la
activacion de SGLT1 da lugar a un incremento de la presion osmética intracelular y es
acompaiiada por un aumento del volumen celular. La respuesta reguladora inicia la
contracccion de la lactomiosina del citoesqueleto que envuelve la region apical del

enterocito provocando un cambio en la geometria de las uniones estrechas.

2.5. HIPERTENSION ARTERIAL Y FISIOPATOLOGIA DE LAS
MEMBRANAS PLASMATICAS.

2.5.1. Concepto de hipertension arterial

La hipertension arterial es una enfermedad en la cual la presion arterial estd
elevada por encima de los niveles normales especificados para una determinada edad y
sexo. Es probablemente una de las principales causas de los desordenes
cardiovasculares, pudiendo afectar a personas de todos los grupos de edad, aunque su
prevalencia estd incrementada con la edad. Esta alteracion representa el principal
problema de salud poblacional, dando lugar a complicaciones vasculares, las cuales

incrementan el riesgo de enfermedades coronarias y fallo renal crénico.



Introduccion 35

La hipertension arterial se divide en dos categorias: hipertension primaria e
hipertensién secundaria. En la hipertensién primaria o también llamada hipertensién
esencial, la elevacion cronica de la tension arterial no esté relacionada con la evidencia
de otras enfermedades. En la hipertension secundaria, la elevacion de la presion arterial

estd acompafiada de otras enfermedades, como es el caso de enfermedades renales.

Los niveles de presion arterial se definen como el producto del gasto cardiaco y la
resistencia vascular periférica, por tanto, en todas las formas de hipertension estan
implicados mecanismos hemodinamicos, bien sea por aumento del gasto cardiaco, por

aumento de la resistencia periférica o bien por una combinacién de los dos.

Sin embargo, muchos otros factores estan implicados, como el sistema nervioso
auténomo, el rifion, la composicién electrolitica de los fluidos extracelulares e
intracelulares, mecanismos de transporte a través de las membranas, disfunciones
endoteliales e influencias hormonales, tal como el mecanismo renina-angiotensina-

aldosterona, el cual juega un papel activo en la regulacion de la presi6n arterial.

Aunque la causa o causas de la hipertension esencial son desconocidas, hay
muchos factores de riesgo implicados que contribuyen a su desarrollo. A todos los
factores hay que aiiadir la predisposicién genética. Muchos estudios sugieren que en
personas cuyo historial familiar es positivo, el riesgo de desarrollar hipertension

esencial es aproximadamente el doble que en personas con historial familiar negativo.

Una de las hipétesis generalmente aceptadas en la patogénesis de la hipertension
arterial esta basada en la presencia de anormalidades en el transporte celular de iones.
Defectos multiples en el transporte celular de iones han sido observados en pacientes
con hipertensién (Zicha, 1993; Monteith y col,, 1994) asi como en ratas con
hipertension experimental (Bukoski, 1990; Hoffman y col., 1995), en particular defectos
en el transporte de los iones Na*, K*, Ca™ y Mg"". En este sentido, se han encontrado
modificaciones en las concentraciones intracelulares de estos iones en varios tejidos

implicados en la hipertension arterial. Sin embargo, la relacién entre las alteraciones en
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el transporte de la membrana celular y la hipertension siguen siendo objeto de estudio.

Por otro lado, los investigadores sugieren que los defectos observados en el
transporte de iones en la hipertension arterial podrian ser debidos a cambios en la
composicion lipidica y fluidez encontrados en muchos de los tejidos implicados en la
hipertension arterial (Bing y col., 1986; Carr y col., 1993). Basada en esta teoria, se han
realizado estudios para intentar normalizar los valores de presion arterial a través de la
manipulacion de la composicion lipidica de las membranas, mediante la administracion
de dietas enriquecidas con diferentes aceites (Pagman y col., 1986; Sasaki y col., 1995;
Engler y Engler, 1998).

2.5.2. Alteraciones en el transporte de iones.

Como indicamos en el apartado anterior, los principales iones que parecen jugar
un papel importante en la fisiopatologia de esta enfermedad son el Na’, K*, Ca'™ y
Mg™. De todos ellos, quizas el mas estudiado es el ién sodio. Son muchos los autores
que demuestran defectos en el transporte de sodio a través de la membrana celular,
aumentando consecuentemente el contenido de sodio intracelular en una gran variedad
de células, tanto en pacientes con hipertension esencial como en animales con
hipertensién genética (Poch y col., 1994; Soleimani y Singh, 1995). Este incremento
puede jugar un papel muy importante en el origen, desarrolio y/o mantenimiento de la

elevacién en la presion sanguinea.

Los sistemas de transporte de sodio mas estudiado han sido el intercambiador
Na'/H" (NHE), la bomba Na"-K" ATPasa y la permeabilidad pasiva al Na'.

Estudios procedentes de diferentes laboratorios han encontrado un aumento en la
actividad del intercambiador NHE en plaquetas (Rosskopf y col., 1992), linfocitos
(G6bel y col., 1994) y eritrocitos (Sierra y col., 1993) procedentes de pacientes con

hipertension esencial.
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En ratas espontdncamente hipertensas (SHR), modelo genético experimental
para los estudios de hipertension, ha sido observado un aumento en la actividad del
NHE en linfocitos (Saleh y Battle, 1990), arterias mesentéricas (Foster y col., 1992),
plaquetas (Feig, 1990), eritrocitos (Orlov y col., 1989), células de la musculatura lisa
vascular (Hoffman y col., 1995), rifién (Rosskopf'y col., 1995; Kelly y col., 1997) y en
el ileon (Vazquez y col., 1997). En el rifidn y en cultivo de células de la musculatura lisa
vascular, el aumento encontrado en la actividad del NHE, va acompaiiado por un
aumento en la cantidad de ARNm que contiene la informacién para la sintesis de esta
proteina (Kelly y col., 1997).

En cuanto al sistema Na'-K®* ATPasa, numerosos trabajos sugieren la
implicacion del mismo en los mecanismos relacionados con la hipertension arterial
(Pickar y col., 1994; Sweadner y col., 1994). Sin embargo existen resultados
contradictorios, describiéndose tanto un aumento (Overback, 1987) como una

disminucion de su actividad (Engelman y Duhm, 1987).

La permeabilidad pasiva para el sodio aumenta en varios tejidos procedentes de
ratas hipertensas; células de la musculatura lisa de los vasos (Jones y col., 1972), rifién
(Parenti y col., 1986), eritrocitos (Yokomatsu y col., 1992) e ileon (Lubcke y Barbezat,
1988). En este 1iltimo trabajo, se cuestionaba muy inicialmente el papel del intestino
delgado en la fisiopatologia de la hipertension arterial. Todos estos resultados explican
el hecho de que, a igual ingesta del i6n sodio, la excrecion urinaria de este i6n se

encuentre disminuida en ratas SHR con respecto a las WKY (Beierwaltes y col., 1982).

En ratas hipertensas y en pacientes con hipertension primaria se ha demostrado
la presencia de una alta concentracién intracelular de Ca'" en una gran variedad de
células (musculo liso vascular, eritrocitos, plaquetas) (Sugiyama y col, 1990;
Wadsworth, 1990). Sin embargo, es en la musculatura lisa de los vasos donde se
produce una mayor acumulacién de Ca"™ y como consecuencia una mayor respuesta

vasoconstrictora con efectos hipertensivos.
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El transporte de Ca™" a nivel intestinal y renal también sufre alteraciones (Hsu y
col., 1986; Young y col., 1990). Estudios utilizando vesiculas de membrana apical de
borde en cepillo, procedentes de duodeno y rifién, demostraron que el transporte de Ca™*
aumentaba en el duodeno pero no en el rifibn de ratas SHR (Hennessen y col., 1993).
Sin embargo, se observaba una hipercalciuria en ratas hipertensas (Hsu y col., 1987)
sugiriendo, que la disminucién del transporte transepitelial de Ca™" a nivel renal no es
debido a defectos en la zona luminal sino a defectos en zonas mas profundas de la

estructura de la membrana apical (Hennessen y col., 1993).

Por otro lado, datos epidemioldgicos y evidencias encontradas en animales de
experimentaci6n, indican que las deficiencias de Mg'" y K* son factores importantes en

el origen de enfermedades cardiovasculares (Ng y col., 1992; Arsenian, 1993).

Varios estudios han demostrado una disminucién en la concentracion
intracelular de Mg"™ en células de la musculatura lisa vascular (Ng y col., 1992),
cerebro y rifion (Herotte y col., 1991), y una disminucién del Mg™ y K" intracelular en
eritrocitos (Kawarabayashi y col., 1986) en pacientes con hipertensién esencial.
Basandonos en estos datos, un incremento en el consumo de Mg™* y K podria dar lugar

a una bajada de la presion sanguinea (Kawano y col., 1998).
2.5.3. Fluidez y composicion lipidica.

Es bien conocido que cambios en el estado fisico de los lipidos de membrana
pueden afectar a la relacion lipido/proteina e influenciar a un gran ntimero de proteinas
de membrana, incluyendo las proteinas que median en los procesos de transporte. Hay
proteinas de membrana cuyas actividades son sensibles a la fluidez de membrana y/o a
su composicion lipidica, pero hay otras cuyas actividades estan menos influenciadas por

cambios en la composicion lipidica y/o fluidez.

Se han encontrado modificaciones tanto en los niveles de colesterol libre como

en la composicién de los fosfolipidos, en las plaquetas (Benjamin y col., 1990),
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eritrocitos (Annapurna y col., 1990), lipoproteinas (Bagdale y col.,1995), y otros tejidos
(Delachambre y col., 1998) de humanos y ratas hipertensas. De forma similar, la fluidez
de membrana estd alterada en eritrocitos, plaquetas, células de la musculatura lisa
vascular y otros tejidos (Devynnck y col., 1982) de sujetos y ratas hipertensas. Todas
estas alteraciones en las propiedades fisicas de las membranas podrian explicar en parte,

los defectos en el transporte i6nico encontrados en la hipertension arterial.

Por otra parte, se han descrito alteraciones en el metabolismo de acidos grasos
poliinsaturados en sujetos hipertensos, que pueden afectar a la sintesis de 4cido
araquiddnico y, consecuentemente, a la de ciertos eicosanoides vasoactivos derivados de
este 4cido, los cuales estan implicados en el control de la presion sanguinea (Hurtado y
col., 1996).



3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se han utilizado ratas de la raza Wistar-Kyoto (WKY) como controles
normotensas y ratas hipertensas de la raza Spontaneously Hypertensive Rats (SHR),

procedente ambas de la empresa Harlan Ibérica S.A. (Espafia).

Los animales se adquieren con la edad de 8 semanas, se alimentan adlibitum
hasta la edad objeto de estudio, 12-14 semanas, con pienso comercial Panlab S.L. y
agua corriente, y se mantuvieron en condiciones adecuadas de temperatura y humedad

en el estabulario de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla.
3.2. PRODUCTOS QUIMICOS.
3.2.1. Productos no radiocactivos.

) Acetato de etilo, Panreac, Espatfia, Art. 141318.

. Acetato sédico dihidratado, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. S-8625.

° Acido acético glacial, Panreac, Espaiia, Art. 141008.

° Acido clorhidrico, Panreac, Espaiia, Art. 141019.

. Acido etilendiaminotetradcetico (EDTA), Sigma Chemical Company,
EE.UU.Art. E. 9884.

. Acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N’-2-etanosulfénico (HEPES), Sigma
Chemical Company, EE.UU.. Art. H-3375.

e Acido maléico, E. Merck, Alemania. Art. 800380.

. Acido 2-tiobarbiturico, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. T-5500.

° Acido tricloroacético, Panreac, Espaiia, Art. 252373.

. Azida s6dica, Sigma Chemical Company, EE.UU..Art S-2002.

. Benzamidina hidroclorada, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. B-6506.
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BIO-RAD PROTEIN ASSAY (reactivo coloreado concentrado), Bio-Rad,
Alemania, Art. 500-0006.

1-butanol, Panreac, Espafia, Art. 141082.

Cacodilato sodico trihidratado, Fluca Chemie A.G., Alemania, Art. 20840.
Citocalasina B, Fluca Chemie A.G.,Alemania, Art.30380.

Cloruro magnésico hexahidratado, E. Merck, Alemania, Art. 105833.

Cloruro mercurico, Sigma Chemical Company, EE.UU., Art. M-1136.

Cloruro potasico, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. 4504.

Cloruro sédico, Panreac, Espafia, Art. 141659.

3,3’-Diaminobencidina (3,3, 4,4’-Tetraaminobifenilo), Sigma Chemical
Company, EE.UU., Art. D-8001.

1,6-Difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. D-
4380. |

2,2-Dimetilaminoetanol, Fluca Chemie AG, Alemania. Art. 38990.

Dimetil sulféxido (DMSO), Fluca Chemie AG, Alemania. Art. 41641.

Dodecil sulfato sédico (SDS), Bio-Rad, Alemania, Art. 161-0301.

D.E.R. ®736 (resina diepoxidica), Fluca Chemie AG, Alemania. Art. 31191.
DPX (solucién montante para histologia), Fluca Chemie AG, Alemania. Art.
44581.

ERL ®4206 (di6éxido de 4-vinilciclohexeno), Fluca Chemie AG, Alemania. Art.
94956.

Etanol absoluto, Panreac, Espafia, Art. 141086.

Florricina, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. P-8037.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), Sigma Chemical Company, EE.UU.
Art. P-7626.

Fosfato potasico monobasico (KH,POy4), Mallinckrodt Chemical Works,
EE.UU.Art 7100.

Fosfato disédico, (Na,HPQOy), Panreac, Espafia, Art. 141679.
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D-(-) Fructosa, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. F-0127.

D-(-) Galactosa, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. G-0625.
Gammaglobulina bobina, Bio-Rad, Alemania. Art. 500.0005.

D-(+)-Glucosa, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. G-7528.

Glucosa oxidasa (Kit para al determinacion de glucosa), Boehringer Mannheim,
Alemania. Art. 124036.

Glutaraldehido, Fluca Chemie, AG, Alemania. Art. 49627.

Hexano, Panreac, Espafia. Art. 141347.

Hidréxido sédico, Panreac, Espaiia, Art. 141687.

Hidroxitolueno butilado (BHT) Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. B-
1378.

L-Lisina monoclorhidrato. Fluca Chemie AG. Alemania, Art. 62929.
D-manitol, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. M-4125.

Metanol, Panreac, Espafia. Art. 141091.

p-Nitrofosfato disédico, Aldrich Chemie, Alemania, Art, N-2,200-2.
p-Nitrofenol, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art104-8.

Ouabaina octahidratada, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art O-31235.
Paraformaldehido, Fluca Chemie AG. Alemania, Art. 76240.

Per6xido de hidrégeno, Panreac, Espaiia, Art. 141077.

2-Propanol (Isopropanol), Panreac, Espaiia, Art. 211090.

Resina LRWhite

Sacarosa, Probus, Espaiia, Art. 176820.

Saponina, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. S-2149.

Succinato s6dica hexahidratado, E. Merck, Alemania, Art. 820151.

Sulfato magnésico heptahidratado, E. Merck, Alemania, Art. 136855.
Solucién tampoén alcalina 221, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art S-221.
1,1,3,3,-tetrametoxipropano, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art T-1642.
Tiocianato potasico, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art. P-3011.
Tiocianato sodico, Sigma Chemical Company, EE.UU.. Art S-7757.
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o Tris-hidroximetil-aminometano (TRIZMA®, Tris) Sigma Chemical Company,
EE.UU.. Art. T-1378.

. Triton X-100, Sigma Chemical Company, EE.UU. Art. X-100.

. Violeta de p-yodonitrotetrazolio (INT), Sigma Chemical Company, EE.UU. Art.
1-8377.

° Xileno (Xilol), Panreac, Espafia, Art.131769.

3.2.2. Productos radioactivos.

) D-(D-”C) fructosa, Amersham Pharmacia Biotech, Reino Unido, Art. CFB. 47.

. D-(1-*H) galactosa, Amersham Pharmacia Biotech, Reino Unido, Art. TRK.
233.

. D-(U-"*C) glucosa, Amersham Pharmacia Biotech, Reino Unido, Art. CFB. 96.

3.3. CONTROL DE PESO Y DE LA PRESION ARTERIAL.

El control de peso y de la presion arterial se realiza semanalmente, desde las 8 a
las 12-14 semanas, edad en que se sacrifican los animales. La medida de la presion
arterial se realiza por un método indirecto de oclusién en la cola, utilizando un
electroesfigmomandmetro y un registrador digital (LETICA, Espafia; modelo LE 5000,
con cilindro de presién automatico LE 5100) (figura 3.1.).

Los animales se inmovilizan en el interior de cepos cilindricos y se colocan
dentro de una estufa, a una temperatura de 37 °C, durante 10-15 minutos; de este modo
se consigue la vasodilatacion necesaria para la medida. Pasado este tiempo se sacan de
la estufa y se les introduce en la cola el manguito de presion y el transductor de pulsos
cardiacos. Se aumenta la presion del manguito hasta que el colapso de la arteria anula la
sefial de pulsos recibida por el transductor, quedando visualizada la presion sistdlica en
milimetros de mercurio. Inmediatamente se realiza la despresurizacion, y el indicador se
bloquea de nuevo cuando la amplitud de las pulsaciones cardiacas recobra el 80 % de su

valor inicial, mostrando el valor de la presion diastolica.
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Figura 3.1. Esquema del método utilizado para medir la presién sanguinea
en ratas WKY y SHR. La figura representa el método indirecto de la oclusion en la
cola, utilizando el registrador digital LE 5000. Tomado de A. Mate, Tesis Doctoral
(2000).
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Los valores de presion arterial sistélica y diastdlica de cada rata se calculan a
partir de la media aritmética de 3-4 mediciones sucesivas, evitando en la medida de lo

posible crear situaciones de estrés en el animal durante el proceso.
3.4. MATANZA DE ANIMALES.

A la edad de 12-14 semanas, los animales se sacrifican tras un periodo de ayuno
de 18-24 horas. Se anestesian por inhalacién con eter-etilico, se abre su abdomen hasta
la altura del diafragma, y se extraen los segmentos del intestino delgado, yeyuno e ileon,
considerando el yeyuno aproximadamente 40 cm proximales desde el asa de Treitz, e

ileon 40 cm proximales al esfinter ileo-cecal.

Los segmentos se introducen por separado en vasos de precipitado que contienen
suero fisiologico a una temperatura de 4 °C, se lavan por fuera y por dentro, para evitar
que en la mucosa encontremos restos de comida o bilis, y se secan sobre papel de filtro
para retirar el exceso de liquido. Tras esta operacion y con ayuda de una pinza fina se
limpian los segmentos de la grasa adherida, se abren longitudinalmente y se raspa la

mucosa.

La mucosa obtenida se envuelve en papel de aluminio, debidamente rotulada con
el nombre del segmento y la fecha de obtencion, se introduce en nitrégeno liquido y se

guarda a una temperatura de —80 °C hasta el momento de su utilizacion.

3.5. AISLAMIENTO DE VESICULAS DE LA MEMBRANA APICAL
(VMA) DEL ENTEROCITO DE YEYUNO E ILEON DE RATA.

El presente estudio se ha llevado a cabo en vesiculas constituidas por membranas
apicales de yeyuno e ileon. Estas vesiculas se han preparado segun el método de
Véazquez y col., (1997a), usando un protocolo de precipitacion con el catién divalente

Mg"™, con algunas modificaciones.



Material y Métodos 49

3.5.1 Composicién de los medios.

Tampon I

Manitol .......ccocoeieerereeeerernnereneens 100 mmol/L
HEPES/Tris (c.s.p. pH=7,1)........... 2 mmol/L
NaNz .ot 3,1 uM
Tampon 11

Manitol ........cccvevrevinieiceeeeceee, 100 mmol/L.
HEPES/Tris (c.s.p. pH=7,4).......... 2 mmol/L.
11, 0231 O 7SR 0,1 mmol/LL
NaN3 coviirreceecrrcreeetersereneeeneene 3,1 uM
Tampon 111

Manitol.........cccoevevrrnecncnrnienenenne 300 mmol/L
HEPES/Tris (c.s.p. pH=74)........... 20 mmol/L
1LY £ © PSR 0,1 mmol/L
NaN3 ceeeerreereceereenecrerresaeeeees 3,1 uM

3.5.2. Procedimiento.

El esquema a seguir se indica en la figura 3.2. En el momento de comenzar la
preparacion de las vesiculas, se cogen las muestras de yeyuno o ileon que estan a —80 °C
y se pesan. Se colocan por separado, seglin sea yeyuno o ileon, rata normotensa o
hipertensa, en vasos de precipitado con 25-30 mL de tamp6n I, a este tampon I se le

afiaden inhibidores de proteasas tales como:
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A continuacion se deja la mucosa en contacto con el tampon I y una vez
descongelada, se procede a separar la mucosa de las capas musculares mediante
homogeinizacion a alta velocidad con Waring Blender durante 30 segundos a 4 °C. El
homogeneizado, al que denominaremos H, se filtra a través de una media para eliminar
los restos de tejido, se le mide el volumen total, y se toman 4 alicuotas de 100 pL cada
una que se colocan en tubos Eppendorf'y se guardan a —20 °C, para una posterior
determinacién de la concentracién de proteinas y de las actividades de distintos

marcadores enzimaticos.

Al homogeneizado resultante se le afiade Cl,Mg, gota a gota, hasta obtener una
concentracion final de 10 mmol/L, y se agita suavemente, mediante agitadores
magnéticos modelo SBS A-05, durante 20 minuto a 4 °C. El CL,Mg precipita las
membranas basolaterales y las de otros organulos citoplasmaticos, separandolas de este
modo de las membranas apicales y a continuacién, se inician las centrifugaciones para
la obtencidn de las vesiculas de membrana apical, utilizandose una centrifuga modelo
Beckman J2-21.

