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1.INTRGBUCCION



1.1. METRBBLISME BEL COLESTEROL EN EL HIGERD.

El colesterol es un elemento esencial para la mayoria de las
células del organismo, por lo que su homeostasia es de vital
importancia para un buen funcionsmiento de las nmismas. En el
hepatocito, esta homeostasia resulta de un equilibric entre, 1la
llegada de colesterol via lipoproteinas plasmdticas, la sintestis de
zore de colesterol en la propia célula y la salida de éste en forma de
lipoproteinas y como componente de la bilis. A su vez, el colesterol
puede ser almacenado en la célula en forma de éster o formar parte de

las membranas celulares como colesterol libre {ver Esquema 1).

1.1.1.0RIGEN DEL COLESTEROL HEPATICO.

1.1.1.1. Biosintesis del colesterol. Actividad HNMG-CoA reductasa.

" La sintesis de colesterol en el hepatocito se produce a
partir de acetil-CoA, mediante uma cadena de reacciones de
condensacidén, reduccidn e hidroxilacién (Brown y Goldstein, 1978). En
numerosas especies animales, incluida el hombre, la reaccién que
limita esta sintesis es la conversién de HMG-CoA a mevalonmato,
catalizada por la enzima HMG-CoA reductasa (E.C.1.1.1.34). Esta enzima
utilize NADPH como reductor y su pH dptimo es de 7.

Se ha encontrado actividad reductasa en muchos tejidos de
mamiferos, y siempre estd asociada al reticulo endoplédsmico de 1la
célula. De todos los tejidos, démnde existe en mayor cantidad es en el
higado e intestino, de forma que de 2/3 a 3/4 partes del colesterol
total del organismo se sintetiza en estos drganos {Gill e&¢ &Z.. 1985
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Esquena 1. Hetabolismo hepdtico del colesterol. El hepatocito
obtiene el colesterol de las lipoproteinas circulantes o mediante su
biosintesis. A su vez, la célula emplea el colesterol para 1la
sintesis de membranas, secrecidén de dcidos biliares y formacidn de
lipoproteinas. E1 exceso de colesterol se almacena como colesterol
esterificado. La enzima HMG-CoA reductasa regula la biosintesis de
colesterol mediante retroinhibicién por el sustrato formado {tomado
de Packard y Shepherd, 1982).



Kenelly y Rodwell, 1985).

La actividad reductasa sufre cambios apreciables durante el
desarrollo del feto y en el recién macido, hasta alcanzar los valores
basales en el adulto, acompafiados de idénticas fluctuaciones en la
sintesis de colesterol (Gill, ¢ &l.. 1985). Esta enzima presenta,
ademds, un ritmo circadiano, con un maximo de actividad durante la
noche, tanto en ratas (Shapiro y Rodwell, 1971) como en pollos
(Ramirez eo¢ &l.. 1982), detectdndose este ritmo ya en las primeras
sepanas de vida. Gill e&f &2, (1985) han ﬁostulado que el ritmo
circadiano de la reductasa estd bajo control hormonal, y su variacién
resulta de una alteracién compleja de hormonas tales como la insulina,
glucagén, corticoides, prolactina, T3, etc., cuyos niveles a su vez
cambian en respuesta al tipo de alimentacidn.

La actividad reductasa estd sometida a cambios que pueden
ser debidos a variaciones en la cantidad total de la enzima
(regulacidén a largo plazo) y/o0 a modulacion de la actividad enzimatica
no dependiente de la sintesis de proteinas (regulacion a corto plazo).
Como mecanismo de regulacién a corto plazo cabe destacar el mecanismo
de fosforilacién covalente reversible, segun el cual, la reductasa es
inactivada mediante fosforilacién covalente, en una reaccién
catalizada por la HMG-CoA reductasa-kinasa (Kenelly y Rodwell, 1985).‘
La enzima inactivada, puede volver a ser reactivada por uma
reductasa-fosforilasa citosdlica.

La modulacidén de la HMG-Col reductasa mediante este mecanismo
de fosforilacidn-defosforilacién  parece ser fisiolégicamente
importante. Asi, Brown e¢ &l (1979) encontraron en higado de rata, que
m4s del 75% de la enzima estaba fosforilada (inactiva). Segin estos



autores, la reductasa fosforilada actuaria como reservorio que
permitiria cambios répidos en la actividad de la aisma, cuando el
hepatocito necesitara répidamente colesterol (regulacién a corto
plazo). Los cambios en la proporcidon de reductasa activada respecto al
total, revertirian a valores normales en 1-2 h despues de producirse
el estimulo, al mismo tiempo que se aumenta la cantidad total de 1la
enzima. Con lo cual, tras esta primers fase de regulacidn, la cantided
de enzima aumenta y la relacion reductasa activada/reductasa total
retorna a sus valores normales (Arebalo et al.. .1981).