Se centrifuga el homogeneizado a 3000 g durante 30 minutos, obteniéndose un
sobrenadante S; y un precipitado P;, que se desecha. Inmediatamente después el
sobrenadante S; se vuelve a centrifugar a 30000 g durante 35 minutos. El sobrenadante
S se desecha y nos quedamos con el precipitado P,. El precipitado P; lo resuspendemos
en 5-10 mL de tampdn II con ayuda de una pipeta Pasteur de plastico, el volumen
resultante lo homogeizamos con un homogeinizador teflon/cristal 10 veces, llevandolo a
un volumen final de 25-30 mL con tampén II. Esta mezcla se centrifuga a 30000 g
durante 35 minutos, el sobrenadante obtenido S; se desecha y el precipitado P; forman

las membranas apicales de los enterocitos de yeyuno e ileon de rata.
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El precipitado P; se resuspende en tampén III con ayuda de una aguja de 25 g,
con un volumen tal que la concentracién de proteinas sea de 25-30 mg/mL. Tras esta
operacién, la suspensién obtenida se hace pasar por una aguja de 29 g 10 veces
consecutivas. El volumen de suspension de VMA se divide en alicuotas de 50 pL, que
se congelan inmediatamente en nitrégeno liquido, donde se guardan hasta el momento
de su utilizaciéon. De la cantidad final de VMA se toman unos 25-30 pL que se
conservan a -20 °C para determinar su concentracion de proteinas, asi como la actividad
y recuperacion de los distintos marcadores enzimaticos. Todo el material que se utiliza,
asi como los procesos para la obtencion de las vesiculas deben realizarse a una

temperatura de —4 °C.

3.6. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS.
3.6.1. Fundamento.

La concentracién de proteinas se ha determinado siguiendo el método descrito
por Bradford, (1976), utilizando los reactivos BIO-RAD®. El Coomassie Brillant Blue
G-250 se combina con las proteinas dando lugar a un complejo azul con elevado
coeficiente de extinciéon que le confiere una elevada sensibilidad para valorar la
concentracion de proteinas. La formacion del complejo proteina-colorante es un proceso
muy rapido, se forma en menos de dos minutos y ademas queda disuelto en la solucién

durante una hora aproximadamente sin ninguna precipitacion.

Este método tiene la ventaja de ser muy sensible frente al método de Lowry y
col., (1951), es muy répido, muy especifico, preciso y reproducible, realizando los
experimentos por triplicado, la desviacion estandar es de 1,2% de la media.

3.6.2. Protocolo experimental.

3.6.2.1. Preparacion de las soluciones.
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Figura 3.2.: Esquema de la técnica de aislamiento de vesiculas de l]a membrana apical

(VMA) de yeyuno e ileon de rata.

MUCOSA INTESTINAL.
Tampén I * Waring Blender a alta velocidad 30 s

(PMSF y Benzamidina) — | * Filtrar

TEJIDO CONECTIVO Y
MUSCULO

v
FRAGMENTO DE CELULAS EPITELIALES

* MgCl c.s.p. 10 mmol/L

* Agitaciﬁn suave 20 minutos a 4 °C

HOMOGENEIZADO

*Centrifugar a 3000 g 30 minutos

v v

Sobrenadante S, ' Precipitado P,
Centrifugar a 30000 g 35 minutos

l ‘
v v

Sobrenadante S, Precipitado P,

* Resuspender en tampén I1.
* Homogeneizar con teflon.
* Centrifugar 30000 g 35 minutos

v v

Sobrenadante S3 Precipitado P3
(VMA)
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Preparacién del reactivo Coomassie Brillant Blue (CBB): se diluye un volumen
de reactivo BIO-RAD® en cuatro voliumenes de agua destilada. Se filtra a través de

papel Whatman n° 1 y se deja en reposo a temperatura ambiente.
3.7.2.2. Preparacion de la curva patron.,

A partir de una solucién de 1,4 mg/mL de y-globulina, se preparan cinco
soluciones estandares, de 100 pl. cada una cuya concentracién protéica seria: 0,0
(tomandose ésta como blanco), 0,014 mg/mL, 0,028 mg/mL, 0,056 mg/mL y 0,112

mg/mL. Todas las concentraciones de la curva patrén se hacen por duplicado.

3.6.2.3. Preparacion de las muestras.

o Homogeneizado: se toman directamente 10 puL. de homogeneizado y se llevan a

100 pL con agua destilada.

. VMA: se realiza una dilucion 1/2, tomando 12 L de vesiculas y 12 pL de agua
destilada, de esta suspensioén se toman 5 uL y se llevan a 100 pL con agua

destilada. Tanto las muestras de homogeneizado como las de VMA se realizan

por triplicado.
3.6.3. Realizacion del ensayo.

La técnica consiste en mezclar 100 pL de la solucion problema o estandar con 5
mL de reactivo BIO-RAD®. Se agita y se deja en reposo durante 15 minutos, con un
limite de 50 minutos, y posteriormente se procede a la lectura de las absorbancias a 595
nm en un espectrofotdmetro de doble haz Hitachi modelo V-2001. Conociendo la

absorbancia de la muestra, se pueden conocer sus concentracion a partir de una curva

patron.
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3.7. VALORACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

3.7.1. Valoracién de la actividad sacarasa.

3.7.1.1. Fundamento.

Para la determinaciéon de la actividad sacarasa (marcadores de las VMA), se
utiliza el método descrito por Dahlquist (1964). La determinacién de glucosa se analiza
por el método de GOD-PERID® (Boehringer).

El fundamento de esta técnica se resume en el siguiente esquema:

Sacarasa
Sacarosa —p Glucosa + Fructosa.

3.7.1.2. Protocolo experimental.

3.7.1.2.1. Preparacion de la solucién substrato.

Realizamos primero un tamp6n maleato 0,1 mol/L el cual contiene:

Acido Maléico........veeecoereecerenne. 1,16 g.
NaOH (2 N)uoeeereeeeeeeeeenierrrereaeevenne c.s.p.pH=6.
Agua bidestilada........c.ccceeerrneenrennne. 6.s.p. 100 mL.

Pesamos 96 g de sacarosa y se disuelven en 5 mL de tamp6n maleato.

3.7.1.2.2. Preparacion del reactivo para determinar glucosa.

Se disuelven 1,4 mg del reactivo 2 del Kit de Glucosa en 100 mL de agua
bidestilada.
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3.7.1.2.3. Preparaci6n de las muestras.

Diluimos las muestras con la suficiente cantidad de agua bidestilada tal que la

concentracion de proteinas sea la siguiente:

e Homogeneizado: 2 mg/mL.

e VMA: 3 mg/mL

3.7.1.3. Realizacién del ensayo.

Se afiaden 50 pL de muestra a tubos de ensayo de cristal de 10 mL, junto con 50
uL de la solucion substrato. Al mismo tiempo preparamos para cada muestra un tubo
control, en el cual ponemos s6lo 50 pL de solucién tampén substrato. Todos los tubos
los incubamos a 37 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo, en los tubos control
afiadimos 50 pL. de muestra y todos los tubos los ponemos en agua hirviendo durante 2
minutos para detener la reaccién. Al cabo de este tiempo se sacan y se dejan enfriar a

temperatura ambiente.

Una vez que baja su temperatura afiadimos a cada tubo 5 mL de reactivo para la
determinacién de glucosa, y los dejamos a temperatura ambiente durante 25 minutos
para el desarrollo del color. Al mismo tiempo preparamos otros 2 tubos, uno para el
blanco, que lleva 100 puL de agua bidestilada y 5 mL de reactivo, y otro tubo que lleva
100 pL de solucién estandar, con una concentracion de 9,1 mg de glucosa/dL, y 5 mL

de reactivo. Todas las muestras se hacen por triplicado.

Finalmente leemos la absorbancia a una longitud de onda A= 436 nm.

La actividad especifica se obtendra a partir de la siguiente ecuacion:
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nmol glucosa / min / mg proteinas = D.0. muestra — D.O. control

(0,0505/30/mg) D.O. estandar

Donde:

D.O. = densidad optica.

mg = cantidad de mg de proteinas existentes en la reaccion.

3.7.2. Valoracién de la actividad fosfatasa alcalina.

3.7.2.1. Fundamento.

Para la determinacién de la actividad fosfatasa alcalina se utiliza el método
descrito por Bretaudiere y col. (1977). El método se basa en que las fosfatasas alcalinas
a pH = 94, catalizan la hidrdlisis del substrato p-nitrofenilfosfato disédico en p-
nitrofenol, que a elevado pH se transforma en una quinona, complejo estable de color
amarillo, el cual determinaremos espectrofotométricamente a 400 nm.

3.7.2.2. Protocolo experimental.

3.8.2.2.1. Preparacion del tampén substrato.

Disolvemos 100 mg de p-nitrofenilfosfato disédico (pNPP) en 25 mL de la
solucién tampodn alcalina, y afiadimos 25 mL de agua bidestilada. Esta solucién es

estable al menos 6 semanas si se mantiene a —20 °C, y se guarda en frasco topacio

resguardada de la luz.

3.7.2.2.2. Preparacion de la curva estandar.
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Preparamos una solucién de p-nitrofenol (pNP) 5 mM en NaOH 0,05 N,
resguardandola de la luz, esta solucién se puede mantener a 4 °C al menos durante 1

mes.

3.7.2.2.3. Preparacion de las muestras.

Se diluyen las muestras con suficiente cantidad de agua bidestilada para obtener

las siguientes concentraciones de proteinas:

e Homogeneizado: 1-1,5 mg/mL de proteinas.

e (VMA): 0,2-0,3 mg/mL de proteinas.

3.7.2.3. Realizacion del ensayo.

Afiadimos 20 pL de cada muestra a tubos de ensayo, los llevamos a preincubar
durante 10 minutos a 37 °C, igualmente se preincuba la solucién tampén substrato.
Posteriormente afiadimos 1 mL de la solucion tampén substrato a cada tubo, con un
intervalo de tiempo de 10-15 segundos, los agitamos y se dejan incubar durante 15
minutos a 37 °C. Pasado este tiempo paramos la reaccion afiadiendo a cada tubo 1 mL
de NaOH 0,05 N en el mismo orden seguido anteriormente. Mediante la adicion del
NaOH, se bloquea la actividad de la fosfatasa alcalina por desnaturalizacién, y se
obtiene un pH adecuado para que se transforme el p-nitrofenol en una quinona de color
amarillo. Una vez parada la reaccién se toman de cada tubo 100 pL y se vierten en

cubetas de 1 cm de paso de luz que contienen 1 mL de NaOH 0,05 N.

Todas las muestras, incluyendo muestras problemas y estandares, se hacen por
triplicado, desarrollandose éstas junto a las muestras a partir del paso en el que finaliza
la reaccién. Se realiza un blanco de cada muestra, por duplicado, que consiste en afiadir
20 pL de muestra a 1 mL de solucién tampoén substrato una vez finalizada la reaccion.

El valor de absorbancia de este blanco se descuenta de sus correspondientes muestras.
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Para el célculo de las concentraciones se sigue la siguiente ecuacion:

umol/mL = (a-b) x F x 510, donde

a = umoles de la muestra.
b = umoles del blanco de la muestra.

F = factor de dilucién.

3.7.3. Valoracioén de la actividad fosfatasa acida.

3.7.3.1. Fundamento.

Para la valoracion de la actividad de la fosfatasa acida (marcador lisosomal), se
sigui6é el método descrito por Absolom, (1986). Consiste en la determinacién del p-
nitrofenol (pNP) que se forma como consecuencia de la actuacion de la enzima sobre el
substrato, p-nitrofenil fosfato disédico (pNPP).

3.7.3.2. Protocolo experimental.

3.7.3.2.1. Preparacion de la solucion tamp6n substrato.

Preparamos una solucién 4,5 mM de pNPP en tampoén acetato sédico/acido
acético, (AcONa/AcOH) 0,1 mol/L, pH = 4,5, solamente se prepara la cantidad
necesaria para el ensayo.

3.7.3.2.2. Preparacion de las muestras.

Diluimos las muestras con la suficiente cantidad de agua bidestilada tal que la

concentracion de proteinas sea la siguiente:

¢ Homogeneizado: 1-1,5 mg/mL de proteinas.
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e (VMA): 0-0,4 mg/mL de proteinas.
3.7.3.3. Realizacién del ensayo.

Para realizar el ensayo tomamos tubos de cristal a los cuales le afiadimos 100 pL
de muestra, los llevamos a incubar a 37 °C durante 5 minutos, junto con la solucién
tampdn substrato. Pasado este tiempo afiadimos a cada tubo 1 mL de solucién tamp6n
- substrato con un intervalo de 10-15 segundos entre tubo y tubo, se agitan y se dejan
incubar 10 minutos a 37 °C. Finalizamos la reaccién afiadiendo 1 mL de NaOH 2 N a

cada tubo.
Para determinar la actividad de la fosfatasa 4cida leemos el color desarrollado a
405 nm frente a un blanco, consistente en afiadir a un tubo de ensayo 100 pL de agua

bidestilada, 1 mL de solucion tampén substrato y 1 mL de NaOH 2 N.

Todas las muestras se hacen por triplicado y para el calculo de las

concentraciones se aplica la siguiente ecuacion:
umoles de pNP / min / mg de proteinas =D.0. x E! x 10 min? x mg™ .
Siendo:
D.O. = densidad 6ptica de la muestra.
E = 18,5 cm?*/umol.
mg = mg de proteinas en el tubo de reaccion.

3.7.4. Valoracién de la actividad Na*-K' ATPasa.

3.7.4.1. Fundamento.
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Las ATPasas son enzimas que catalizan la transformacién del ATP en ADP y
PO4>. La actividad fosfatasa de estas enzimas es dependiente del i6n K, siendo la Na'-
K" ATPasa la inica ATPasa que es inhibida por la ouabaina a una concentracion de 1
mmol/L (Stirling, 1972). Para su valoracién, se determina la actividad de las ATPasas
en presencia y ausencia de ouabaina y por sustracién se obtiene la actividad Na'-K*
ATPasa. Para la determinacién de las actividades ATPasas se ha utilizado el método
descrito por Colas. y Maroux (1980). Consiste en medir el p-nitrofenol liberado como
consecuencia de la actuacién de la enzima p-nitrofenil fosfatasa (pNPPasa), sobre el

substrato p-nitrofenil fosfato disédico (pNPP).
3.7.4.2. Protocolo experimental.
3.7.4.2.1. Preparacién de los medios.

o Solucion C.

Tris/HCl1 (pH="7,5)...cccvceevrnn.. 100 mM
MESO4.ccoeiiiiiiinriecrreeeeieenanns 20 mM
EDTA....cooiiiierncceenscnnens 10 mM
KCliiiccieccecnrenreneseean 180 mM
c.s.p. 100 mL.

e Solucion de pNPP, (guardar en frasco topacio, es fotosensible).

PNPP ... 0,1 mol/L

c.s.p. 500 mL.
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A partir de las soluciones anteriores se preparan las siguientes:

e Solucién A:
Solucion C.....oovvvevvevenereecreeananes 5mlL.
pNPP (0,1 mol/L)........coevveununne 500 pL.
Saponina..........ccoeveveeneeeeierseeseeneas 17 mg.
H,O (bidestilada)........................ 4,45 mL.
¢ Solucion B:
Solucion A.....ooveeeeerieeeeiieeeeees 5mL.
Ouabaing .......ceceeeveeeeevrererecsrecnnen 1,7 mg/mL.
La ouabaina se disuelve en 100 uL. de DMSO.
3.7.4.2.2. Realizacion de la curva estandar.

Preparamos una curva estandar disolviendo p-nitrofenol (pNP) 1 mM en NaOH
IN.

3.7.4.2.3. Preparacion de las muestras.

Diluimos las muestras con suficiente cantidad de agua bidestilada tal que la

concentracion de proteinas sea la siguiente:

Homogeneizado: 3 mg/mL.
VMA: 2 mg/mL.

3.7.4.3. Realizacion del ensayo.
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Afiadimos a cada tubo 50 pL de muestra, previamente diluida de modo que los
tubos con muestras de homogeneizado contengan 150 pg de proteinas y los de VMA
contengan 20 pug de proteinas, y los llevamos a incubar durante 2 minutos a 37 °C.
Pasado este tiempo, afiadimos 500 pL de la solucion A (sin ouabaina) o B (con
ouabaina) y los dejamos incubar a 37 °C durante 10 minutos. Posteriormente paramos la

reaccion con 500 pL de la solucién de parada.

Para la determinacion de pNP liberados leemos las absorbancias obtenidas a 410
nm frente a un blanco compuesto por agua bidestilada. Las muestra se hacen todas por
triplicado y ademas se realiza un blanco de cada una de las dos soluciones, que consiste
en afiadir 50 pL de agua bidestilada junto con 500 puL de solucién A o solucion B, y se

procede igual que con las muestras.
3.7.5. Valoracién de la actividad succinato deshidrogenasa.
3.7.5.1. Fundamento.

Para la determinaciéon de la enzima succinato deshidrogenasa seguimos el
método descrito por Pennington (1961), que consiste en la determinacion del fumarato
(producto final del ciclo de acido citrico) que se forma como consecuencia de la
actuacion de la enzima succinato deshidrogenasa (marcador mitocondrial), sobre el
substrato succinato. Todo el ensayo se realiza a pH fisiolégico en tubos de cristal con

tapon.
3.7.5.2. Protocolo experimental.
3.7.5.2.1. Soluéién mezcla del ensayo.
Succinato sddico.........cccceereuernnnne 100 mM.

SaCATOSA. ..cuvvvrrrreeererererernnnesennassne 50 mM.
Tampén (K,HPO4/ KH,POy) .......c.s.p. pH = 7.4.
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Esta solucién se diluye 1:1 con agua bidestilada y se le afiade 0,1% de iodo-
nitro tetrazolium (INT), que requiere agitacion y calor para su disolucién, esta mezcla

adquiere un color amarillo.
e Solucién de parada.
Acido tricloro acético (TCA).... 10 % (p/v).
e Reactivo para la separacion de fases.
Acetato de etilo.
3.7.5.2.2. Preparacién de las muestras.

Diluimos las muestras de homogeneizado y VMA con una cantidad de agua

adecuada para que la concentracion de proteinas en cada tubo esté entre 0,2-0,3 mg/mL.
3.7.5.2.3. Realizacion del ensayo.

A los tubos con las muestras afiadimos 750 pL de solucién mezcla de ensayo,
los incubamos a 37 °C hasta que aparezca un color rosado, anotdndose en ese momento
el tiempo. Pasado ese tiempo paramos la reaccion con 750 pL de TCA al 10% y
seguidamente afiadimos a cada tubo 3 mL de acetato de etilo para separar las dos fases

formadas una vez ha finalizado la reaccion.

A continuacion los tubos se centrifugan a 3000 g durante 10 minutos, y con una
pipeta Pasteur de cristal tomamos toda la fase superior donde se encuentra el fumarato y
la introducimos en cubetas de 1 cm de paso de luz. Leemos la absorbancia de las
muestras a 490 nm frente a un blanco, que consiste en afiadir la muestra a la mezcla del

ensayo, las demas etapas se realizan de igual manera.
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Para el célculo del fumarato producido seguiremos la siguiente ecuacion:

[ A muestra— A planco | X (3)

€ x mg de proteinas en el tubo x t

Donde:

A muestra: @absorbancia de la muestra.
A planco: @bsorbancia del blanco.
£: 20,1 x 107 (si el resultado est4 expresado en mmol x min"'/mg de proteinas).

t: tiempo de incubacién en minutos.

3.8. TRANSPORTE DE MONOSACARIDOS EN VMA DE YEYUNO E
iLEON DE RATA.

Para el transporte de monosacéaridos las VMA se incuban en el medio de
composicion deseada que contiene el monosacérido en estudio. La incubacion se realiza
a 37 °C, para lo que las vesiculas se atemperan previamente durante 2-5 minutos. El
periodo de incubacién se inicia adicionando 100 pL de medio de incubacién a la
suspension de vesiculas de membrana, cuya cantidad de proteinas varia en funcién del

substrato en estudio.

Transcurrido el periodo de incubacién deseado, se afiade 1 mL de solucién de
parada (4 °C), que detiene el transporte del substrato debido a su temperatura,
composicion idnica, dilucion del medio de incubacion y presencia del inhibidor

adecuado.

La separacion de las VMA del medio de incubacion se realiza por filtracion

siguiendo la técnica de Hopfer y col. (1973). La filtracion se facilita por succion
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mediante una bomba de vacio (Millipore, mod. XX55 22050 Bedford, MA, EE.UU.).
Esta permite una rapida separacién y por tanto el empleo de tiempos de incubacion del
orden de segundos. Se toman 900 uL de cada muestra y se filtran rdapidamente, a través

de un filtro (filtros MF-Millipore) de nitrocelulosa de 0,22 pm de didmetro de poro,
(Millipore GSWP 304F0, Bedford, MA, EE.UU.). Estos filtros son circulares, con un
didmetro de 25 mm , acorde con el portafiltros empleado en el sistema de filtracion
(portafiltros de polipropileno Swinnex, Millipore SX00 02500, Bedford, MA, EE.UU.)
(figura 3.3.). Previamente estos filtros se han colocado en un recipiente con solucién de
parada para que se humedezcan, éstos retienen las VMA. Inmediatamente, los filtros se
lavan con 5 mL de solucién de parada a 4 °C, con el fin de eliminar la radioactividad

retenida por el filtro y que no corresponde a la contenida dentro de las VMA.

Los filtros se llevan a viales de centelleo que contienen 4 mL de un coctel de
centelleo liquido (Ready Protein* ® Beckman P/N 586604, EE.UU.). Este contiene una
sustancia luminiscente o luminé6foro, la cual absorbe la energia emitida por el substrato
radioactivo, reemitiendo parte de ella en forma de luz visible o ultravioleta (fenémeno
de fluorescencia inmediata). Una vez concluido el experimento, los viales se llevan a un
contador de centelleo (Beckeman mod. LS 6500, EE.UU.). Este aparato contiene un
fotocatodo y un fotomultiplicador, el primero transforma la luz emitida por el
luminéforo en impulsos eléctricos, mientras que el fotomultiplicador amplifica la sefial
eléctrica generada en el fotocatodo, permitiendo cuantificar de este modo la cantidad de
radiactividad incorporada en las vesiculas. La unién no especifica del radioisétopo al
filtro se evalua adicionando solucion de parada a la suspensién de vesiculas antes de
afiadir el medio de incubacion, y el valor de radioactividad que se mide se sustrae del

total de la radioactividad determinada en cada muestra.

Todas las medidas se realizan por triplicado. Para determinar la actividad
especifica del radiois6topo en el medio de incubacion (Estindares) se colocan 100 pL
de la mezcla final (medio de incubacién, VMA y solucién de parada) en viales con

liquido de centelleo.
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El contenido de soluto de las vesiculas se calcula como se indica a continuacién:

cpm, — cpmy Vi x [S] x Vg
pmoles / mg prot = ’ X x 10°
cpm g mg x Vg

Donde cpm son cuentas por minuto (c, del problema; b, del blanco; st, del
estandar); Vm, es el volumen del medio de incubacién en mL; [S], es la concentracion
del substrato en mM; Vg, es el volumen del estandar en mL; mg, son los mg de
proteinas que hay en el tubo de reaccion, y Vg, es el volumen filtrado en mL (figura
3.3.).

3.8.1. Transporte de D-glucosa y D-galactosa a diferentes tiempos de

incubacidn.

3.8.1.1. Composicion de los medios.

e Medios de incubacion.

NaSCN/KSCN.....cocoviereveenenne 100 mM
Manitol........cocceererevierrererrerrnnennes 100 mM
MgS04 7 Hy0 ... 0,1 mM.
HEPES/Tris (c.s.p. pH=17.4) ....20 mM.
NaN3 oot 3,1 uyM
D-glucosa o D-galactosa............ 0,1 mM
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Figura 3.3. : Representacién esquematica del procedimiento de filtracion.

*Agitamos los tubos
*Incubamos t s.
*Paramos la captacion
afiadiendo 1 mL de

sol.de parada.
*Tomamos 900 puL que
llevamos al filtro.

*Lavamos el filtro con
5 mL de sol. Parada

pae

Medio de incubacién

1 O

1

=

) ] i W /::F_DI
| Bomba de vacio
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3.8.1.2. Realizacion del ensayo.

Se colocan los pL equivalentes a 75-200 pg de proteinas para los dos substratos.
Los tiempos de incubacion empleados para el transporte de D-glucosa son: 5 s, 15 s, 30
s, 60 s y 30 min; y para D-galactosa son: 5 s, 15 s, 60 s, y 30 min. Las muestras para
cada tiempo de incubacion se hacen por triplicado, con su correspondiente blanco y dos
estindares. Los medios de incubacion se preparan de manera extemporinea
afiadiéndoles la D-glucosa o D-galactosa radiactiva y junto con las muestras los

atemperamos a 37 °C durante 2-5 minutos antes de iniciar el experimento.

La concentracién de '*C-D-glucosa y *C-galactosa es de 4,72 uM y 0,374 uM
respectivamente en cada medio de incubacion. El transporte de D-glucosa o D-galactosa

se lleva acabo mediante el método de filtracion rapida descrito en el apartado 3.8.
3.8.1.3. Cis- Inhibicion del transporte de D-glucosa por florricina.

El transporte mediado a diferencia de la difusion simple, es saturable. Esto
implica que la entrada de D-glucosa al interior de las vesiculas puede verse disminuida
en presencia de concentraciones importantes de otro substrato que tenga afinidad por el

mismo sistema de transporte, mediante un proceso de inhibicién competitiva.

La florricina es un conocido inhibidor competitivo del transporte de D-glucosa a
través de los transportadores tipo SGLT. Mediante este experimento, hemos
determinado el transporte de D-glucosa a diferentes concentraciones de florricina, lo
cual nos ha permitido calcular la ICso (concentracion de florricina que reduce a la mitad

la captacion de D-glucosa en ausencia de inhibidor).
3.8.1.3.1. Composicién de los medios.

e Medios de incubacion.
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NaSCN/KSCN......cvevvrrevisererennes 100 mM
Manitol ......cccceorrecrueneinreneeraereneenes 100 mM
HEPES/Tris (pH = 7.,4) ............... 20 mM
MgSO4s7 HaO...cvoureeernnee 0,1 mM
NaN3 .coiiiieneeniereereeesesesesesenene 3,1 M
D-glucosa.......cooeeverrenrenrecreeseenann. 0,1 mM
FIOITiCing ...covvevvverereneecnecrvennens 0-100 uM

Las concentraciones de florricina empleadas han sido: 1, 5, 25, 50 y 100 uM.

3.8.1.3.2. Realizacion del ensayo.

El protocolo seguido es analogo al que se describe en el apartado 3.8.1.2., salvo
que el tiempo de incubacion es siempre el mismo (5 segundos). La solucion de parada

es la misma que utilizamos en el transporte de D-glucosa.

3.8.1.4. Cis-Inhibicion del transporte de D-glucosa por otros monosacaridos.

La finalidad de este experimento es observar la especificidad de substrato del
sistema de transporte de D-glucosa presente en la membrana apical de enterocitos de
yeyuno e ileon (cotransportador SGLT1). Para ello hemos estudiado el transporte de
este monosacarido en presencia de altas concentraciones de otro monosacérido, el
epimero D-galactosa. Este monosacdrido se transporta por el cotransportador
SGLT1, pero con una menor afinidad que la D-glucosa. Ademds hemos determinado
la autoinhibicion del transporte de D-glucosa, con el objeto de comprobar si los
resultados son comparables a los obtenidos con la D-galactosa, asf como también

incluimos una condicién con florricina.

3.8.1.4.1. Composicidn de los medios.

e Medios de incubacion.
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NaSCN/KSCN .....ccoveerenreeeaenens 150-100 mM
HEPES/Tris (c.s.p. pH =7,4)......20 mM
MgSO47 HyO ... 0,1 mM
NaNz oottt ccreeeens 3,1 uM
D-glucosa.......ccoceereeeenernenneeneennns 0,1 mM
Inhibidor......c.cccoevnnrvirinrieninn 0-100 mM

Los inhibidores utilizados y sus concentraciones han sido D-glucosa y D-
galactosa (10 y 100 mM) y florricina 0,25 mM.

3.8.1.4.2. Realizacion del ensayo.

El protocolo seguido es andlogo al que se describe en el apartado 3.8.1.2., salvo
que el tiempo de incubacién es siempre el mismo (5 segundos). La solucién de parada
es la misma que se emplea en el transporte de D-glucosa y la concentracion de “cD-
glucosa es de 9,37 uM.

3.8.2. Transporte de D-fructosa a diferentes tiempos de incubacién

3.8.2.1. Composicion de los medios.

e Medios de incubacion.

KSCN/Manitol ........ccevreecverenenne 150/300 mM
MgSO4TH0....coccvviircirerennnne. 0,1 mM
HEPES/Tris (c.s.p. pH=17,4).......20 mM
NaNG .ottt eeeeees 3,1 uyM
D-fructosa.......ccceceeeeererrrerereannenens 1 mM

e Solucién de parada.
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KSCN/Manitol .............oooveveerenne. 150/300 mM.
HEPES/ Tris (c.s.p. pH=7,4)..... 20 mM.
1321 S 3,1 uM

3.8.2.2. Realizacion del ensayo.

En cada tubo se coloca un volumen de vesiculas correspondiente a 150-200 pg
de proteinas. Los tiempos de incubacién empleados para el transporte de fructosa son:
15s,30s, 60 s, 10 min y 30 min. Las muestras para cada tiempo de incubacion se hacen
por triplicado, con su correspondiente blanco y dos estandares. El medio de incubacién
se prepara de forma extemporanea, afiadiéndole la D-fructosa radiactiva y junto con las
muestras lo atemperamos a 37 °C durante 1-5 minutos antes de iniciar el experimento.
La concentracién de "C-fructosa es de 5,61 pM en el medio de incubacién. El
transporte de fructosa se lleva a cabo mediante el método de filtracion répida descrito en

el apartado 3.8.
3.8.2.3. Cis-Inhibicion del transporte de D-fructosa.

Este experimento se realiza para determinar la especificidad de substrato del
transportador GLUTS5. Para ello, se ha estudiado el transporte de D-fructosa en
presencia de altas concentraciones de D-glucosa, D-galactosa y florricina. También se
ha determinado el efecto de la citocalasina B sobre el transporte de fructosa. La
citocalasina B es un inhibidor de la difusién facilitada de glucosa, pero no parace afectar
al transporte de D-fructosa mediado por GLUT5 (Axelrod y Pilch, 1983; Carruters,
1990; Rand y col., 1993). Por tltimo, también se ha medido la autoinhibicion del
transporte de D-fructosa, lo que permite obtener un valor de referencia con respecto a

los otros posibles inhibidores.
3.8.2.3.1. Composicién de los medios.

o Medios de incubacion.
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KSCN ..ttt 150-0 mM
HEPES/Tris (c.s.p. pH = 7,4).......20 mM
MgSO4TH20.......covccriiecneenns 0,1 mM
NANG e escssensenes 3,1 u M
D-fructosa.....ccccevvveereercenvecsiescnnens 1 mM
Inhibidor......coccvieiecnceiirneee 0-300 mM

Los inhibidores utilizados y sus concentraciones han sido D-glucosa y D-
galactosa (10 y 100 mM), citocalasina B (0,05 mM), florricina (0,25 mM), y D-fructosa
(autoinhibicién, 100 y 300 mM).

e Solucion de parada.

KSCN...oviiereiireneenrneneneenecsneneene 150 mM
HEPES/ Tris (c.s.p. pH=74).....20 mM
NaNG .o eseeeeneneenes 3,1 yM

3.8.2.3.2. Realizacion del ensayo.

El protocolo a seguir es analogo al descrito en el apartado 3.8. salvo que el
tiempo de incubacion es de 15 segundos para cada muestra. La concentracion de “c-D-

fructosa es 5,61 uM en el medio de incubacion.

3.8.3. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre el transporte de D-

glucosa, D-galactosa y D-fructosa.
3.8.3.1. Fundamento.
La finalidad de estos experimentos es determinar si las vesiculas encierran un

compartimento osméticamente reactivo, es decir cerrado, y ademas valorar la cantidad

de substrato que se une a la membrana de forma inespecifica (Binding).
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3.8.3.2. Composicion de los medios.

Medio de incubacién para D-glucosa y D-galactosa.
NaSCN......ccvrvvricrrerrirnnrevenrenaens 150-100 mM.
Manitol ......ccceveeerercvrenrrnrerrnnnne. 0-200 mM.
HEPES/Tris (c.s.p. pH=7,4)...... 20 mM.
MgSO4TH20......coeerenreeneerenns 0,1 mM.
NaN3 ............................................ 3,1 ].lM
D-glucosa/D-galactosa ................ 0,1 mM

Medios de incubacién para D-Fructosa.

KSCN ..ttt 100-250 mM.
HEPES/Tris (c.s.p. pH=74)...... 20 mM.
MESO4THz0 oo 0,1 mM.
NaN3 oot 3,1 pM
D-fructosa........cccoeveverrcerrrerennnenn. 1 mM

Solucién de parada.

KSCN ..t 150 mM
HEPES/Tris (c.s.p. pH=74)...... 20 mM
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3.8.3.3. Realizacion del ensayo

Las concentraciones intra y extravesiculares utilizadas han sido las siguientes:

Intravesicular Extravesicular Extravesicular Extravesicular

(D-glucosa) (D-galactosa) (D-fructosa)

NaSCN 150-100 mM 150-100 mM -
KSCN - -- 100-250 mM
Manitol 300 mM 0-200 mM 0-200 mM -—
HEPES/TRIS 20 mM 20 mM 4 20 mM 20 mM
MgSO, 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM 0,1 mM
NaNj3 0,02% 0,02% 0,02% 0,02%
D-glucosa -— 0,1 mM — —
D-galactosa — — 0,1 mM ——
D-fructosa. --- - -—- 1 mM

Todas estas soluciones se preparan extemporaneamente. La osmolaridad se
midi6 con un osmémetro Gonotec modelo Osmomat 030. La concentracién de *C-D-
glucosa y de '*C-D-galactosa es de 9,37 pM y 0,925 pM respectivamente. La
concentracién de *C-D-fructosa es de 9,31 uM.

La pauta es igual a la descrita en el apartado 3.8., la diferencia radica en que el
tiempo de incubacién es siempre el mismo, 30 minutos, coincidiendo con el tiempo de
equilibrio. La solucion de parada es la misma que la descrita en el transporte para los

tres substratos.
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3.9. CINETICA DEL TRANSPORTE DE D-GLUCOSA, D-GALACTOSA
Y D-FRUCTOSA.

3.9.1. Fundamento.

Con el propésito de caracterizar el sistema de transporte de D-glucosa, D-
galactosa y D-fructosa presente en la membrana apical, se ha llevado a cabo un estudio

cinético del transporte de dichos monosacaridos.
3.9.2. Cilculo de las constantes cinéticas.

El cilculo de las constantes cinéticas para el transporte de D-glucosa, D-
galactosa y D-fructosa se ha efectuado mediante ajuste por regresiéon no lineal de las
curvas obtenidas a ecuaciones que describen el comportamiento cinético para un
sistema de transporte. El ajuste de las curvas a un modelo de sistema de transporte

teniendo en cuenta que aplicamos flujos totales, se define con la siguiente ecuacion:

V= (Vinax [S]/ K+ [S]) +Ka % [S])

La regresion lineal tiene como finalidad ajustar una serie de datos a una ecuacion
determinada, de manera que los parametros de la ecuacion dan lugar al minimo valor
posible de la suma de los cuadrados de las distancias de los puntos experimentales a la
curva. En el caso que nos ocupa la ecuacién a la que se quiere ajustar los puntos es la
ecuacién de Michaelis-Menten, y los parametros de esta ecuacion son la velocidad

maxima del transporte mediado (Vg ) y la constante de Michaelis-Menten (Ky).

La forma en que se realiza el proceso de ajuste es la siguiente: a partir de unos
valores iniciales para cada uno de los pardmetros, estimados a partir de una linealizacion
de la eéuacién, se calcula la suma de los cuadrados de las diferencias entre los puntos
experimentales y los de la curva. Entonces se varian los parametros con tal de hacer mas

pequefia la suma de los cuadrados, y se vuelve a hacer el mismo calculo. Es, pues, un
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proceso ciclico, que continda hasta que ya no es posible conseguir un valor mas

pequefio para la suma de los cuadrados. Asi es como se obtienen los pardmetros de la

curva.

Se ha utilizado un programa de ajuste de curvas, Enzfitter (Leatherbarrow,
1987), mediante un método de regresion no lineal que utiliza el algoritmo de Marquardt
(1963) para el célculo de las iteraciones necesarias para el ajuste. La aplicacion de este

método a los flujos individuales obtenidos de cada segmento dan lugar a las curvas de

Michaelis-Menten.

3.9.3. Cinética de D-glucosa y D-galactosa.

3.9.3.1. Composicion de los medios.

Medios de incubacion.

NaSCN/KSCN ....ovvvveriieeneennenae 100 mM
Manitol........cccovieriemreccrcnnnenncn. 100-0 mM
HEPES/Tris (c.s.p. pH = 7,4).......20 mM.
MgSO4TH0....cociiieevevereencne 0,1 mM
NaN3z .o 3,1 uM
D-glucosa/D-galactosa.................. 0,01-100 mM
Solucién de parada.
KSCN ..ooviivecieeneceeeeeeeeiene 150 mM
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3.9.3.2. Realizacién del ensayo.

Las concentraciones utilizadas para la realizacién de la cinética son: 0,01, 0,05,
0,1,0,5, 1,5, 10, 20, 50 y 100 mM en ambos casos, para D-glucosa y D-galactosa. Los
medios de incubacion para cada concentracion de substrato de preparan
extemporaneamente y el tiempo de incubacion es de 5 s para los dos substratos en
estudio. Cada muestra se hace por triplicado conteniendo 75-200 pg de proteinas. La
concentraciéon de *C-D-glucosa y de 'C-D-galactosa es de 9,37 uM y 0,925 uM

respectivamente. La técnica a seguir es la de filtracion rdpida explicada en el apartado
3.8.
3.9.4. Cinética de D-fructosa.

3.9.4.1. Composicién de los medios.

¢ Medios de incubacion.

KSCN...ccoviiiririricrireeninscssenenes 150-0 mM
HEPES/Tris (c.s.p. pH=17,4)...... 20 mM
MgSO4-7TH20.......cccovvrieccnannne 0,1 mM
NANZ covecereeceretecreseeereeseeeneesasnnes 3,1 uM
D-fructosa...coueeeeecneeerenereeeeenveeenss 0,1-300 mM

e Solucion de parada.
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3.9.4.2. Realizacion del ensayo.

Las concentraciones utilizadas para la realizacion de la cinética son: 0,1, 0,5, 1,
10, 50, 100, 200, 300 mM. Los medios de incubacién para cada concentracion de
substrato se preparan extemporineamente y el tiempo de incubacion es de 15 s para
cada muestra, las cuales se hacen por triplicado conteniendo cada una 200-250 pg de
proteinas. A cada medio de incubaciéon se la afiade MC-D-fructosa con una
concentraciéon de 9,31 uM. La técnica a seguir es la de filtracion rdpida explicada en el

apartado 3.8.

3.10. ESTUDIOS DE LA POLARIZACION DE LAS MEMBRANAS
APICALES DE INTESTINO DE RATA (YEYUNO E ILEON).

3.10.1. Fundamento.

Estos estudios se realizaron con el objeto de determinar la fluidez de las
membranas de las vesiculas obtenidas. Para ello utilizamos una sustancia hidrofébica
fluorescente, 1,6-difenilhexatrieno (DPH), el cual s6lo emite fluorescencia cuando esta
incorporado en un ambiente lipidico. Al variar la fluidez de la membrana variard la
posibilidad de giro del DPH y la polarizacion de fluorescencia. La determinacién de la
polarizacion de fluorescencia y anisotropia del DPH constituye el método mas sencillo y
utilizado para estimar la fluidez de las membranas biol6gicas, esto es, el orden lipidico
(Sawyer, 1988).

3.10.2. Composicion de los medios.
e Solucion stock
1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) 2 mM

Tetrahidrofurano (THF) ....c.cccoveuereeeeneee. 0,46 mM

(guardar en alicuotas a —20 °C en atmosfera de nitrégeno, protegido de la luz).
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e Tamp6én salino de sacarosa.

3.10.3. Realizacién del ensayo.

Las medidas de la polarizacion de fluorescencia en el estado de equilibrio se
realizaron usando cubetas de 1 cm de paso de luz y una longitud de onda excitacién-
emisién de 360-440 nm, en un fluorimetro SLM. Aminco Bowman® modelo Serie 2,

segun el método descrito por Vazquez y col. (1997b).

Como marcador de las vesiculas de membrana de borde en cepillo se usé el
compuesto hidrofébico fluorescente, 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) con una
concentracion de 0,2 mM. Las vesiculas, con una concentracion de 150-200 pg de
proteinas, se incubaron a 25 °C durante una hora junto con 1880 pL de tamp6n salino de

sacarosa 'y 20 uL de DPH 0,2 mM.

La anisotropia de fluorescencia en el estado de equilibrio (r) y la polarizacion (P)
se determinaron por las intensidades de emisién a través de un analizador orientado
paralela y perpendicularmente a la direccién de polarizacién de la luz de excitacion,
segtin describen Shinitzky y col. (1974). El valor de 1o, el limite maximo de anisotropia,
usado en los calculos fue de 0,4 para el DPH. El valor de r., anisotropia de

fluorescencia limite, se calculd de los valores de r tal como previamente fue descrito por
Van Blitterswijk y col. (1987).
Calculos:

Polarizacion de fluorescencia: Pppy = (Iyy-IvuG) / (I G)

Anisotropia de fluorescencia: ry= 2P / (3-P)
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Anisotropia de fluorescencia limite: 1o = 4 / 315 0,10 (donde 0,13 < r,< 0,28).
Parametro de orden lipidico: Sppy = (rm/ro)” 2 (donde rp = 0,4)
Donde:

Iyy = intensidades de emision paralela.

Ix = intensidades de emisi6n perpendiculares.

Determinacién de G: el valor normal es 1. Es un pardmetro que nos indica la

eficiencia del aparato.
G = Inv/Inn 0 1o que es o mismo Iggege/TIogeoge.
3.10.4. Interpretacién de los resultados.

Si la molécula fluorescente estd unida rigidamente (menor fluidez) girara menos
y desviard menos el plano de la luz polarizada que incide sobre ella, por tanto el factor

Iy serd menor y P mayor.

Si la molécula fluorescente estd mas libre (mayor fluidez) tendrda un mayor
movimiento que tendera a variar la orientacion de la luz polarizada incidente y la Iy,

serd mayor y P menor.

3.11. PREPARACION DE LOS TEJIDOS PARA EL ESTUDIO
MICROSCOPICO.

Una vez hemos aislado, lavado, y retirado la grasa adherida de yeyuno e ileon,
con ayuda de un bisturi se realizan cortes de 1-2 mm de ancho a modo de aros. Estos
pequefios segmentos se introducen en la solucion de fijacion necesaria segin el estudio

a realizar.
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3.11.1. Estudios de microscopia éptica.

3.11.1.1.Composicioén de los medios.

. Tampdn fosfato salino (PBS) (0,1 mol/L)

CING ..ot 137 mM
KClteeeeeeereeeceeseeneniareeessssnesnesennes 2,7 mM
KHoPOg .cooevereceeeeecreveeeeeene 1 mM
NazHPO4 .......................................... 10 mM
pH=74
. Solucion fijadora.
Paraformaldehido..........cccccvvreenneeen. 4%
Tampon fosfato salino (PBS)........... 0,1 mol/L.
. Solucién de lavado.
Tamp6n fosfato salino (PBS)........... 0,1 mol/LL
. Soluciones para deshidratar.

Etanol de graduacién creciente.

. Composicion de la resina Spurr.
ERL-4206.......cccecrrtrrrerraererreensirerrene 10,0 g.
DER-736 .....covevviiirranernricneccenennen 6,0g
NSA ettt iesseeeeens 26¢g
DMAE......iireererneccceseeeennennes 04¢g

3.11.1.2. Procedimiento.

Los pequefios segmentos de yeyuno e ileon son introducidos rapidamente en el

tampon de fijacion durante 3 horas a temperatura ambiente. Para el proceso de fijacion
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se utilizan viales de plastico cerrados que a su vez se colocan en un agitador orbital de
tubos (Selecta) para mantenerlos en movimiento. Después de fijados, los segmentos se

lavan con solucién de lavado y se deshidratan con etanol a distinta graduacion y tiempos

diferentes.
Etanol 70 %0..ceeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeveneene 10 minutos.
Etanol 80%.....eueeveeceivereirereeeeneennenns 10 minutos.
Etanol 90%....ccooveeeeveeeeeeeeeeeeereneeanns 10 minutos.
Etanol 100%0......cccceevmmmmmmeeeneveamvoneenens 15 minutos.
Etanol 100%.......cooeeeeeeeieeervenneonnenenanns 15 minutos.
Etanol 100%......ceveveeureeeeineeinrenennne 15 minutos.

Tras los lavados y la deshidratacion los segmentos se infiltran en resina Spurr,

procediéndose de la siguiente manera:

1° Etanol absoluto-resina (1:1), durante 2-3 horas a 4 °C.

2° Resina pura durante 12 horas a 4 °C.

Una vez infiltrados los segmentos en la resina se realizan bloques individuales
de las piezas que polimerizan a 70 °C durante 8 horas. Posteriormente se realizan cortes
semifinos (1-2 pm) con un microtomo modelo Ultracut E, Reichert, Jung. Estos cortes
se colocan en portas con poli-L-lisina y se tifien con azul de toluidina y fucsina basica al
0,05%, segin el método descrito por Abreu y col. (1993), para su observacién al

microscopio éptico (Olimpus microscope Vanox AHBT3).

3.11.2. Estudios de microscopia electrénica.

3.11.2.1. Composicion de los medios.

. Tampon cacodilato (0,1 mol/L)
Cacodilato s6dico/HCI (c.s.p. pH = 7.2-7,4).
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. Solucion fijadora.
Glutaraldehido.........ccoveveereeernenne. 2,5%.
Tampon cacodilato.

. Tampdn de lavado.

Tampén cacodilato.

. Solucion de postfijacion.

Tetroxido de osmio .........cccccceucuneenn. 1%
Tampén cacodilato..............ccouue.e..n. 0,1 mol/L.

. Soluciones para deshidratar.

ACEONA ...eerenrerrerrccenetiecneieeeeane 70%
Acetona 70% - Acetato de uranilo ... 1%

ACEtONA ..ottt 80%.
ACELONA ....coveveereeeneeereriseirneeecacnanns 90%.

o Composicion de la resina Spurr.
ERL-4206.....c.cocerueiereecairceresaecnennns 10,0 g.
DER-736 .....covveeeereeecenccnnaerrensneranns 6,0¢g
NSA. et et 26,0 g
DMAE ....ocioiiieeteterenenenrenseseesennens 0,4¢g

3.11.2.2. Procedimiento.

Para el estudio ultraestructural se obtienen segmentos de tejido mas pequefios
que para el estudio de microscopia éptica. Los segmentos se fijan en la solucion fijadora
durante 3 horas a temperatura ambiente, en movimiento con la ayuda de un agitador
orbital de tubos. Transcurrido este tiempo se lava en tamp6n de lavado y se realiza una

posfijacion durante 2 horas a temperatura ambiente. Las muestras son lavadas de
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nuevo y posteriormente se deshidratan con acetona de graduacion creciente,

procediéndose de la manera siguiente:

Acetona 70%0...uuneenceeeeeeeeeeeeeeeieeeeneaans 10 minutos.

Acetona 70%- acetato de uranilo 1%2 h.

Acetona 70%......ccoeereenrenesccrenennenns 5 minutos.

Acetona 80%.......coceervveecveerennennnne 10 minutos.
Acetona 90%......ccceeueevvirececneeennnea, 15 minutos.
Acetona 100%.......coccecvvvueceeceeeneennnn. 15 minutos.
Acetona 100%.....c.cocereeveeerernreeeeennen. 30 minutos.

Una vez realizada la deshidratacion, los segmentos se infitran en resina Spurr de

la misma forma que se explico en el apartado 3.11.1.2.

1. Acetona absoluta-resina (1:1) ....... 2-3 horas.

2. Resina pura........c.covcerivceccnerenneennn 12 horas a 4 °C.

Las muestras se colocan en moldes individuales que polimerizan a 70 °C durante
8 horas. Los cortes ultrafinos (40 nm) se recogen en rejilla de cobre y niquel y se tifien
con acetato de uranilo y citrato de plomo para su observaciéon al microscopio
electronico, modelo Philips 300 EM.

3.11.3. Inmunoloecalizacién del SGLT1 al microscopio 6ptico.

3.11.3.1. Composicion de los medios.

. Medio de desplastificacion.
NaOH (10 g) en etanol absoluto.
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Soluciones de hidratacion.

Etanol de graduacion decreciente.

Inhibicion de la actividad peroxidasa endégena.
H,0;, (comercial 33%)......ccccceveeuneene 0,3%.
Tampon fosfato salino (PBS)........... 0,1 mol/L.

Inhibicion de la agregacion de los anticuerpos (PBS-BSA).
Tampén fosfato salino (PBS)........... 0,1 mol/L.
Albumina de suero bovino (BSA).... 1%.

Soluciones de lavado

Solucién de diaminobenzidina.

Diaminobenzidina..........cc.cccccevurnn... 10 mg.
H,0; (comercial 33%)......ccccceceruune. 12 uL.
Tris/HC1 0,05 M c.s.p. pH = 7,66 .... 20 mL.

Soluciones para deshidratacion.

Agua destilada

25 71T ) S OO 80%
Etanol ........cocvvevviniincinicnincncnneneenes 90%
Etanol ......cccoveeeenccnerecnccicreee. 100%
Xilol

Solucién montante para histologia.

DPX Mountant for histology, Fluka n° cat. 44581.
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3.11.3.2. Procedimiento.

El proceso de fijacion, lavado, deshidratacion e infiltracién es el mismo que el
explicado para microscopia Optica (apartado 3.11.1.); posteriormente se da paso al
proceso de desplastificacion que se realiza siempre que la resina que se utiliza es de
naturaleza hidréfoba, como es €l caso de la resina Spurr, ya que los anticuerpos estan en
solucién acuosa y hay que facilitar su llegada al SGLT1 eliminando la resina y dejando
el tejido libre de la misma. Este proceso se lleva a cabo en el medio de desplastificacion
durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se lava con etanol absoluto durante 5

minutos, y continuamos hidratando con etanol de graduacion decreciente de la siguiente

forma:

Etanol 100%.......ccooevurcrvervrecrrennnnen. 3 minutos.
Etanol 80%.......ccccecerrvvvrvrruerercrecennnn. 3 minutos.
Etanol 50%.....cccceeivvereervncireernnnnee. 3 minutos
H,0 (destilada).............cccerveruvenne.... 3 minutos

Teniendo en cuenta que el segundo anticuerpo estd marcado con peroxidasa,
bloqueamos la actividad peroxidasa endégena del tejido con H;O; 0,3% en PBS 0,1
mol/L durante 30 minutos. Se lavan los portas con PBS 0,1 mol/L dos veces durante 5
minutos, se secan los bordes con papel de filiro y se dejan en cdmara himeda.
Posteriormente afiadimos al tejido BSA al 1% en PBS 0,1 mol/L con ayuda de una
pipeta Pasteur de cristal, de modo que cubra toda la zona donde se encuentra el tejido
durante 10 minutos. E1 BSA (albimina de suero bovino), impide la agregacién de los

anticuerpos en solucion y previene la union inespecifica de éstos a compuestos

celulares.

El siguiente paso es la incubacién con el primer anticuerpo (o anticuerpo
primario). Este anticuerpo estd4 obtenido a partir de un suero de conejo, al que
previamente se le inyecta un antigeno. En el caso que nos ocupa, el antigeno con el que

se induce la produccion del anticuerpo es una cadena peptidica constituida por los
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aminoéacidos 564-575 de la secuencia de aminoacidos deducida para el transportador
SGLT1 del intestino de conejo (Hediger y col., 1987). Se toma el primer anticuerpo,
anti-SGLT1, hacemos una dilucién 1:100 del mismo en (PBS-BSA), y se afiaden 30 pL
sobre el tejido incubandose en cadmara himeda durante 2 horas a temperatura ambiente.
Se continua lavando con PBS 0,1 mol/L dos veces durante 5 minutos, y con PBS-BSA

en camara himeda durante 10 minutos.

Al segundo anticuerpo marcado con peroxidasa, se le hace una dilucién 1:200
(esta dilucion es variable dependiendo del namero de lote y de la marca comercial) en
PBS-BSA, se afiaden 30 pL al porta que contiene el tejido y lo incubamos a temperatura
ambiente durante 2 horas. Lavamos posteriormente con PBS 0,1 mol/L. dos veces
durante 5 minutos y con Tris/HCl pH = 7,6. Paralelamente se realizan controles
omitiendo el primer anticuerpo. Se afiade la solucion de diaminobenzidina-H;O; y se
mantiene durante 30 minutos, en cdmara hiimeda y oscuridad, para evitar la oxidacion
de la diaminobenzidina. Transcurrido este procéso se lava con Tris/HCl pH = 7,6

durante 3 minutos y posteriormente se deshidrata de la siguiente manera:

Agua destilada........c.cccoveeereerecnennnn... 3 minutos.
Etanol 80%.......ccccceevreerrveevnnvenrenenee. 3 minutos.
Etanol 100%......ccccccceveevreereeeerenenen. 3 minutos.
Xilol ..o 3 minutos.

Finalmente se afiade al cubreobjeto unas gotas de solucién montante para
histologia (DPX), se tapan los portas con los cubres y se visualiza al microscopio 6ptico

tipo Olympus microscope (Vanox AHBT3).
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3.11.4. Inmunolocalizacién del SGLT1 al microscopio electrénico.

3.11.4.1. Composicién de los medios.

Solucién Fijadora.

Tampoén fosfato salino (PBS) pH = 7,4 0,1 mol/L.
Paraformaldehido............c.ccoueuuen...... 4%.
Glutaraldehido.......ccceevveecnirenerecnneens 0,25%.

Tampodn de lavado.
Tampén fosfato salino (PBS) pH = 7,4 0,1 mol/L.

Soluciones de deshidratacion.

Etanol de graduacion creciente.

Composicion de la resina LR White.

Resina LR White.

Etanol absoluto.

Inhibicién de la agregacion de anticuerpos (PBS-BSA).
Tampo6n fosfato salino (PBS)............ 0,1 mol/L.
Albimina de suero bobino (BSA).....1%.

3.11.4.2. Procedimiento.

Los segmentos de tejido usados se fijan con la solucién fijadora durante 3 horas

a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo lavamos con el tampén de lavado y

deshidratamos con etanol de la manera siguiente:
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Etanol 70%.......cccoeveeveeciinnnnencrcnnnes 10 minutos.
Etanol 80%.......c.coccvveeerccrvinnennnnnnuens 10 minutos.
Etanol 90%......ccccecevveeeencsinrennenennnnns 10 minutos.
Etanol 100%......ccoveecencenirienrneneerennens 15 minutos.
Etanol 100%.....c.ccevvreveeneencrurreenenenes 15 minutos.
Etanol 100%.......ccccceeveercrrcrvrnerecnnennes 15 minutos.

Tras este periodo infiltramos el tejido en resina LR White, resina hidréfila que

no necesita desplastificacion posterior, procediéndose de la siguiente manera:

Resina/Etanol Tiempo
VIV minutos
173 eereeeeecrnsre e essesaessesananens 30-60°
2/2 e sreeesssesee s esane e eneas 30-60°

K7 BRI ROR PP 30-60°
Resina pura..........ceeeervvreeerveeeseensconenas 30-60°.
Resina pura........oeeveeeeeecrncneenensesenanne 12 horas.
Resina pura.........ccccceeveeecerennnserennns 8 horas.

Una vez el tejido esta infiltrado en la resina se polimeriza en cépsulas de gelatina
a una temperatura de 50-55 °C durante 24 horas. Obtenido los bloques de resina se le
hacen cortes ultrafinos con un microtomo, colocandose estos cortes en rejillas de niquel
cubiertas. Las rejillas se lavan con PBS 0,1 mol/L durante 5-10 minutos y con PBS-
BSA durante 10-30 minutos. Posteriormente tomamos el primer anticuerpo anti-SGLT1,
lo diluimos 1:50 en PBS-BSA, e incubamos afiadiendo 30 pL del anticuerpo diluido
durante 2 horas en cdmara himeda. Lavamos después con PBS-BSA dos veces durante

10 y 30 minutos en camara himeda.

Tomamos el segundo anticuerpo, proteina-A marcada con oro, lo diluimos 1:10
en PBS-BSA y afiadimos 30 pL procediendo de la misma manera que con el primer

anticuerpo y dejandolo incubar durante 60 minutos en camara hiimeda. Paralelamente se
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realizan controles omitiendo el primer anticuerpo. Lavamos las rejillas con PBS-BSA y
agua destilada, dos veces y durante 10 minutos con cada una de las soluciones.
Finalmente se tifien las rejillas con acetato de uranilo, para ser examinadas y
fotografiadas usando un microscopio electrénico de transmision Philips 300 EM,

perteneciente al Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Sevilla.
3.12. ANALISIS ESTADISTICO.

El anélisis estadistico de los resultados, a la hora de comparar los dos grupos de
estudio analizados (ratas WKY y SHR), se ha efectuado mediante el test de la ¢ de
Student, considerando que ambos grupos no estdn relacionados o emparejados. Se han

considerado diferencias estadisticamente significativas para valores de P < 0,05.
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4.1. PESO Y PRESION ARTERIAL DE LOS ANIMALES.

Los animales se adquieren con la edad de 8 a 9 semanas, y hasta la realizacion
de los estudios, cuando alcanzan la edad adulta de 12-14 semanas, se les mide
semanalmente el peso y la presion arterial. En la figura 4.1. se muestra el desarrollo del
peso corporal durante el periodo de tiempo indicado. Se observa que €l peso corporal va
aumentando cada semana, no existiendo diferencias significativas entre las ratas WKY y
SHR. La diferencia de peso por animal y por semana se mantiene en un intervalo
aproximado de 10 a 20 gramos, variando desde un valor de 209 £+ 3 g en la 8 semana a
290 £ 6 g en la 14” semana en ratas normotensas, y desde 189 + 5 g en la 8° semana a

319 + 12 g en la 14® semana en ratas hipertensas.

En la figura 4.2. se muestran los valores de presion arterial. La presion diastélica
y sistolica aumenta en ambos grupos de animales hasta la 10-11* semana de edad,
estabilizandose a partir de este periodo. Las presiones diastdlica y sistolica se mantienen
significativamente mayores en las ratas SHR con respecto a las ratas WKY en todo el
periodo de tiempo comprendido desde su adquisicién hasta su sacrificio. A la edad de
12 semanas los valores de presion sistdlica son: 220 + 4 mm Hg frente a 165 + 2 mm
Hg para las ratas SHR y ratas WKY, respectivamente. Los valores de presion diastdlica
son: 172 + 4 mm Hg frente a 130 + mm Hg para las ratas SHR y ratas WKY,

respectivamente.

4.2. PUREZA DE LAS VESICULAS DE MEMBRANAS APICALES DE
YEYUNO E iLEON.

4.2.1. Concentracion de proteinas.
Las tablas 4.1. y 4.2. muestran para las ratas WKY y SHR las concentraciones

de proteinas en los homogeneizados de yeyuno e ileon y en las vesiculas de membranas

apicales obtenidas a partir de dichos homogeneizados.
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Figura 4.1. Peso corporal de las ratas WKY y SHR entre las 8 y 14 semanas

de edad. Los resultados se expresan como media * error estandar (n = 11-22 animales).
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Figura 4.2. Presién arterial de las ratas WKY y SHR entre las 8 y 14
semanas de edad. Los resultados se expresan como media * error estdndar (n = 11-12

animales).
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NIVELES DE PROTEINAS EN HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS
APICALES DE YEYUNO.

WKY SHR

Concentracion de proteina H
(mg/mL) 8,3+0,8(7) 8,8+0,7(13)

Concentraciéon proteina VMA

(mg/mL) 22,7+1,4(7) 20,8 +1,3 (13)
Recuperacién 2,4+0,1(7) 2,2+01(13)
(%)

Tabla 4.1. Niveles de proteinas en homogeneizado (H) y en vesiculas de
membranas apicales (VMA), procedentes de yeyuno de ratas WKY y SHR. Los
resultados se expresan como media * error estandar, y entre paréntesis se indica el

namero de aislamientos.
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NIVELES DE PROTEINAS EN HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS
APICALES DE iLEON.

WKY SHR

Concentracion proteinas H

(mg/mL) 7,6 £0,7 (7) 6,6 +0,5 (10)

Concentracion proteinas VMA

(mg/mL) 242+1,6 (7) 22,7+ 1,8 (10)
Recuperacién 2,6+02(7) 2,7+0,2 (10)
(%)

Tabla 4.2. Niveles de proteinas en homogeneizado (H) y en vesiculas de
membranas apicales (VMA), procedentes de fleon de ratas WKY y SHR. Los
resultados se expresan como media + error estindar, y entre paréntesis se indica el

numero de aislamientos.
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La concentracion de proteinas asi como la recuperacién de las mismas
(expresada como porcentaje de la cantidad total de proteinas presente en los
correspondientes homogeneizados) es muy similar en las VMA procedentes de ratas
normotensas e hipertensas, no existiendo diferencias significativas entre el yeyuno e

ileon.

4.2.2. Marcadores enzimaticos.

En las tablas 4.3. a 4.12. se muestran las concentraciones de proteinas y
actividades especificas de las enzimas sacarasa, fosfatasa alcalina, Na'-K" ATPasa,
fosfatasa 4cida y succinato deshidrogenasa, medidas en las membranas apicales y en los

homogeneizados de yeyuno e ileon de ratas SHR y WKY.

Tanto en las ratas WKY como en las ratas SHR, el método de aislamiento
utilizado permite la obtencion de vesiculas de membranas apicales de yeyuno e ileon
con un buen grado de pureza, puesto que el grado de recuperacion y enriquecimiento de
la enzima sacarasa, marcadora de estas membranas, son suficientemente elevados con
respecto a los homogeneizados de partida tanto en yeyuno como en ileon. Las VMA
provenientes del yeyuno presentan un enriquecimiento de la sacarasa de 14 a 16 veces y
una recuperacion aproximada de 25-32% tanto en las ratas normotensas como
hipertensas (tabla 4.3.), no observandose diferencias significativas entre ambos grupos
de animales. En el ileon, el enriquecimiento de la sacarasa es de 15-16 veces junto con
una recuperacion de 41-47% tanto en ratas normotensas como hipertensas (tabla 4.4.),
no observandose modificaciones significativas entre los grupos de animales. En cuanto
a la fosfatasa alcalina, otra enzima usada como marcadora de las membranas apicales,
los resultados muestran en el yeyuno e ileon, un enriquecimiento de 8-11 veces y una
recuperacion de un 22-34% (tablas 4.5.-4.6.), sin aparecer diferencias significativas
entre ambos grupos de ratas. Al comparar los valores obtenidos en la actividad de las
enzimas sacarasa y fosfatasa alcalina entre ratas WKY y SHR, observamos una
disminucion significativa en la actividad especifica de ambos enzimas en las ratas

hipertensas con respecto a las normotensas, tanto en yeyuno como en el ileon.
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Los resultados obtenidos para los marcadores enziméticos de membranas
basolaterales, lisosomales y mitocondriales (Na'-K" ATPasa, fosfatasa 4cida y succinato
deshidrogenasa, respectivamente) indican un bajo nivel de contaminacién con otras
membranas celulares en ambos grupos de animales y para los dos segmentos estudiados
(tablas 4.7.- 4.12.)
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA SACARASA EN
HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES DE YEYUNO.

WKY SHR
Actividad especifica H
(nmol glucosa/min‘mg proteina) 82+13(6) 49 £ 6**(6)
Actividad especifica VMA 1141 + 197 (6) 686 + 12*(6)
(nmol glucosa/min‘mg protefna)
Enriquecimiento
16 £2 (6) 1411 (6)
(n° veces)
Recuperacién ‘
(%) 25+3(6) 32+3(6)

Tabla 4.3. Actividad especifica de la enzima sacarasa en homogeneizado (H)
y en vesiculas de membranas apicales (VMA) procedentes de yeyuno de ratas
WKY y SHR. Las actividades especificas estan expresadas como nanomoles de glucosa
formados en cada minuto por miligramo de proteina. Los resultados estan expresados

como media + error estandar, y entre paréntesis el nimero de aislamientos. *P < 0,05,

**P < 0,01, comparadas con ratas WKY.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA SACARASA EN
HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES DE iLEON.

WKY SHR
Actividad especifica H
(nmol glucosa/min mg proteina) 20+2(6) 12 +2* (6)
Actividad especifica VMA 301 +23 (6) 192 + 26* (6)
(nmol glucosa/min-mg proteina)
Enriquecimiento
1512, (6) 16+2(6)
(n° veces)
Recuperacion
(%) 47 £ 9 (6) 41 +4 (6)

Tabla 4.4. Actividad especifica de la enzima sacarasa en homogeneizado (H)
y vesiculas de membranas apicales (VMA), procedentes de ileon de ratas WKY y

SHR. Las actividades especificas est4n expresadas como nanomoles de glucosa

formados en cada minuto por miligramo de proteina. Los resultados se expresan como

media * error estandar, y entre paréntesis se indica el numero de aislamientos. *P <

0,05, comparada con ratas WKY.



102  Resultados

ACTIVIDAD ESPECIiFICA DE LA ENZIMA FOSFATASA ALCALINA EN
HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES DE YEYUNO.

WKY SHR
Actividad especifica H
(umol pNP/min-mg proteina) 0,45 + 0,05 (6) 0,27 +0,03* (6)
Actividad especifica VMA 4,7+ 0,6 (6) 2410,1%* (6)
(umol pNP/min-mg proteina)
Enriquecimiento 1140,5 (6) 9.0+ 1,5 (6)
(n°veces)
Recuperacion
%) 24,0+ 0,3 (6) 22,3+0,3 (6)

Tabla 4.5. Actividad especifica de la enzima fosfatasa alcalina en
homogencizado (H) y en vesiculas de membranas apicales (VMA) procedentes de
yeyuno de ratas WKY y SHR. Las actividades especificas estdn expresadas como
micromoles de para-nitrofenol (pNP) formados en cada minuto por miligramo de
proteina. Los resultados estan expresados como media + error estdndar, y entre

paréntesis el nimero de aislamientos. *P < 0,05, **P < 0,01 comparada con ratas WKY.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA FOSFATASA ALCALINA EN
HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES DE iLEON.

WKY SHR
Actividad especifica H
(nmol pNP/min-mg proteina) 0,17+0,05 (6) 0,05 £0,01* (6) -
Actividad especifica YMA 1,4+ 0,12 (6) 0,38 + 0,03*** (6)
(pmol pNP/min-mg proteina)
Enriquecimiento 8,0 0,9 (6) 7.6+ 0,6 (6)
(n° veces)
Recuperaciéon
%) 34+5,7(6) 32+4,4(6)

Tabla 4.6. Actividad especifica de la enzima fosfatasa alcalina en

homogeneizado (H) y vesiculas de membranas apicales (VMA), procedentes de

fleon de ratas WKY y SHR. Las actividades especificas estin expresadas como

micromoles de para-nitrofenol (pNP) formados en cada minuto por miligramo de

proteina. Los resultados estan expresados como media + error estindar, y entre

paréntesis se indica el niimero de aislamientos. *P < 0,05, ***P < 0,001 comparadas

con ratas WKY.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA Na’-K* ATPasa EN
HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES DE YEYUNO.

WKY SHR
Actividad especifica H

(umol pNP/min-mg proteina) 4,2 +0,6 (6) 4,9+ 0,3 (6)
Actividad especifica VMA 142 +2,1 (6) 13,3 2,4 (6)

(pmol pNP/min-mg proteina)
Enriquecimiento 3,6 40,5 (6) 3,0£0,1 (6)

(n° veces)
Recuperacion

%) 2,8+0,2 (6) 2,9+0,3(6)

Tabla 4.7. Actividad especifica de la enzima Na'-K' ATPasa en
homogeneizado (H) y en vesiculas de membranas apicales (VMA), procedentes de
yeyuno de ratas WKY y SHR. Las actividades especificas estan expresadas como
micromoles de para-nitrofenol (pNP) formados en cada minuto por miligramo de

proteina. Los resultados estdn expresados como media * error estindar, y entre

paréntesis se indica el nimero de aislamientos.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA Na'-K* ATPasa EN
HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES DE ILEON.

WKY SHR
Actividad especifica H

(umol pNP/min'mg proteina) 2,0+0,2(6) 2,1 £0,2 (6)
Actividad especifica VMA 6,5+02 (6) 5,8 + 0’2 (6)

(umol pNP/min°mg proteina)
Enriquecimiento 27401 (6) 2,3 +0,6 (6)

(n°veces)
Recuperacion

(%) 2,8+0,2(6) 2,5+0,5(6)

Tabla 4.8. Actividad especifica de la enzima Na'-K' ATPasa en

homogeneizado (H) y en vesiculas de membranas apicales (VMA), procedentes de

fleon de ratas WKY y SHR. Las actividades especificas estdn expresadas como

micromoles de para-nitrofenol (pNP) formados en cada minuto por miligramo de

proteina. Los resultados estdn expresados como media + error estandar, y entre

paréntesis se indica el nimero de aislamientos.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA FOSFATASA ACIDA EN
HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES DE YEYUNO.

WKY SHR
Actividad especifica H
(nmol pNP/min-mg proteina) 43,0+ 12,1 (6) 42,5+3,8(6)
Actividad especifica VMA 57,8+ 9,1 (6) 45,5+ 14,2 (6)
(nmol pNP/min mg proteina)
Enriquecimiento
1,3+£0,2 (6) 1,1 0,1 (6)
(n° veces)
Recuperacién
(%) 1,2+ 0,2 (6) 1,4+ 0,1 (6)

Tabla 4.9. Actividad especifica de la enzima fosfatasa  .dcida en
homogeneizado (H) y en vesiculas de membranas apicales (VMA) procedentes de
yeyuno de ratas WKY y SHR. Las actividades especificas estan expresadas como
nanomoles de para-nitrofenol (pNP) formados en cada minuto por miligramo de
proteina. Los resultados estan expresados como media * error estindar, y entre

paréntesis se indica el numero de aislamientos.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA FOSFATASA ACIDA EN
HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES DE {LEON.

WKY SHR
Actividad especifica H

(nmol pNP/min-mg proteina) 27,8 +5,2(6) 24,4+ 1,1 (6)
Actividad especifica VMA 492 +13,7 (6) 28,9 + 5,0 (6)

(nmol pNP/min-mg proteina)

Enriquecimiento
1,7+£0,3 (6) 1,1+0,2(6)
(n° veces)
Recuperacién

(%) 1,0 £ 0,1 (6) 0,9 £ 0,02 (6)

Tabla 4.10. Actividad especifica de la enzima fosfatasa dcida en
homogeneizado y en vesiculas de membrana apicales (VMA) procedentes de ileon
de ratas WKY y SHR. Las actividades especificas estdn expresadas como nanomoles
de para-nitrofenol (pNP) formados en cada minuto por miligramo de proteina. Los
resultados estdn expresados como media + error estandar, y entre paréntesis se indica el

namero de aislamientos.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA SUCCINATO
DESHIDROGENASA EN HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES

DE YEYUNO.
WKY SHR
Actividad especifica H

(nmol fumarato/min-mg proteina) 5,1+0,7 (6) 6,2+ 0,8 (6)
Actividad especifica VMA 3,9£0,5 (6) 2,9+ 0,6 (6)

(nmol fumarato/min-mg proteina)

Enriquecimiento
0,8 £0,02 (6) 0,5 £ 0,01 (6)
(n° veces)
Recuperacion

(%) 0,6 £ 0,05 (6) 0,4+0,08 (6)

Tabla 4.11. Actividad especifica de la enzima succinato deshidrogenasa en
homogeneizado (H) y en vesiculas de membranas apicales (VMA), procedentes de
yeyuno de ratas WKY y SHR. Las actividades especificas se expresan en nanomoles
de fumarato formados en cada minuto por miligramo de proteina. Los resultados estan
expresados como media * error estandar, y entre paréntesis se indica el nimero de

aislamientos.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA SUCCINATO
DESHIDROGENASA EN HOMOGENEIZADO Y MEMBRANAS APICALES

DE fLEON.
WKY SHR
Actividad especifica H

(nmol fumarato/min-mg proteina) 2,2+0,1(6) 2,3+0,1(6)
Actividad especifica VMA 32+02 (6) 3,002 (6)

(nmol fumarato/min-mg proteina)

Enriquecimiento
1,6 £ 0,3 (6) 1,4 10,2 (6)
(n° veces)
Recuperacién

(%) 1,2 +£0,2 (6) 1,1 £0,3(6)

Tabla 4.12. Actividad especifica de la enzima Succinato deshidrogenasa en
homogeneizado (H) y en vesiculas de membranas apicales (VMA) procedentes de
ileon de ratas WKY y SHR. Las actividades especificas se expresan en nanomoles de
fumarato formados en cada minuto por miligramo de proteina. Los resultados se
expresan como media + error estandar, y entre paréntesis se indica el nimero de

aislamientos.
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43. TRANSPORTE DE MONOSACARIDOS EN VESICULAS DE
MEMBRANAS APICALES DE YEYUNO E ILEON.

4.3.1. Caracterizacién del transporte de D-glucosa.
4.3.1.1. Transporte a diferentes tiempos de incubacion.

Las figuras 4.3. y 4.4. muestran la entrada de D-glucosa (0,1 mmol/L) en VMA
de yeyuno e ileon, respectivamente, para ratas normotensas e hipertensas tras la
incubacién de las mismas durante los tiempos de 5, 15, 30 y 60 segundos, y 30 minutos.
La captacién de este monosacarido por las vesiculas en el yeyuno y en el ileon en
ambos grupos de animales es acumulativa en presencia de un gradiente de sodio,
obteniéndose a los 5 segundos la acumulacién méxima. La cantidad de substrato
acumulado, calculada como la relacion entre la acumulaciéon méxima y el punto de
equilibrio, es significativamente menor en las ratas hipertensas con respecto a las
normotensas tanto para el yeyuno como para el ileon. En el caso del yeyuno, la
acumulacion es de 11,1 + 0,6 veces para las ratas normotensas y de 6,5 + 0,5 veces para
las ratas hipertensas, y en el ileon es de 8,7 £ 0,6 veces en las ratas normotensas y de 3,9

+ 0,5 veces, para las ratas hipertensas, (tabla 4.13.).

En el yeyuno al igual que en el ileon esta acumulacion desaparece cuando se
realiza la captacion de este substrato en un medio libre de sodio (KSCN),
desapareciendo la acumulacion transitoria de substrato y alcanzandose el equilibrio a los
30 minutos. El flyjo de D-glucosa en presencia de sodio es significativamente mayor
para los tiempos de incubacion de 5 y 15 segundos en el yeyuno y 5, 15, 30 y 60
segundos en el ileon de ratas WKY con respecto a las SHR. En el punto de equilibrio
(30 minutos), tanto para el yeyuno como para el ileon, se observan valores de transporte
de glucosa similares para las ratas normotensas e hipertensas, no existiendo diferencias

en los transportes obtenidos en presencia y ausencia del i6n sodio.
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Figura 4.3. Transporte de D-glucosa a diferentes tiempos de incubacién en
vesiculas de membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas WKY y SHR. Los

resultados se expresan como media + error estindar (n = 6 aislamientos). *P < 0,05, **P

< 0,01, comparado con ratas WKY.
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Figura 4.4. Transporte de D-glucosa a diferentes tiempos de incubacién en
vesiculas de membranas apicales procedentes de ileon de ratas WKY y SHR. Los
resultados estdn expresados como media + error estandar (n = 5 aislamientos). *P <

0,05, **P < 0,01, comparado con ratas WKY.
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VELOCIDAD INICIAL Y ACUMULACION DE D-GLUCOSA PARA
YEYUNO E ILEON EN RATAS WKY Y SHR.

WKY SHR

YEYUNO
Velocidad inicial 110 + 6,8 (6) 64 £ 6,1** (6)
(pmol/mg proteina‘s)
Acumulaciéon 11,1 £ 0,6 (6) 6,5 + 0,5** (6)
(n° veces)
fLEON
Velocidad inicial

63 +£4.9(6) 29 + 3,7%* (6)
(pmol/mg proteina-s)
Acumulacién _
(n° veces) 8,7+0,6 (6) 3.9£0,5%* (6)

Tabla 4.13. Velocidades iniciales y acumulacién intravesicular de D-
glucosa en vesiculas de membranas apicales de yeyuno e ileon de ratas WKY y
SHR. Las velocidades iniciales se expresan en picomoles por miligramos de proteina
por segundo (pmol/mg proteina-s). Los resultados se expresan como la media + error
estandar, y entre paréntesis el nimero de experimentos realizados.** P< 0,01

comparado con ratas WKY.
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A partir de los valores del transporte de D-glucosa detectados en el equilibrio,
podemos calcular el volumen intravesicular siendo los valores en yeyuno para las ratas
WKY y SHR, respectivamente de 0,41 + 0,07 y 0,46 + 0,05 pL/mg proteina, y para el
ileon de 0,36 + 0,06 y 0,36 + 0,03 puL/mg proteina. Estos resultados indican que no
existen diferencias en el tamafio de las vesiculas de membranas apicales entre ambos

grupos de animales en los dos segmentos estudiados.

La velocidad inicial de entrada de la D-glucosa disminuye significativamente en
las ratas SHR con respecto a las WKY, tanto en el yeyuno como en el ileon,
observandose unos valores en el yeyuno de 110 + 6,8 pmol/mg proteina - s y 64 * 6,1
pmol/mg proteina - s para ratas WKY y SHR, respectivamente, y en el ileon de 63 + 4,9
pmol/mg proteina - s y 29 + 3,7 pmol/mg proteina - s para las ratas WKY y SHR,

respectivamente.

4.3.1.2. Especificidad de los transportadores frente a distintos substratos.

Las figuras 4.5. y 4.6. muestran para el yeyuno e ileon, respectivamente, de ratas
normotensas € hipertensas, la inhibicion ejercida por diferentes concentraciones de
florricina sobre el transporte de D-glucosa 0,1 mmol/L dependiente de sodio. El tiempo
de incubacion es de 5 segundos, tiempo en el que la entrada de aziicar es madxima, como
vimos en el apartado anterior. El transporte de D-glucosa dependiente de sodio, es
completamente inhibido a una concentracion de florricina igual a 100 pmol/L, tanto en
yeyuno como en el ileon de ratas normotensas e hipertensas. A su vez, la Clsg
(concentracion del inhibidor que reduce el transporte a la mitad) es similar en ambos

segmentos estudiados y para ambos grupos de animales, con un valor de 5 umol/L.

La inhibicion del transporte de D-glucosa por otros azicares, para un tiempo de
incubacion de 5 segundos, en el yeyuno y en el ileon de ratas WKY y SHR se muestran
en las figuras 4.7. y 4.8., respectivamente. La presencia de altas concentraciones de D-

galactosa (100 mmol/L), inhibe en gran medida la entrada de D-glucosa dependiente de
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Figura 4.5. Cis-inhibicién del transporte de D-glucosa dependiente de sodio,
a diferentes concentraciones de florricina, en vesiculas de membranas apicales
procedentes de yeyuno de ratas WKY y SHR. Los resultados estédn expresados como

media * error estandar (n = 4 aislamientos).
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Figura 4.6. Cis-inhibicién del transporte de D-glucosa dependiente de sodio,
a diferentes concentraciones de florricina, en vesiculas de membranas apicales
procedentes de ileon de ratas WKY y SHR. Los resultados estin expresados como

media * error estandar (n = 4 aislamientos).
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Figura 4.7. Cis-inhibiciéon del transporte de D-glucosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas WKY y SHR. Los substratos
ensayados como inhibidores han sido D-glucosa (D-glu), D-galactosa (D-gal) y
florricina (florri), a las concentraciones indicadas. Los resultados estdn expresados

como media * error estandar (n = 3 aislamientos).
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Figura 4.8. Cis-inhibicién del transporte de D-glucosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de ileon de ratas WKY y SHR. Los substratos
ensayados como inhibidores han sido D-glucosa (D-glu), D-galactosa (D-gal) y
florricina (florri), a las concentraciones indicadas. Los resultados estdn expresados

como media * error estdndar (n = 3 aislamientos).
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sodio, tanto en el yeyuno como en el ileon para ambos grupos de animales, con valores
para el yeyuno de 97 + 0,5% y 96 + 0,6% de inhibicion para las ratas WKY y SHR,
respectivamente y en el ileon de 97 + 0,5% y 96 £ 0,4% de inhibicién en ratas WKY y
SHR, respectivamente. La autoinhibicion (inhibicién mediante 100 mmol/L de D-
glucosa) y la inhibicién por florricina (0.25 mmol/L), dan lugar a una inhibicién total
del transporte en ratas WKY y SHR, asi como en los dos segmentos estudiados.

4.3.1.3. Constantes cinéticas del transporte de D-glucosa en yeyuno e ileon.

En las figuras 4.9.-4.12. se muestran las curvas de cinética obtenidas para el
transporte de D-glucosa, en condiciones de flujo inicial, en el yeyuno (figuras 4.9. y
4.10.) ¢ ileon (figuras 4.11. y 4.12.) de ratas WKY y SHR. En ambos casos, €l mejor
ajuste de las curvas de transporte total (en presencia de sodio) se obtiene considerando
un modelo de un sistema de transporte mediado més una componente de difusion

simple.

Los pardmetros cinéticos obtenidos (tabla 4.14.) muestran que las ratas
hipertensas tienen significativamente disminuida la capacidad de captacion de este
substrato a través de este sistema de transporte, en el yeyuno e ileon, ya que presentan
valores de velocidad maxima (Vmax) significativamente mas bajos que los de las ratas
normotensas. Por el contrario, la afinidad de los transportadores (Ky,) y la difusion de la
D-glucosa a través de la membrana (K4) no sufren modificaciones significativas entre

los dos grupos experimentales y para ninguno de los dos segmentos estudiados.
4.3.2. Caracterizaciéon del transporte de D-galactosa en yeyuno e ileon.
4.3.2.1. Transporte en funcion del tiempo.
Los tiempos de incubacién empleados para observar la captacion de D-galactosa

en vesiculas de yeyuno e ileon han sido de 5, 15 y 60 segundos, y 30 minutos. Las

figuras 4.13. y 4.14. muestran el transporte en funcién del tiempo del substrato D-
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Figura 4.9. Curvas de cinética del transporte de D-glucosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas WKY. La concentracién de D-
glucosa empleada ha sido de 0,01-100 mmol/L, en un medio de incubacién 100 mmol/L
NaSCN. Las curvas se han representado a partir de las ecuaciones definidas por los
valores medios de las constantes cinéticas, calculadas mediante ajuste por regresion no
lineal de las curvas obtenidas en cada experimento por separado. Los resultados estan

expresados como media * error estandar (n = 4 experimentos).



Resultados 121

2000 -
) im :
2 1500 - -
\E P PP PPN L L LT L DL L bk
3
g
=,
-11]
% 1000
- ) G L R TR Difusién
=
= total
&
g 500 - total-difusién

0 T T T T
0 20 40 60 80 100

Glucosa (mM)

Figura 4.10. Curvas de cinética del transporte de D-glucosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes del yeyuno de ratas SHR. La concentracion de D-
glucosa empleada ha sido de 0,01-100 mmol/L, en un medio de incubacién 100 mmol/L
NaSCN. Las curvas se han representado a partir de las ecuaciones definidas por los
valores medios de las constantes cinéticas, calculadas mediante ajuste por regresion no
lineal de las curvas obtenidas en cada experimento por separado. Los resultados estan

expresados como media * error estandar (n = 4 experimentos).
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Figura 4.11. Curvas de cinética del transporte de D-glucosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de ileon de ratas WKY, La concentracién de D-
glucosa empleada ha sido de 0,01-100 mmol/L, en un medio de incubacién 100 mmol/L
NaSCN. Las curvas se han representado a partir de las ecuaciones definidas por los
valores medios de las constantes cinéticas, calculadas mediante ajuste por regresioén no
lineal de las curvas obtenidas en cada experimento por separado. Los resultados estin

expresados como media + error estandar (n = 4 experimentos
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Figura 4.12. Curvas de cinética del transporte de D-glucosa en vesiculas
de membranas apicales procedentes de fleon de ratas SHR. La concentracién de
D-glucosa empleada ha sido de 0,01-100 mmol/L, en un medio de incubacién 100
mmol/L NaSCN. Las curvas se han representado a partir de las ecuaciones definidas
por los valores medios de las constantes cinéticas, calculadas mediante ajuste por
regresién no lineal de las curvas obtenidas en cada experimento por separado. Los

resultados estdn expresados como media t error estandar (n = 4 experimentos).
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PARAMETROS CINETICOS DEL TRANSPORTE DE D-GLUCOSA EN

YEYUNO E iLEON.
WKY SHR

YEYUNO
V max (pmol/mg proteina-s) 455+ 12 (5) 220 + 10* (5)
Ko (mmol/L) 0,14 + 0,02 (5) 0,12+ 0,01 (5)
Ky (nL/mg protefna-s) 14,9+ 0,3 (5) 13,9 0,9 (5)
ILEON
Vmax (pmol/mg proteina-s) 200 + 25 (5) 80 + 10* (5)
Kum (mmol/L) 0,15+ 0,01 (5) 0,14 £ 0,02 (5)

K4 (nL/mg proteina-s)

11,6 £0,2 (5)

12,2 £ 0,1 (5)

Tabla 4.14. Constantes cinéticas del transporte de D-glucosa en vesiculas de
membranas apicales aisladas de yeyuno e ileon de ratas WKY Y SHR. Las
constantes han sido calculadas por regresion no lineal, a partir de las curvas cinéticas
representadas en las figuras 4.9.-4.12.. Los valores de velocidad maxima (Vipax) se
expresan en picomoles de D-glucosa captados por las vesiculas por cada miligramo de
proteina y segundo; la constante de afinidad del sistema de transporte implicado (K;,) en
milimoles/L. y la constante de difusion (K4q) en nanolitros por cada miligramo de
proteina y segundo. Los resultados estan expresados como media * error estdndar, y
entre paréntesis se indica el nimero de curvas ajustadas. Las diferencias
estadisticamente significativa entre los dos grupos de animales se indican mediante

asteriscos: *P < 0,05 comparado con ratas WKY.
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Figura 4.13. Transporte de D-galactosa a diferentes tiempos de incubacién
en vesiculas de membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas WKY y SHR.

Los resultados se expresan como media + error estandar (n = 6 aislamientos). *P < 0,05,

comparado con ratas WKY.
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Figura 4.14. Transporte de D-galactosa a diferentes tiempos de incubacion
en vesiculas de membranas apicales procedentes de ileon de ratas WKY y SHR.
Los resultados se expresan como media + error estandar (n = 5 aislamientos). *P < 0,05,

**P < 0,01, comparado con ratas WKY.
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galactosa procedentes de yeyuno e ileon, respectivamente, para los dos grupos
experimentales. El transporte de D-galactosa (0,1 mmol/L), al igual que el de D-
glucosa, es acumulativo en presencia de un gradiente de sodio. El maximo de
acumulacion se obtiene a los 5 segundos, tanto en yeyuno como en ileon, mientras que
el equilibrio se alcanza a los 30 minutos. Esta acumulacién es significativamente menor
en las ratas SHR con respecto a las WKY, tanto en el yeyuno (2,2 £ 0,2 veces y 3.9 +
0,2 veces para SHR y WKY, respectivamente) como para el ileon (2.2 + 0.5 veces y 4.6
+ 0.9 veces para SHR y WKY, respectivamente (Tabla 4.15).

La sustitucion de un gradiente de NaSCN por un gradiente de KSCN, provoca la
desaparicion transitoria de la acumulacion de este substrato, alcanzandose la condicién
de equilibrio a los 30 minutos. En este punto, se observan valores similares en los dos
grupos de animales, tanto para el yeyuno como para el ileon, no existiendo diferencias
en los valores de transporte obtenidos en presencia de NaSCN y KSCN. El flujo de D-
galactosa obtenida en presencia de sodio es significativamente mayor para los tiempos
de incubacion 5 y 15 segundos en el yeyuno y 5, 15 y 60 segundos en el ileon de ratas
WKY con respecto a las ratas SHR.

En las ratas normotensas el flujo inicial de transporte de D-galactosa es de 44 +
6,6 pmol/mg proteinas, para el yeyuno y 34 = 6 pmol/mg proteina‘s para el ileon,
mientras que en las ratas hipertensas este flujo es significativamente menor (25 + 2,8
pmol/mg proteina's y 16 + 1,5 pmol/mg proteinas, para el yeyuno ¢ ileon,

respectivamente (Tabla 4.15.).

4.3.2.2. Constantes cinéticas del transporte de D-galactosa.

El estudio de los flujos de D-galactosa a tiempos de 5 segundos, a distintas
concentraciones de este substrato, se muestran en las figuras 4.15. y 4.16. para el
yeyuno y en las figuras 4.17. y 4.18. para el caso del ileon. Igual que en el caso de la D-

glucosa, consideramos el mejor ajuste de las curvas cinéticas analizadas obteniendo
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VELOCIDAD INICIAL Y ACUMULACION DE D-GALACTOSA PARA
YEYUNO E ILEON DE RATAS WKY Y SHR.

WKY SHR

YEYUNO
Velocidad inicial 44,0+ 6,6 (6) 25,0 £ 2,8* (6)
(pmol/mg proteina-s)
Acumulacién 3,9£02(6) 2,2+ 02%* (6)
(n° veces)
ILEON
Velocidad inicial

34,0 + 6,0 (6) 16,0 + 1,5** (6)
(pmol/mg proteina-s)
Acumulacién
(n°veces) 4,6 £0,9(6) 2,2 +0,5*%* (6)

Tabla 4.15. Velocidades iniciales y acumulacién de D-galactosa en vesiculas
de membranas apicales de yeyuno e ileon de ratas WKY y SHR. Las velocidades
iniciales se expresan en picomoles por miligramos de proteina por segundo (pmol/mg
proteina-s). Los resultados se expresan como media * error estindar, y entre paréntesis

el nimero de experimentos realizados.* P < 0,05, **P < 0.01, comparados con las ratas
WKY.



Resultados 129

2000 - %
« 1800 4|1
1600 B
1400 tectns et

1200 -

)

pmol galactosa / mg proteina

1000 1 JEURIa [ERN difusion
800 wotal
600 - total-difusién
400 -
200 -
0 , , . x ,
0 20 40 60 80 100

Galactosa (mM)

Figura 4.15. Curvas de cinética del transporte de D-galactosa en vesiculas
de membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas WKY. La concentracion de
D-galactosa empleada ha sido de 0,01-100 mmol/L, en un medio de incubacién 100
mmol/L NaSCN. Las curvas se han representado a partir de las ecuaciones definidas por
los valores medios de las constantes cinéticas, calculadas mediante ajuste por regresion
no lineal de las curvas obtenidas en cada experimento por separado. Los resultados

estan expresados como media + error estandar (n = 4 experimentos).
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Figura 4.16. Curvas de cinética del transporte de D-galactosa en vesiculas
de membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas SHR. La concentracion de
D-galactosa empleada ha sido de 0,01-100 mmol/L, en un medio de incubacién 100
mmol/L NaSCN. Las curvas se han representado a partir de las ecuaciones definidas por
los valores medios de las constantes cinéticas, calculadas mediante ajuste por regresion
no lineal de las curvas obtenidas en cada experimento por separado. Los resultados

estan expresados como media + error estandar (n = 4 experimentos).
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Figura 4.17. Curvas de cinética del transporte de D-galactosa en vesiculas
de membranas apicales procedentes de ileon de ratas WKY. La concentracién de D-
galactosa empleada ha sido de 0,01-100 mmol/L, en un medio de incubacién 100
mmol/L NaSCN. Las curvas se han representado a partir de las ecuaciones definidas por
los valores medios de las constantes cinéticas, calculadas mediante ajuste por regresion
no lineal de las curvas obtenidas en cada experimento por separado. Los resultados

estan expresados como media + error estandar (n = 4 experimentos).
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Figura 4.18. Curvas de cinética del transporte de D-galactosa en vesiculas
de membranas apicales procedentes de ileon de ratas SHR. La concentracién de D-
galactosa empleada ha sido de 0,01-100 mmol/L, en un medio de incubacién 100
mmol/L. NaSCN. Las curvas se han representado a partir de las ecuaciones definidas por
los valores medios de las constantes cinéticas, calculadas mediante ajuste por regresion
no lineal de las curvas obtenidas en cada experimento por separado. Los resultados

estan expresados como media * error estdndar (n = 4 experimentos).
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PARAMETROS CINETICOS DEL TRANSPORTE DE D-GALACTOSA

EN YEYUNO E fLEON.
WKY SHR

YEYUNO
Vmax (pmol/mg proteina-s) 385 + 44 (5) 190 + 4* (5)
K (mM) 1,13 £ 0,02 (5) 0,93 + 0,03 (5)
Kg (nL/mg proteina-s) 13,9+ 0,4 (5) 9,7+0,2 (5)
fLEON
V max (pmol/mg proteina-s) 233 425 ) 85 + 2*(5)

Ku (mM)

K4 (nL/mg proteina-s)

1,24 0,13 (5)

8,0 £0,3 (5)

1,04 £ 0,03 (5)

9,0+ 0,1 (5)

Tabla 4.16. Constantes cinéticas del transporte de D-galactosa en vesiculas

de membranas apicales aisladas de yeyuno e ileon de ratas WKY y SHR. Las

constantes han sido calculadas por regresion no lineal, a partir de las curvas cinéticas

representadas en las figuras 4.15.-4.18.. Los valores de velocidad maxima (Viax) se

expresan en picomoles D-galactosa por cada miligramo de proteina y segundo; la

constante de afinidad del sistema implicado (K;) en milimoles/L. y la constante de

difusion (Kg), en nanolitros por cada miligramo de proteina y segundo. Los resultados

estan expresados como media + error estindar, y entre paréntesis se indica el nimero de

curvas ajustadas. Las diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de

animales se indican mediante asteriscos: *P < 0,05 comparado con ratas WKY.
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como resultado un sistema de transporte mediado mas un componente no saturable
(difusion simple). Los pardmetros cinéticos obtenidos se muestran en la tabla 4.16. y
nos indican que la capacidad de captacion de este monosacarido se encuentra
disminuida en las ratas hipertensas con respecto a las normotensas, tanto en el yeyuno
como en el ileon. La afinidad de este sistema en el yeyuno de ratas normotensas no se
modifica con respecto a las ratas hipertensas, ocurriendo lo mismo en el ileon, en el que
los valores de Ky, no difieren significativamente entre los dos grupos de animales. Por lo
que respecta a la constante de difusion, Ky, en el yeyuno presenta un valor ligeramente
superior, aunque no significativo, en ratas normotensas con respecto a las hipertensas,

no mostrandose ninguna diferencia en el ileon entre ambos grupos experimentales.

4.3.3. Caracterizacion del transporte de D-fructosa.

4.3.3.1. Transporte en funcion del tiempo.

El transporte de D-fructosa en vesiculas de membranas apicales para ratas WKY
y SHR se muestra en las figuras 4.19. y 4.20. para el yeyuno e ileon, respectivamente.
Los tiempos de incubacién empleados son de 15 segundos, 1, 10 y 30 minutos. A
diferencia del transporte de D-glucosa y D-galactosa, la captacién de D-fructosa no
presenta un maximo a corto tiempo de incubacion, sino que aumenta progresivamente
hasta alcanzar el equilibrio, a los 30 minutos, donde los valores de transporte son

similares entre ambos grupos de animales, tanto para el yeyuno como para el ileon.

La captacién de este monosacirido es significativamente mas baja en las
vesiculas de yeyuno procedentes de ratas hipertensas para los tiempos de 15 segundos, 1
y 10 minutos de incubacion, y a partir de este momento los valores tienden a igualarse
entre los dos grupos, hasta alcanzar el equilibrio. En el caso del ileon la disminucion en

el transporte de D-fructosa es significativa a los 15 segundos y 1 minuto.
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Figura 4.19. Transporte de D-fructosa a diferentes tiempos de incubacién
en vesiculas de membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas WKY y SHR.
Los resultados estan expresados como media + error estindar (n = 5 aislamientos).

*P<0,05 comparadas con ratas WKY.
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Figura 4.20. Transporte de D-fructosa a diferentes tiempos de incubacién
en vesiculas de membranas apicales procedentes de ileon de ratas WKY y SHR.
Los resultados estan expresados como media * error estandar (n = 6 aislamientos).

*P <0,05 comparadas con ratas WKY.
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4.3.3.2. Especificidad de substrato para el transportador de la D-fructosa

La especificidad del transportador de la D-fructosa para las ratas WKY y SHR se
muestra en las figuras 4.21. y 4.22. para el caso del yeyuno e ileon, respectivamente.
Como puede observarse la presencia de altas concentraciones de D-glucosa y D-
galactosa (10 y 100 mmol/L), de citocalasina B (0,05 mmol/L) y de florricina (0,25
mmol/L), no ejercen ningin efecto inhibidor sobre el flujo inicial de D-fructosa (1
mmol/L) en los dos grupos experimentales de animales y para los dos segmentos
estudiados. La inhibicion de este transporte sélo se obtiene mediante la autoinhibicion,
empleando el propio substrato como inhibidor a altas concentraciones (D-fructosa 100 y
300 mmol/L), en ratas WKY y SHR tanto en el yeyuno (figura 4.21.) como en el ileon
(figura 4.22.).

4.3.3.3. Constantes cinéticas del transporte de D-fructosa.

Las figuras 4.23.-4.26. muestran la captacion de D-fructosa, en condiciones de
flujo inicial, frente a la concentracién de substrato, realizadas en ratas normotensas e
hipertensas, tanto en yeyuno (figuras 4.23. y 4.24.) como en ileon (figuras 4.25. y
4.26.). En este caso el mejor ajuste de las curvas se obtiene al aplicar un Uinico’sistema
de transporte mediado mas un componente difusional no saturable. En la tabla 4.17. se
reflejan los pardmetros cinéticos calculados por regresiéon no lineal de las curvas, en
yeyuno e ileon. La capacidad del sistema GLUT5 para transportar D-fructosa es
significativamente mas baja en las ratas hipertensas que en las normotensas. Por el
contrario, la afinidad hacia la fructosa no se modifica por la hipertensién asi como
tampoco se observan diferencias significativas en cuanto a los valores de K4 obtenidos

entre uno y otro grupo de animales ni en yeyuno ni en fleon.
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Figura 4.21. Cis-inhibicion del transporte de D-fructosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas WKY y SHR. Los substratos
ensayados como inhibidores han sido D-glucosa (D-glu), D-galactosa (D-gal),
citocalasina B (cito), florricina (florri), y D-fructosa (D-fru), a las concentraciones
indicadas. Los resultados estdn expresados como media + error estindar (n = 3

aislamientos).
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Figura 4.22. Cis-inhibicién del transporte de D-fructosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de ileon de ratas WKY y SHR. Los substratos
ensayados como inhibidores han sido D-glucosa (D-glu), D-galactosa (D-gal),
citocalasina B (cito), florricina (florri), y D-fructosa (D-fru), a las concentraciones
indicadas. Los resultados estan expresados como media + error estandar (n = 3

aislamientos).
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Figura 4.23. Curvas de cinética del transporte de D-fructosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas WKY. La concentracion de D-
fructosa empleada ha sido de 0,1-300 mmol/L. Las curvas se han representado a partir
de las ecuaciones definidas por los valores medios de las constantes cinéticas,
calculadas mediante ajuste por regresiéon no lineal de las curvas obtenidas en cada
experimento por separado. Los resultados estén expresados como media * error estandar

(n = 4 experimentos)
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Figura 4.24. Curvas de cinética del transporte de D-fructosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas SHR. La concentracién de D-
fructosa empleada ha sido de 0,1-300 mmol/L. Las curvas se han representado a partir
de las ecuaciones definidas por los valores medios de las constantes cinéticas,
calculadas mediante ajuste por regresién no lineal de las curvas obtenidas en cada
experimento por separado. Los resultados estin expresados como media + error estandar

(n = 4 experimentos)
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Figura 4.25. Curvas de cinética del transporte de D-fructosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de ileon de ratas WKY. La concentraciéon de D-
fructosa empleada ha sido de 0,1-300 mmol/L. Las curvas se han representado a partir
de las ecuaciones definidas por los valores medios de las constantes cinéticas,
calculadas mediante ajuste por regresiéon no lineal de las curvas obtenidas en cada
experimento por separado. Los resultados estan expresados como media + error estandar

(n = 4 experimentos)
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Figura 4.26. Curvas de cihética del transporte de D-fructosa en vesiculas de
membranas apicales procedentes de ileon de ratas SHR. La concentracion de D-
fructosa empleada ha sido de 0,1-300 mmol/L.. Las curvas se han representado a partir
de las ecuaciones definidas por los valores medios de las constantes cinéticas,
calculadas mediante ajuste por regresion no lineal de las curvas obtenidas en cada

experimento por separado. Los resultados estin expresados como media * error estandar

(n = 4 experimentos)
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PARAMETROS CINETICOS DEL TRANSPORTE DE D-FRUCTOSA EN

YEYUNO E iLEON.
WKY SHR

YEYUNO
Vnax (pmol/mg proteina-s) 240 + 20 (4) 120 + 15 (4)*
K (mmoV/L) 15+2(4) 13+2(4)
Ky (nL/mg proteina-s) 20+34) 17+3 (4)
fLEON
Vmax (pmol/mg proteina-s) 196 + 12 (4) 92 + 10 (4)*
Ko (mmol/L) 11+3(4) 8+3(4)
Ky (nL/mg proteina-s) 17+24) 1614

Tabla 4.17. Constantes cinéticas del transporte de D-fructosa en vesiculas
de membranas apicales aisladas de yeyuno e ileon de ratas WKY Y SHR. Las
constantes han sido calculadas por regresién no lineal, a partir de las curvas cinéticas
representadas en las figuras 4.23.-4.26. Los valores de velocidad méaxima (Vimax) se
expresan en picomoles de D-fructosa captados por las vesiculas por cada miligramo de
proteina y segundo; la constante de afinidad del sistema de transporte implicado (Ky) en
milimoles/L y la constante de difusién de D-fructosa a través de la membrana apical
(Kq), en nanolitros por cada miligramo de proteina y segundo. Los resultados estan
expresados como media * error estdndar, y entre paréntesis se indica el nimero de
curvas ajustadas. Las diferencias estadisticamente significativa entre los dos grupos de

animales se indican mediante asteriscos: *P < 0,05 comparado con ratas WKY.
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44. EFECTO DE LA OSMOLARIDAD EXTRAVESICULAR SOBRE EL
TRANSPORTE DE MONOSACARIDOS.

Las figuras 4.27.-4.32. muestran la captaciéon de D-glucosa, D-galactosa y D-
fructosa, en vesiculas de yeyuno (figuras 4.27.-4.29.) ¢ ileon (figuras 4.30.-4.32.) de
ratas WKY, medida a diferentes osmolaridades extravesiculares. Tanto en el yeyuno
como en el ileon, las pendientes positivas de las rectas de regresion calculadas indican
que la capacidad de captacion de los distintos monosacaridos por las vesiculas varian en
funcién de la osmolaridad externa y del volumen de las mismas, verificAndose asi que

estos azcares son transportados hacia el interior de las vesiculas.

Al extrapolar las rectas de regresion hasta el eje de ordenadas se obtienen puntos
de corte, ordenadas en el origen de estas rectas, cuyos valores representan la cantidad de
substrato que queda unida a la membrana de las vesiculas cuando el transporte ha
alcanzado el equilibrio, ya que en condiciones de osmolaridad infinita el volumen
vesicular es nulo. Los valores obtenidos, expresados en pmol/mg proteina - 30 minutos,
son en el yeyuno de ratas WKY 1.2 + 0.1; 1.8 + 0.2 y 1.2 £ 0.12, para la D-glucosa, D-
galactosa y D-fructosa, respectivamente; y en el caso del ileon 3.2 £0.2; 1.1+ 0.2y 4.8
+ 0.4 para la D-glucosa, D-galactosa y D-fructosa, respectivamente.

4.5. ESTUDIOS DE FLUIDEZ DE MEMBRANA.

El estudio de la fluidez de las membranas apicales obtenidas de yeyuno e ileon
de ratas normotensas e hipertensas, ha sido determinada por medio de la inclusién de
DPH en las mismas. En la tabla 4.18. se muestran los valores de la polarizacion de
fluorescencia (Pppy) y de la anisotropia de fluorescencia (1) en el estado estacionario,
originados por el movimiento de las moléculas de DPH ancladas en las membranas.
Como puede observarse, no existen modificaciones significativas en ambos pardmetros
entre las ratas WKY y SHR, tanto para el yeyuno como para el ileon, valores que nos
indican una similitud en la microviscosidad de las membranas apicales entre las ratas

normotensas € hipertensas en ambos segmentos sometidos a estudio.
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Figura 4.27. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre el transporte de
D-glucosa en vesiculas de membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas
WKY. Los resultados se expresan como media + error estandar (n = 3 aislamientos). La

ecuacion de la recta, representada mediante una linea discontinua se ha calculado por

regresion lineal.
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Figura 4.28. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre el transporte de
D-galactosa en vesiculas de membranas apicales procedentes de yeyuno de ratas
WKY. Los resultados se expresan como media t error estandar (n = 3 aislamientos). La
ecuacion de la recta, representada mediante una linea discontinua se ha calculado por

regresion lineal.
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Figura 4.29. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre el transporte de
D-fructosa en vesiculas de membranas apicales de yeyuno de ratas WKY. Los
resultados estdan expresados como media + error estindar (n = 3 aislamientos). La
ecuacion de la recta, representada mediante una linea discontinua, se ha calculado por

regresion lineal.
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Figura 4.30. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre el transporte de
D-glucosa en vesiculas de membranas apicales procedentes de fleon de ratas WKY.
Los resultados estan expresados como media + error estandar (n = 3 aislamientos). La
ecuacion de la recta representada mediante una linea discontinua se ha calculado por

regresion lineal.
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Figura 4.31. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre el transporte de
D-galactosa en vesiculas de membranas apicales procedentes de ileon de ratas
WKY. Los resultados se expresan como media * error estandar (n = 3 aislamientos). La

ecuacion de la recta representada mediante una linea discontinua se ha calculado por

regresion lineal.
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Figura 4.32. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre el transporte de
D-fructosa en vesiculas de membranas apicales procedentes de ileon de ratas
WKY. Los resultados se expresan como media + error estandar (n = 3 aislamientos).

La ecuacién de la recta representada mediante una linea discontinua se ha calculado por

regresion lineal.
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POLARIZACION Y ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA EN MEMBRENAS

APICALES PROCEDENTES DE YEYUNO E fLEON.

Poru Ty
YEYUNO
WKY 0,36 + 0,008 (8) 0,27 £ 0,007 (8)
SHR 0,37 £ 0,007 (8) 0,28 + 0,007 (8)
ILEON
WKY 0,36 0,009 (9) 0,27 + 0,007 (9)
SHR 0,38 £ 0,007 (9) 0,29 + 0,006 (9)

Tabla 4.18. Polarizacion de fluorescencia (Pppy) y anisotropia de
fluorescencia (r;) en el estado estacionario, en membranas apicales procedentes de
yeyuno e ileon de ratas WKY y SHR. Los valores se han obtenido mediante incursién
de trans-1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) en las membranas, siendo las longitudes de
onda de excitacion y emision 365 y 430 nm, respectivamente. Los resultados estdn
expresados como media £ error estidndar, indicdndose entre paréntesis el numero de

muestras analizadas. No existen diferencias estadisticamente significativas para estos

pardmetros entre yeyuno e ileon, ni para ambos grupos de animales.
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4.6. ESTUDIO MICROSCOPICO.

4.6.1. Anilisis estructural.

En las figuras 4.33. y 4.34. se muestran secciones semifinas procedentes de
yeyuno (figura 4.33.) e ileon (figura 4.34.) de ratas normotensas e hipertensas. En las
ratas normotensas, las vellosidades intestinales presentan su forma digitiforme
caracteristica, regularmente repartidas a lo largo de todo el epitelio, tanto en el yeyuno
(figura 4.33.a) como en el ileon (figura 4.34.a). Por el contrario, las ratas hipertensas
presentan alteraciones en la morfologia de las vellosidades intestinales. Para el caso del
yeyuno, una gran variedad de formas aparecen en las vellosidades y pueden observarse
vellosidades indentadas, globulares, con deformaciones en las puntas y aparentemente
unidas por su base (figura 4.33.b). En el ileon, la modificacién morfolégica se
manifiesta por un aparente incremento en la anchura de toda la vellosidad, adquiriendo

la punta forma de meseta (figura 4.34.b).

4.6.2. Anilisis ultraestructural.

El estudio ultraestructural muestra que los enterocitos de las ratas normotensas
mantienen la integridad de las microvellosidades tanto en el yeyuno (figuras 4.35.a)
como en el ileon (figura 4.36.a). Por el contrario, los enterocitos de las ratas hipertensas,
tanto del yeyuno (figura 4.35.b) como del ileon (figura 4.36.b), presentan zonas con
pérdidas de microvellosidades. No se observan modificaciones en el area lateral asi
como en las uniones intercelulares de los enterocitos en las ratas hipertensas en los dos

segmentos estudiados (fig. 4.35.b. y 4.36.b).
4.6.3. Estudio inmunohistoquimico.
Secciones semifinas, similares a las empleadas en el estudio estructural del

intestino, fueron utilizadas para la inmunolocalizacién de la proteina SGLT1 en el

yeyuno (figura 4.33.) e ileon (figura 4.34.) de ratas WKY y SHR. El marcaje
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correspondiente a la localizacién de la proteina SGLT1 aparece de forma continuada a
lo largo de toda la superficie de la vellosidad del yeyuno (figura 4.33.c, 4.33.d) e ileon
(figura 4.34.c, y 4.34.d), estando ausente en las criptas. Aparentemente, no se aprecian
diferencias significativas en la intensidad y localizaciéon del marcaje entre ambos grupos
de animales ni entre los dos segmentos de intestino estudiados. Las incubaciones en
ausencia del primer anticuerpo suprimié el marcaje de la proteina en estudio tanto en el

yeyuno (figura 4.33.e) como en el ileon (figura 4.34. e).

4.3.4. Estudios de inmunocitoquimica.

El estudio inmunocitoquimico de la proteina SGLT1 se muestra en las figuras
4.35.c-e para el yeyuno y 4.36.c-e para el ileon. En la ratas normotensas aparece el
marcaje de la proteina, por tanto existencia del cotransportador, en las
microvellosidades de los enterocitos correspondientes al yeyuno (figura 4.35.c) e ileon
(figura 4.36.c). Por el contrario, en las ratas hipertensas no se observa la presencia de la
proteina SGLT1 en aquellas zonas de los enterocitos con pérdidas de microvellosidades,
tanto en el yeyuno (figura 4.35.d) como en el ileon (figura 4.36.d). Sin embargo, en
aquellas zonas adyacentes donde existen microvellosidades, se mantiene el marcaje y
por tanto la presencia de la proteina SGLT1, en ambos segmentos intestinales. Estudios
realizados en ausencia del anticuerpo anti-SGLT1 suprimio6 el marcaje de la proteina en

estudio (figura 4.35.e y 4.36.¢, para el yeyuno e ileon, respectivamente).
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Figura 4.33. Estructura e inmunolocalizacién al microscopio optico del
epitelio de yeyuno de ratas WKY y SHR. La micrografia (a) expone la estructura de
las vellosidades pertenecientes al epitelio de yeyuno de rata WKY, la micrografia (b),
muestra la perteneciente al epitelio de ratas SHR. En las micrografias (¢) y (d) se
muestra la inmunolocalizacion de la proteina SGLT1 a lo largo del epitelio de yeyuno
de rata WKY (c¢) y SHR (d). Las flechas ( —) indican la superficie apical donde se
registra el marcaje de la proteina y el indicador @) las zonas de la cripta donde no existe
marcaje. La micrografia (e), pertenece al control realizado en ausencia del primer
anticuerpo para las ratas WKY. V = vellosidad. Barrade escala:ayb=50 um, c,d, ye
=20 pm.
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| Figura 4.34. Estructura e inmunolocalizacién de la proteina SGLT1 a
microscopia éptica, del epitelio de ileon de ratas WKY y SHR. La micrografia (a)
expone la estructura de las vellosidades pertenecientes al epitelio de ratas WKY y la
micrografia (b) muestra la parteneciente a ratas SHR. En las micrografias (¢) y (d) se
muestra la inmunolocalizacion de la proteina SGLT1 a lo largo del epitelio de ileon de
ratas WKY (¢) y SHR (d). Las flechas ( —¥»), indican la superficie apical donde se
registra el marcaje de la proteina y el indicador (.»>) las zonas de la cripta donde no
existe marcaje. La micrografia (e), pertenece al control realizado en ausencia del primer

anticuerpo para las ratas WKY. V = vellosidad. Barra de escala: ayb=50 um, c,d,y e
=20 pm.
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| Figura 4.35. Ultraestructura y localizacién inmunocitoquimica de la
proteina SGLT1 en enterocitos de yeyuno procedentes de ratas WKY y SHR. Las
micrografias (a) y (b), muestran las microvellosidades de enterocito de yeyuno de ratas
WKY (a) y SHR (b). La flecha (— ) indica la zona apical con una microvellosidad
normal en el epitelio de yeyuno de ratas WKY (a). Las dobles flechas (-_-t ) indican la
zona apicél con una pérdida parcial de microvellosidad en el epitelio de yeyuno de ratas
SHR (b). Barra de escala = 0,5 pm.

En las micrografias (¢) y (d) se muestra la inmunolocalizacién de la proteina
SGLT1 al microscopio electronico por el método de marcaje con particulas de oro, en
ratas WKY (¢) y SHR (d). Las flechas indican la presencia de particulas de oro
localizadas sobre las microvellosidades. El indicador ( » ) muestra la escasa densidad
de particulas de oro que aparece sobre la superficie apical de los enterocitos de yeyuno
procedentes de ratas SHR (d). Barra de escala = 0,5 um.

El control inmunocitoquimico de la membrana apical de enterocitos de yeyuno
procedentes de ratas WKY se muestra en la micrografia (e), mostrando la ausencia de
particulas sobre el epitelio cuando la muestra se trat6 sélo con el segundo anticuerpo.

Barra de escala = 0,5 um.
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Figura 4.36. Ultraestructura y localizacion inmunocitoquimica de la
proteina SGLT1 en enterocitos de ileon procedentes de ratas WKY y SHR. Las
micrografias (a) y (b), muestran las microvellosidades de enterocito de ileon de ratas
WKY (a) y SHR (b). La flecha (—» ) indica la zona apical con una microvellosidad
normal en el epitelio de ileon de ratas WKY (a). Las dobles flechas (= ) indican la
zona apical con una pérdida parcial de microvellosidad en el epitelio de ileon de ratas
SHR (b). Barra de escala = 0,5 um.

En las micrografias (¢) y (d) se muestra la inmunolocalizacién de la proteina
SGLT1 al microscopio electrénico por el método de marcaje con particulas de oro, en
ratas WKY (c¢) y SHR (d). Las flechas indican 1a gran densidad de pa;’ticulas de oro
localizadas a lo largo de toda la membrana apical de los enterocitos. El indicador ( »)
muestra la baja densidad de particulas de oro que aparece sobre la superficie apical de
los enterocitos de ileon procedentes de ratas SHR (d). Barra de escala = 0,5 pum.

El control inmunocitoquimico de la membrana apical de enterocitos de ileon
procedentes de ratas WKY se muestra en la micrografia (e), mostrando la ausencia de

particulas sobre el epitelio. Barra de escala = 0,5 pm.
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5.1. AISLAMIENTO DE VESICULAS DE MEMBRANAS APICALES:
PUREZA Y DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

El transporte de aziicares en la membrana apical de los enterocitos del yeyuno e
ileon se ha estudiado empleando vesiculas de membranas apicales (VMA) aisladas de
ratas normotensas WKY e hipertensas SHR. Las ratas SHR constituyen un modelo
genético experimental de hipertension esencial, muy usado en los estudios sobre el
conocimiento de los mecanismos moleculares que subyacen en esta patologia (Devynck
y col., 1982; Driieke y col., 1990;'Rosskopf y col., 1995). Para su control normotensa se
usan las ratas WKY. Ambos grupos de ratas se usan paralelamente para llevar a cabo

esta memoria.

Las vesiculas preparadas a partir de ambos grupos de ratas y segmentos
intestinales, son apropiadas para la realizacién de estudios comparativos puesto que
constituyen preparaciones de una gran pureza. Esta purificacién se pone de manifiesto
con el enriquecimiento de la enzima marcadora de las membranas apicales, sacarasa, de
14 a 16 veces tanto en ratas normotensas como hipertensas, y en ambos segmentos
intestinales (tablas 4.3. y 4.4.). Ademds, existe en las vesiculas una escasa
contaminacién con membranas basolaterales, lisosomales y mitocondriales, como asi lo
muestra la baja recuperaci6n de la enzima Na'-K" ATPasa, fosfatasa acida y succinato
deshidrogenasa, respectivamente, para ambos grupos experimentales y segmentos
intestinales estudiados (tablas 4.7.- 4.12.). Por otro lado, las vesiculas muestran valores
similares de volumen vesicular medio y la recuperacion del contenido total de proteihas
presente en los homogeneizados de yeyuno e ileon de partida, es también semejante en
los dos grupos en estudio (tablas 4.1. y 4.2.). El hecho de que las VMA no presenten
diferencias en su tamafio permite poder realizar estudios comparativos en su capacidad
de transporte.

La determinacion de las actividades especificas de las enzimas sacarasa y
fosfatasa alcalina indican una mayor actividad en el yeyuno que en el ileon tanto para

ratas normotensas como hipertensas. Estos resultados coinciden con estudios previos
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realizados en ratas (Raul y col., 1988; Takase y col., 1990), pollos (Planas y col., 1997
Garriga y col., 1999), cerdos (Puchal y Buddington, 1992) y corderos (Le Huerou y col.,
1992), en los cuales se observa una menor actividad de estos enzimas en la region distal

del intestino delgado con respecto a la proximal.

Cuando comparamos la actividad de las enzimas analizadas entre las ratas
normotensas ¢ hipertensas comprobamos una disminucion significativa en la actividad
enzimética de la sacarasa y de la fosfatasa alcalina en el yeyuno e ileon de ratas
hipertensas con respecto a las normotensas. Esta reduccién es aproximadamente de 1,7
veces, tanto para el yeyuno como para el ileon, para el caso de la sacarasa (tablas 4.3. y
4.4.). Sin embargo, la disminucion de la actividad de la fosfatasa alcalina es dos veces
mayor en el ileon que en el yeyuno de las ratas hipertensas (tablas 4.5. y 4.6.). El resto
de las enzimas ensayadas, Na'-K™ ATPasa, fosfatasa 4cida y succinato deshidrogenasa
no presentan modificaciones en su actividad entre ambos grupos experimentales de

ratas, en ninguno de los dos segmentos intestinales estudiados.

Estos resultados no concuerdan con estudios previos en los que se encontré que
la actividad de la sacarasa no se modificaba en la membrana del borde en cepillo aislada
del duodeno de ratas SHR (Hennessen y col., 1990; Hennessen y col., 1993). Por el
contrario, una disminucién de 1,3 veces en la actividad especifica de la fosfatasa
alcalina se observo en las membranas apicales aisladas del duodeno de ratas SHR al
comparar con las ratas WKY (Gilles-Baillien y col., 1986; Driicke y col., 1990). En
cambio, la fosfatasa alcalina no se modifica al analizar las membranas apicales aisladas
del rifién de ratas SHR (Blakeborough y col., 1990; Hennessen y col., 1993; Mate y
col., 2000).

Todos estos resultados parecen indicar que el comportamiento de las diferentes
enzimas intestinales ante esta patologia depende del enzima analizado, del tejido y

dentro del mismo de la region sometida a estudio.
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5.2. TRANSPORTE DE MONOSACARIDOS EN LA MEMBRANA APICAL
DEL YEYUNO E iLEON DE RATAS SHR

5.2.1. Transporte acoplado al sodio: sistema SGLT1

Nuestros resultados indican que el transporte de D-glucosa acoplado al sodio se
encuentra disminuido en las VMA procedentes de ratas SHR con respecto a las WKY,
tanto en el yeyuno (figura 4.3.) como en el ileon (figura 4.4.). La velocidad inicial de
transporte y la relacion de acumulacién de la D-glucosa son 1,7 veces menor en el
yeyuno de las ratas hipertensas que en el yeyuno de las normotensas. En el ileon de las
SHR, esta disminucion pasa a ser aproximadamente de 2,2 veces con respecto a las ratas
WKY normotensas (tabla 4.13.).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Morduchowicz y col. (1989)
y, mas recientemente, por Mate y col., (2000). Estos autores observaron una
disminucion en el transporte de D-glucosa dependiente de sodio en VMA obtenidas de
riibn de ratas SHR. Por el contrario, Parenti y col. (1986) no encontraron
modificaciones de dicho transporte en VMA procedentes de la corteza renal de un
modelo de rata hipertensa alternativo a las SHR, las ratas Milan hypertensive strain

(MHS).

El estudio de los flujos iniciales de la entrada de la D-glucosa a concentraciones
crecientes de la misma se presentan en las figuras 4.9. y 4.10. para el yeyuno de ratas
WKY y SHR, respectivamente, y en las figuras 4.11. y 4.12. para el ileon de ratas WKY
y SHR, respectivamente. En todos los casos estudiados, la consideraciéon de un modelo
con un unico sistema de transporte mediado es la que ha conducido al mejor ajuste de
las curvas cinéticas obtenidas a partir de los flujos iniciales totales. Esta observacion
contradice al estudio realizado por Freeman y Quamme (1986) en VMA de intestino
delgado de ratas, los cuales sugirieron la presencia de dos transportadores para la D-
glucosa en el yeyuno y en el ileon, uno de menor capacidad y mayor afinidad (SGLT1)
y otro de mayor capacidad y menor afinidad (SGLT2). Sin embargo, en las VMA
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aisladas del yeyuno e ileon de ratas normotensas e hipertensas, el andlisis cinético del
transporte de la D-glucosa, substrato que puede usar los sistemas de transporte SGLT1 y
SGLT2 (Oulianova y Berteloot, 1996), indica que los flujos iniciales se ajustan a un
sélo sistema de transporte que presenta baja capacidad y alta afinidad para dicho
substrato.

El andlisis de las constantes cinéticas de este sistema de transporte pone de
manifiesto que, la disminucién encontrada en el transporte de D-glucosa en el yeyuno e
ileon de ratas SHR obedece a una menor capacidad de este sistema para transportar la
D-glucosa, ya que la velocidad maxima de transporte se ve reducida en un 52% en el
yeyuno y en un 60% en el ileon al compararla con la obtenida en las ratas WKY (tabla
4.14.). Sin embargo, la afinidad del sistema de transporte para la D-glucosa no se
modifica entre ratas normotensas e hipertensas ni en el yeyuno ni en el ileon, puesto que

los valores de K, son similares en los dos grupos de animales.

Otros autores han observado modificaciones en la capacidad del transporte
intestinal de la D-glucosa ante otras situaciones tales como la diabetes (Debnam y col.,
1990; Fedorak y col., 1991); malnutricién (Butzner y col., 1990); desarrollo (Ghishan y
Wilson, 1985; Vazquez y col., 1997); tratamiento con hormonas (Cheeseman, 1997);
exposicion a bajas temperaturas (Thomas y col., 1996) y dietas (Brasitus y col., 1989;
Ferraris y Diamond, 1989; Miyamoto y col., 1993).

Los resultados cinéticos indican una mayor Ve para la D-glucosa en el yeyuno
que en el ileon, tanto en ratas normotensas como en hipertensas, coincidiendo con
trabajos previamente realizados en ratas (Freeman y Quamme, 1986), cerdos (Puchal y
Buddington, 1992) y pollos (Planas y col., 1997; Garriga y col., 1999). Ademas, se
confirma que hay un solo sistema de transporte mediado con valores de K, que oscilan
entre 0,12 y 0,15 mM, concordantes con los obtenidos en VMA de intestino de rata
(Cheeseman, 1997), pescado (Maffia y col., 1996) y conejo (Butzner y col., 1990)

utilizando como substrato la D-glucosa, siendo entre 4-10 veces menor que el observado
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en VMA de pollos (resultados no publicados) y en intestino de cerdos (Puchal y
Buddington, 1992).

Los estudios de inhibicion del transporte de D-glucosa dependiente de sodio
ponen de manifiesto que la presencia de altas concentraciones de D-galactosa (100 mM
frente a 0,1 mM de D-glucosa) provoca entre un 96-97% de inhibicion sobre el
transporte de la D-glucosa tanto en el yeyuno (figura 4.7.) como en el ileon (figura 4.8.),
lo que indica que la D-galactosa es un substrato especifico para el sistema de transporte
presente en el intestino de rata, siendo compatible con el sistema de transporte descrito
como SGLT1 (Hirayama y col., 1996). El transporte de la D-glucosa llega a inhibirse
totalmente con su autoinhibicién y con la presencia de florricina (figuras 4.7. y 4.8.).
Ademés, el estudio de la inhibicién del transporte de la D-glucosa en presencia de la
florricina indica que su Clso (concentracion de florricina que reduce a la mitad el
transporte de la D-glucosa) se sitta alrededor de 5 uM, tanto para el yeyuno (figura 4.5.)
como para el ileon (figura 4.6.) y para ambos grupos de ratas, valores que estdn de
acuerdos con los obtenidos previamente (Ikeda y col., 1989; Birnir y col., 1990; Lin y
col., 1998).

Al estudiar el transporte de la D-galactosa dependiente del sodio se observa
igualmente una disminucion en la velocidad inicial y en la relacién de acumulacion en
ratas hipertensas con respecto a las normotensas (tabla 4.15.), disminucién atin mayor
para el ileon (2,1 veces) que para el yeyuno (1,8 veces), similar a lo que ocurre en el
transporte de la D-glucosa. El andlisis de las constantes cinéticas (figuras 4.15.-4.18.;
tabla 4.16.) indica que, los flujos iniciales totales presentan un mejor ajuste a un solo
modelo saturable y que la Vy,, disminuye en las ratas hipertensas con respecto a las
normotensas, sin observar cambios en las constantes de afinidad (Kp), tanto en el
yeyuno como en el ileon. Las reducciones en las Vg son de nuevo mayores para el
ileon (un 64%) que para el yeyuno (un 51%), reducciones muy parecidas a las
observadas para el transporte de la D-glucosa. De nuevo, los estudios de cinética
confirman que existe un s6lo sistema de transporte para la D-galactosa tanto en el

yeyuno como en el ileon, en ratas normotensas e hipertensas, con una K, que oscila
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entre 0,9-1,2 mM, equivalentente a 8-10 veces mayor que la observada para la D-
glucosa y compatible con el SGLT1 previamente descrito por otros autores (Hirayama y
col., 1996).

Los estudios cinéticos realizados en las ratas normotensas para el yeyuno e ileon
concuerdan con los encontrados por otros laboratorios, siendo la capacidad de
transportar la D-galactosa mayor en el yeyuno que en el ileon (Puchal y Buddington,
1992), y con valores de K, cercanos a los observados en intestino delgado de ratas
(Vinardell y Bolufer, 1983; Carreras y col., 1988), cerdos (Puchal y Buddington, 1992)
y humanos (Bieberdorf'y col., 1975).

Si se comparan los parametros cinéticos calculados para el transporte de ambos
azucares (tabla 4.14. y 4.16.) se observa que la D-glucosa y la D-galactosa comparten el
mismo sistema de transporte de forma competitiva, con valores de Vyax aproximados y
presentando para la D-glucosa una afinidad 8-10 veces superior que para la D-galactosa.
Estos resultados refuerzan los obtenidos en el estudio de inhibicion descrito
anteriormente y reproducen, las caracteristicas del sistema de transporte de azicares
acoplado al sodio SGLTI, indicando que esta proteina es la vinica responsable del

transporte intestinal de estos aztcares.

La disminucién en la capacidad intestinal observada en el yeyuno e ileon de
ratas hipertensas, podria deberse a la existencia de un menor nimero de moléculas
SGLT]1 transportadoras en la membrana apical de ambos segmentos intestinales, como
lo demuestra el hecho de la existencia de una menor V., aunque este hecho también
puede indicar una disminucién en la translocacién (turnover) de dichas moléculas
SGLT1. La determinacién de la unién especifica de la florricina a los transportadores,
medidas en las condiciones apropiadas, refleja indirectamente la cantidad relativa de
moléculas transportadoras que se localizan en una determinada muestra. En nuestro
caso, el estudio de la unién especifica de florricina a las VMA aisladas del intestino
delgado de ratas no fue posible técnicamente. Sin embargo, en rifibn hemos podido

comprobar que la disminucidn en la capacidad renal del transporte de la D-glucosa y D-
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galactosa observada en ratas hipertensas estaba directamente relacionada con una
reduccién en la unién especifica a la florricina (Mate y col., 2000). Por otro lado,
estudios previos realizados por nuestro grupo utilizando la técnica de Western blot
demuestran una disminucién en la abundancia de la proteina SGLT1 en las VMA
procedentes del yeyuno e ileon de ratas hipertensas, que confirma la existencia de un

menor numero de transportadores.

Otra posible explicacion a la disminucion observada en el transporte intestinal de
la D-glucosa y D-galactosa podria ser un cambio en los mecanismos de transporte del
16n sodio que alteraria su gradiente electroquimico y por tanto, la actividad del
cotransportador SGLT1, ya que estos azilicares son transportados dependientes del i6n
sodio. Estudios previos han observados modificaciones en la permeabilidad al sodio en
la hipertension arterial, usando diferentes tejidos y tanto en pacientes hipertensos como
en modelos experimentales animales (Parenti y col., 1986; Heckmann y col., 1989;
Yokomatsu y col., 1992; Mate y col, 2000). Concretamente en el intestino, Lubcke y
Barbezat (1988) observaron un aumento en la permeabilidad al sodio en el ileon de ratas
SHR con respecto a las ratas WKY, no existiendo cambios evidentes en el yeyuno entre
ambos grupos de animales. Ademias de la entrada pasiva del Na', uno de los sistemas
mas alterados en la hipertension arterial que provoca un aumento del sodio intracelular
es el intercambiador Na'-H" (Hoffmann y col., 1995; Kelly y col., 1997). En nuestro
laboratorio demostramos un aumento en la actividad del intercambiador Na'™-H" en el
ileon de ratas SHR con respecto a las WKY (Véazquez y col., 1997a), que podria
también explicar la disminucién del gradiente del Na™ en las ratas hipertensas y

consecuentemente la reduccion en la actividad SGLTI1.

También hay que tener en cuenta la accién de la bomba Na'-K* ATPasa, cuya
actividad queda alterada en esta patologia segtin algunos autores (Pickar y col., 1994;
Sweadner y col., 1994). Sin embargo, coincidiendo con otros trabajos realizados en
VMA procedentes del duodeno de ratas SHR (Hennessen y col., 1990), nosotros no
encontramos modificaciones en la actividad de esta enzima ni en el yeyuno ni en el

ileon de ratas hipertensas con respecto a las normotensas.
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5.2.2. Transporte independiente de sodio: sistema GLUTS.

El transporte mediado de D-fructosa en las membranas apicales tiene lugar a
través de la proteina GLUTS. En la membrana apical del enterocito, el sistema GLUT5
permite la absorcién de fructosa procedente de la dieta tanto en humanos (Davidson y
col., 1992) como en conejos (Miyamoto y col., 1994), cobayas (Mavrias y Mayer,
1973), hamsters (Honegger y Semenza, 1973) y en ratas (Crouzoulon y Korieh, 1991;
Rand y col., 1993). Ademas, se ha detectado su presencia en otras células como los
espermatozoides (Burant y col.,, 1992), rifién, adipocitos (Thorens, 1996), barrera
hematoencefalica (Mantych y col., 1993), misculo esquelético (Hundal y col., 1998) y
eritrocitos humanos (Concha II y col., 1997). A lo largo del intestino delgado, la
distribucién del GLUTS5 no es la misma, expresandose mayoritariamente en el intestino
proximal més que en el distal (Rand y col., 1993; Miyamoto y col., 1994; Thorens,
1996).

En este trabajo estudiamos el transporte de D-fructosa en VMA de yeyuno e
ileon de ratas WKY y SHR. Al realizar el transporte de 1 mM de D-fructosa, en funcién
del tiempo de incubacién en las VMA procedentes de yeyuno (figura 4.19.) e ileon
(figura 4.20.), se obtienen unos valores de transporte inferiores en las ratas hipertensas
con respecto a las normotensas para 15 segundos, 1 y 10 minuto en el yeyuno y 15
segundos y 1 minuto en el ileon, momento a partir del cual los valores comienzan a

igualarse hasta alcanzar el equilibrio, tanto en el yeyuno como en el fleon.

Para determinar la especificidad del transportador GLUTS sobre la D-fructosa y
excluir la via de entrada de este monosacarido a través del sistema SGLT1, se han
realizado experimentos en VMA de yeyuno (figura 4.21.) e ileon (figura 4.22.) tanto en
ratas WKY como SHR, en los que en el medio de incubacion ademés del substrato en
estudio, se han incluido otros substratos como la D-glucosa, D-galactosa, florricina y
citocalasina B. Como era de esperar, la presencia de D-glucosa, D-galactosa y florricina
no causan ningun efecto inhibidor sobre el transporte de D-fructosa ni en el yeyuno ni

en el ileon de ambos grupos de animales, demostrandose que esos substratos no utilizan
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el GLUTS como via de entrada al interior vesicular. La citocalasina B, que inhibe la
difusion facilitada de azticares a través de otros miembros de la familia GLUT (Burant y
Bell, 1992), no tiene efectos sobre el transporte de D-fructosa por parte del GLUTS en
yeyuno e ileon de ratas normotensas e hipertensas. Estos resultados concuerdan con
estudios previos de inhibicibn en VMA de conejo (Miyamoto y col., 1994) y ratas
(Rand y col., 1993) y en oocitos inyectando el ARNm del GLUTS humano (Burant y
col., 1992). Este hecho refuerza los resultados obtenidos con los estudios enzimaticos en
cuanto a la pureza de las preparaciones de membranas apicales, puesto que de existir
contaminacion con membranas basolaterales, estaria presente el transportador GLUT2,
sistema que transporta D-fructosa de manera inhibible por citocalasina B (Garriga y
col., 1997).

Al igual que ocurre con el transporte de D-glucosa y D-galactosa, las VMA de
yeyuno e ileon procedentes de ratas SHR tienen menor capacidad de transportar D-
fructosa que las obtenidas a partir de ratas WKY. Los flujos iniciales totales de la D-
fructosa se ajustan a un modelo de un sélo sistema de transporte mediado. El célculo de
las constantes cinéticas indica una reduccién de aproximadamente un 50% para la Vpax
del transporte de D-fructosa en las ratas hipertensas, sugiriendo la presencia de una
menor densidad de moléculas transportadoras, tanto para yeyuno como para el ileon. La
constante de afinidad, por el contrario no experimenta variaciones entre los dos grupos

de estudio, en yeyuno e ileon.

Los resultados de cinética obtenidos tanto para ratas normotensas como
hipertensas, indican una mayor Vs para el yeyuno que para el ileon, confirmando
estudios previos en cuanto a la distribucién de la proteina GLUTS a lo largo del
intestino delgado (Rand y col., 1993; Miyamoto y col., 1994), oscilando los valores de
Ky entre 8-15 mM, de acuerdo con los valores recogidos en la bibliografia para el
transporte de D-fructosa en VMA de intestino de conejo (Schultz y Strecker, 1970), y
hamster (Honegger y Semenza, 1973), en células ovéricas de hamster chino (CHO)
(Inukai y col., 1995), oocitos de Xenopus (Burant y col., 1992; Rand y col., 1993;
Miyamoto y col., 1994; Kane y col., 1997), vesiculas de sarcolema (Hundal y col.,
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1998) y eritrocitos (Concha II y col., 1997). Sin embargo, Crouzoulon y Korieh (1991)
encontraron en VMA de intestino de rata una afinidad menor para la fructosa con una
Kn de 110 mM.

Modificaciones en la expresion del GLUTS5 se han observado durante el
desarrollo (Davidson y col., 1992; Miyamoto y col., 1992; Castello y col., 1995); en la
diabetes (Burant y col., 1994; Corpe y col., 1996); tras la exposicion a fructosa (Inukai y
col., 1993; Miyamoto y col., 1993; Shu y col., 1997) asi como a glucosa (Matosin-
Matekalo y col., 1999).

Concluyendo, en la presente memoria se demuestra que todos los procesos de
transporte mediado de azficares que tienen lugar en la membrana apical de yeyuno e
ileon se encuentran alterados en las ratas hipertensas, no s6lo aquellos cuya funcién
depende de la existencia de un gradiente i6nico, sino también los procesos
independientes de éste. No estd claro, sin embargo, si estas alteraciones en el transporte
de azhcares pueden contribuir de algiin modo en la instauracion de la hipertension, o
mas bien son una consecuencia de ésta, dada la existencia de otras alteraciones de la

membrana celular provocadas por esta enfermedad.

5.2.3. Transporte por difusién simple

El transporte mediado de D-glucosa, D-galactosa y D-fructosa a través de los
correspondientes sistemas de transporte localizados en la membrana apical de yeyuno e
ileon se encuentra alterado en las ratas hipertensas. Sin embargo, la captacion de estos
tres monosacaridos por difusion simple hacia el interior vesicular no pone de manifiesto
modificaciones entre las ratas WKY y SHR en ninguno de los dos segmentos
intestinales estudiados. Cuando se analiza al transporte de D-glucosa y D-galactosa, la
difusién simple en las vesiculas se puede estudiar directamente, por medio de la
supresion del gradiente de sodio necesario para que tenga lugar el transporte mediado.
Asi, al estudiar el transporte de estos azicares en funcion del tiempo, se obtienen

graficas superpuestas para los dos grupos de animales y para los dos segmentos
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intestinales en estudio, en presencia de un gradiente de KSCN. Igual resultado se
obtiene cuando se estudia el transporte en funcién de la concentracién de substrato
empleando esta misma sal de potasio tanto en yeyuno como en el ileon. En el caso del
transporte de D-fructosa, la contribucion de la difusién simple en las VMA es, en la
préctica, dificil de medir directamente, al no ser imprescindible la presencia de un
gradiente i6nico para que tenga lugar el transporte mediado. En cualquier caso, los
experimentos cinéticos ponen de manifiesto valores muy similares para la constante de
difusién (K4) en las ratas normotensas e hipertensas y en los dos segmentos intestinales

estudiados, siendo ligeramente superiores en el caso de la D-fructosa. -

Sin embargo, existe una clara diferencia en lo que se refiere a la contribucién de
la difusion simple respecto del transporte total. Asi, en el transporte intestinal de la D-
glucosa y D-galactosa, la difusion simple en el yeyuno es unicamente superior al
transporte mediado a partir de una concentraciéon de substrato de aproximadamente 30
mM en ratas WKY y SHR y en el ileon de 10-15 mM, igualmente para ambos grupos de
animales. A una concentracién de substrato igual a 0,1 mM, y en condiciones de
velocidad inicial, el transporte mediado supone aproximadamente el 99% del total de
transporte en las VMA estudiadas. Sin embargo, para el transporte de D-fructosa, la
baja afinidad y capacidad del sistema GLUTS5 hace que la difusion sea, en todas las
concentraciones estudiadas, superior al transporte mediado. Para una concentracion de
D-fructosa igual a 0,1 mM, aproximadamente de un 35 a un 40% del transporte total
corresponde al transporte mediado por el GLUTS, correspondiendo el resto a la entrada

por difusion simple.

5.3. ESTUDIOS ESTRUCTURALES

Las ratas hipertensas utilizadas en este estudio presentan importantes
alteraciones en el transporte de azicares a través de la membrana apical de los
enterocitos del yeyuno e ileon, comparéndolas con el correspondiente grupo control de
ratas normotensas. Para completar este estudio y explicar en parte las alteraciones

producidas en el transporte de monosacaridos, se ha llevado a cabo un andlisis de la



184  Discusion

estructura y ultraestructura de los epitelios del yeyuno e ileon en las ratas WKY y SHR,
bajo microscopia optica y electrénica, con el objeto de poder relacionar, si asi fuese,

cambios funcionales con cambios estructurales.

Nouestros resultados demuestran que las ratas hipertensas presentan alteraciones
en la estructura del intestino delgado, apareciendo diferencias morfoldgicas en el
epitelio tanto del yeyuno como del ileon de ratas SHR respecto a las WKY. Mediante
microscopia Optica puede observarse la diferente morfologia que adquiere la vellosidad
del yeyuno de ratas SHR (figura 4.33.b.), cuando son comparadas con las vellosidades
de aspecto digitiformes que presentan las ratas WKY (figura 4.33.a.). En el caso del
ileon, las vellosidades intestinales de las ratas hipertensas presentan un aparente
ensanchamiento y fusion con la vellosidad adyacente (figura 4.34.b). Por el contrario, el
ileon de ratas normotensas no presenta alteraciones en sus vellosidades (figura 4.34.a).
El estudio ultraestructural del epitelio intestinal muestra pérdidas parciales de
microvellosidad en los enterocitos de ratas hipertensas, con imagenes similares en el
yeyuno (figura 4.35.b) y en el ileon (figura 4.36.b). Sin embargo, los cortes procedentes
de ratas WKY presentan una regularidad en la forma y disposicion de ‘las
microvellosidades en los enterocitos del yeyuno (figura 4.35.a) y del ileon (figura
4.36.a).

Driicke y col., (1990) igualmente observaron zonas con pérdidas de
microvellosidad en los enterocitos del duodeno de ratas SHR, mientras que las
microvellosidades de los enterocitos de las ratas WKY se mantenian intactas. Ademas,
estos autores encontraron modificaciones en las membranas basolaterales de las células
del epitelio duodenal, con un ensanchamiento de los espacios intercelulares, alteraciones
ambas no observadas por nosotros ni en el yeyuno ni en el ileon de ratas SHR. Estos
autores relacionaron estos cambios ultraestructurales con modificaciones en el
transporte de calcio a través de las membranas apicales aisladas del duodeno de ratas
SHR (Hennessen y col., 1993). Las mismas modificaciones fueron observadas al

microscopio electronico en el rifién de ratas SHR.
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Para explicar estos resultados, Driicke y col. (1990) analizaron la expresion de la
villina, proteina del citoesqueleto del enterocito, para observar si cambios en su
expresion era la causante de la modificacion ultraestructural encontrada en la
hipertensién arterial. Los resultados mostraron que no existian modificaciones en la
expresion de la villina entre el duodeno de ratas WKY y SHR. Resultados similares
fueron encontrados por nosotros determinando la expresion de la actina en el rifién de
ratas SHR y WKY (Mate y col., 2000).

Ya que los cambios funcionales observados en el intestino delgado de las ratas
hipertensas se acompafian de cambios estructurales y de la pérdida de microvellosidad
en los enterocitos de ratas SHR, comprobamos si esta pérdida de microvellosidad
afectaba a la presencia de los transportadores estudiados. Para ello realizamos estudios
de inmunolocalizacion a nivel 6ptico y electronico de una de las proteinas objeto de
estudio, la SGLT]1, responsable del transporte de la D-glucosa y D-galactosa a nivel

intestinal, cuya actividad encontramos modificada en las ratas hipertensas.

El estudio bajo microscopia Optica mostr6 un marcaje correspondiente a la
proteina SGLT1 a lo largo de toda la vellosidad del yeyuno (figura 4.33.c) e ileon
(figura 4.34.c) de ratas normotensas. En las ratas hipertensas este marcaje se mantenia
de igual forma en la superficie de la vellosidad del yeyuno (figura 4.33.d) e ileon (figura
4.34.d), no observandose aparentemente cambios ni en la intensidad ni en la
distribucioén de la proteina SGLT1, la cual estaba ausente en las células de la cripta en

ambos grupos de animales, tanto en el yeyuno como en el ileon.

Los estudios de inmunocitoquimica ponen de manifiesto la localizacion de las
particulas de oro repartidas a lo largo de toda la microvellosidad en el yeyuno (figura
4.35.c) e ileon (figura 4.36.c) de ratas normotensas, de acuerdo con lo previamente
descrito por Takata y col. (1993). Sin embargo, no existia una presencia significativa de
la proteina SGLT1 en aquellas zonas del enterocito con pérdida de microvellosidad
procedentes del yeyuno (figura 4.35.d) e ileon (figura 4.36.d) de ratas hipertensas,

aunque si aparecia en aquellas zonas adyacentes donde se mantiene la presencia de la
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microvellosidad. Por consiguiente, las alteraciones encontradas en la membrana apical
del yeyuno e ileon de ratas hipertensas pueden originar una importante reduccion en la
superficie de absorcién apical, con sus consecuencias funcionales. Ademas, la falta del
cotransportador SGLT1 en determinadas zonas de la membrana apical, explica la
disminucién observada en el transporte de la D-glucosa y de la D-galactosa en el

yeyuno y en el ileon de ratas SHR.

5.4. ESTUDIOS DE POLARIZACION DE MEMBRANA, FLUIDEZ DE
MEMBRANA.

La fluidez de membrana (término inverso de la microviscosidad) es una
propiedad de las membranas bioldgicas que describe cuantitativamente la movilidad y la
tasa de rotacién de las moléculas que se encuentran ancladas en ellas. Estudios previos
realizados en membranas y modelos experimentales han mostrado que las diferencias en
la fluidez de membrana pueden deberse a alteraciones en la composicion lipidica de ésta

(Brasitus y Dudeja, 1988; Carriere y Le Grimellec, 1986).

Nuestros resultados en cuanto a la determinacion de la polarizacion de
fluorescencia (P) y anisotropia de fluorescencia (r;) del DPH en el estado estacionario
no han puesto de manifiesto diferencias entre SHR y WKY tanto en el yeyuno como en
el ileon. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en plaquetas de pacientes
hipertensos (Le Quan y col., 1991) y mas recientemente en VMA aisladas del rifion de
ratas hipertensas (Vazquez y col., 2000). Sin embargo, algunos autores han descrito un
incremento de la fluidez de membrana en microsomas hepéticos de ratas SHR (Foucher
y col., 1997) y una reduccién en los eritrocitos (Kitts y col., 1998), plaquetas
(Dominiczak y col., 1991), hepatocitos, sinaptosomas y cardiomiocitos (Devynck y col.,
1982) de ratas SHR, y fambién en eritrocitos humanos con hipertension esencial (Tsuda
y col, 1988). Por tanto, existen discrepancias en cuanto a los estudios de la
microviscosidad de membrana realizados en la hipertension arterial. Estas discrepancias
en parte se deben a la molécula fluorescente usada, la DPH, como en nuestro caso o la

trimetilamino-difenilhexatrieno (TMA-DPH), ya que los distintos fluorescentes se
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insertan en diferentes dominios de las membranas informandonos de la fluidez

correspondiente a ese dominio.

Diversos estudios alterando artificialmente la fluidez de las membranas mediante
el uso de diferentes agentes, han encontrado una relacién inversa entre la fluidez de
membrana y el transporte de D-glucosa en VMA intestinales (Fernandez y col., 1984) y
renales (Carriére y Le Grimellec, 1986). Esta relacion no se cumple en nuestro caso, ya
que las modificaciones observadas en el transporte de la D-glucosa en las ratas
hipertensas no van acompaifiadas de cambios en la fluidez de las mismas membranas.
Por otro lado, los agentes utilizados para inducir los cambios en la fluidez de la
membrana, pueden alterar otros factores como el gradiente de sodio o el volumen

intravesicular que afectarian el transporte de la D-glucosa por esas membranas.



6. CONCLUSIONES




Conclusiones 191

PRIMERA. La evolucion del peso corporal de las ratas WKY y SHR es similar entre
las 8 y 14 semanas de edad, intervalo comprendido desde la adquisicion de los animales
hasta el momento de su sacrificio. La presion sanguinea aumenta progresivamente, para
ambos grupos de animales, entre las 8 y las 11 semanas de vida, momento a partir del
cual tienden a estabilizarse los valores. En el intervalo comprendido entre las 8-14
semanas de edad, los valores de presion arterial sistolica y diastélica siempre se

mantienen superiores en las ratas hipertensas con respecto a las normotensas.

SEGUNDA. La técnica usada para el aislamiento de las vesiculas de membranas
apicales (VMA) del yeyuno e ileon de ratas WKY y SHR, permite la obtencién de unas
preparaciones de gran pureza, como se observa tras los andlisis enziméticos realizados.
La recuperacion de proteinas y de las actividades enzimaticas ensayadas, asi como el
volumen vesicular medio, son semejantes en las VMA aisladas de ratas WKY y SHR, lo
que indica que las VMA obtenidas de ambos grupos experimentales son apropiadas para

la realizacion de estudios comparativos.

TERCERA. Las actividades especificas de las enzimas sacarasa y fosfatasa alcalina
son significativamente inferiores en ratas SHR comparadas con las ratas WKY, tanto en
el yeyuno como en el ileon, siendo esta disminucion mayor en el ileon para el caso de la
fosfatasa alcalina. Por el contrario, las actividades especificas de las otras enzimas
ensayadas, Na'-K* ATPasa, fosfatasa 4cida y succinato deshidrogenasa no muestran

modificaciones entre ambos grupos de animales, tanto en el yeyuno como en el ileon.

CUARTA. El estudio de los flujos iniciales del transporte de la D-glucosa, a
concentraciones crecientes de la misma, indica que las curvas cinéticas analizadas se
ajustan a un modelo con un solo sistema de transporte mediado correspondiente a la
proteina SGLT1. Esta afirmacién est4 basada en estudios de inhibicion del transporte y
en los experimentos cinéticos realizados. El analisis de las constantes cinéticas indica
una reduccion de un 52% y de un 60% en los valores de velocidad méaxima en las ratas
hipertensas con respecto a las normotensas, para el yeyuno e ileon, respectivamente. Por

el contrario, la afinidad del sistema SGLT1 no se modifica entre ratas normotensas €



192  Conclusiones

hipertensas, tanto para el yeyuno como para el ileon, con unos valores de Ky que
oscilan entre 0,12 y 0,15 mM.

QUINTA. El transporte mediado de la D-galactosa en las VMA del yeyuno ¢ ileon
de ratas normotensas e hipertensas, tiene lugar, al igual que en el caso de la D-glucosa a
través del sistema SGLT1. Las ratas hipertensas presentan una disminucion en la
velocidad méaxima de transporte de la D-galactosa con respecto a las normotensas,
mayor en el ileon (64%) que en el yeyuno (51%), como ocurria para la D-glucosa. Sin
embargo, la afinidad de este sistema de transporte no se modifica entre ratas WKY y
SHR, ni para el yeyuno ni para el ileon, presentando valores de Ky, entre 0,9-1,2 mM, 8-

10 veces mayores que los registrados para la D-glucosa.

SEXTA. La D-fructosa es transportada en el yeyuno e ileon de ratas WKY y SHR
a través de un Vnico sistema de transporte, conocido como GLUTS, que se comporta
como un sistema de baja afinidad y capacidad. Los valores de velocidad méxima para
este sistema disminuyen en las ratas hipertensas con respecto a las normotensas, siendo
esta reduccion de aproximadamente un 50% tanto para el yeyuno como para el ileon. La
constante de afinidad no experimenta variaciones entre los dos grupos experimentales ni

en el yeyuno ni en el ileon, con valores que oscilan entre los 8-15 mM.

SEPTIMA. La captacién de la D-glucosa, D-galactosa y D-fructosa por difusion
simple, no se modifica entre las ratas normotensas e hipertensas en ninguno de los dos
segmentos intestinales estudiados. Para el caso de la D-glucosa y D-galactosa, esta
captacion por difusion simple, es significativa para concentraciones altas de substratos.
Por el contrario, para la D-fructosa, la captacion por difusion simple es significativa

desde concentraciones bajas del substrato.

OCTAVA. El analisis estructural y ultraestructural de los epitelios intestinales
muestran alteraciones en las vellosidades del yeyuno e ileon de ratas hipertensas, en
cuanto a su forma, disposicién y simetria a lo largo de todo el epitelio. A nivel

electrénico se observan pérdidas de microvellosidades en los enterocitos de ratas SHR,
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con imdgenes que se repiten en el yeyuno e ileon de ratas hipertensas. Por el contrario,
las ratas normotensas presentan vellosidades regulares en cuanto a su forma y
disposicién y sus microvellosidades se disponen de manera regular y continua a lo largo

de todo el epitelio del yeyuno e ileon.

NOVENA. Los estudios de inmunolocalizacién de la proteina SGLT1 al microscopio
éptico nos muestran la presencia de esta proteina a lo largo de todo el epitelio de las
vellosidades en yeyuno e ileon de ratas normotensas e hipertensas, destacando la
ausencia de marcaje en la zona de la cripta de dichas vellosidades. El estudio
inmunocitoquimico de la proteina SGLTI, utilizando el método de marcaje con
particulas de oro, nos revela que las microvellosidades de yeyuno e ileon en ratas
normotensas presentan una gran abundancia y regularidad de estas particulas. Por el
contrario, en las ratas hipertensas la densidad de particulas es significativamente menor,

tanto en yeyuno como en el ileon.

DECIMA. Los estudios de polarizacion y anisotropia de fluorescencia de la
molécula DPH muestran que no existen diferencias entre las ratas WKY y SHR para los
dos segmentos intestinales estudiados, indicando que las VMA presentan una misma

fluidez entre ambos grupos de ratas experimentales en el yeyuno e ileon.
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