Ademés del mecenismo de fosforilacidén-defosforilacién, otros
posibles factores podrian actuar modulando la actividad reductasa.
Entre estos factores estdn la composicidén lipidica de las membranas
microsomales {comoc se ﬁm en el apartado 1.3.1. de esta memoria),
proteinas citosélicas transportadoras de lipidos y, por dltimo, sales
biliares (lMitropoulos &¢ a&l.. 1978; Remirez &¢ &l.. 1981; Sabine y
James 1976). |

En general, la mayoria de las variaciones en 1a actividad
reductasa en distintas situaciones se deben, al menos en parte, a
cambios en la cantidad de enzima (regulacién a largo plazo). Shapiro y
Rodwell (1971) demostraron que la cicloheximida, conocido inhibidor de
la sintesis de proteinas, anulaba el aumento de actividad reductasa
durante el periodo \de oscuridad. Igualmente, Rodwell ¢ al.. 1973,
midiendo 1la incorporacién de Leu(H’) en reductasa purificads
demostraron que los cambios en la actividad detectada a lo largo del
dia se debian a un aumento en la sintesis de nueva proteina, sin
alterarse su degradacion. E1 ayuno durante 24 h, produce uma

disminucion de actividad en ratas sin cambios en la proporcidn de



enzima defosforilada (Ra) respecto a la enzima total (Rt). Por el
contrario, el stress y la colestiramina aumentaron los niveles de
actividad sin alterar la relacidn Ra/Rt en ninguno de los casos (Brown
&t &1.. 1979). Por ultimo, Jenke e&¢ &Z. (1981) utilizando anticuerpos
especiticos observaron, que la disminucidén de actividad que se produce
en ratas a las 4 h de administrar una dieta con un 28 de colesterol,

era debido a una decremento de la cantidad de proteina.

1.1.1.2. Lipoproteinas plasméticas.

Las lipoproteinas circulantes (VLDL, LDL y HDL), constituyen
otra fuente de colesterol para el hepatocito, aunque la sintesis de
novo del colesterol, «citada en el capitulo anterior, es
cuantitativamente m4s importante. De todas las lipoproteinas
circulantes parece ser que las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
son las que transportan la mayor parte del colesterol en el plasma
sanguineo de la rata. Por el contrario, en el hombre son las LDL
(Packard y Shepherd, 1982).

En el interior de estas 1lipoproteinas el colesterol es
transportado en dos formas, que ocupan diferentes sitios en la
particula; el colesterol libre se localiza principalmente en 1la
superficie, junto con fosfolipidos y proteinas, mientras que el
colesterol esterificado y los triglicéridos forman parte de la matriz
hidrotébica de las lipoproteinas (Packard y Shepherd, 1982).

El colesterol de las LDL es captado por la célula hepatica
mediante la interaccién de la lipoproteina con receptores especificos

de membrana de alta afinidad. Esta via estd autorregulada, de forma



que cuando la célula tiene cubiertas sus necesidades de colesterol se
suprime la 2intesis de receptores de LDL. Por el contrario., ante uma
demanda de cole:terol, la sintesis de receptores especificos para LDL
se ve aumentada (Brown y Goldstein, 1978, Gill &¢ al.. 1985).

1.1.2. RUTAS NETABOLICAS DEL COLESTEROL HEPATICO.

El colesterol hepdtico proveniente de fuente endigena
{sintesis) o0 ex6gema (lipoproteinas circuléntes) puede ser: 1)
almacenado intracelularmente como colesterol esterificado, 2)
excretarse en bilis, 3) incorporarse a la sintesis de lipoproteinas y.
4) tormar parte de las membranas celulares del propio hepatocito. A
continuacidn consideraremos estas distintas rutas metabdlicas (ver

Esquena 1).
1.1.2.1. Esterificacidén de colesterol. Actividad ACAT.

El colesterol puede ser almacenado en la célula como éster de
dcidos grasos de cadena larga, siendo la enzima responsable de esta
reaccién 1la ACAT. Esta es una enzima microsomal, presente
practicamente en todas las células del organismo, incluido el higado.
Como sustrato utiliza el colesterol de la misma membrana microsomal y,
en cuanto a los Acidos grasos, la mAs alta afinidad la muestra por
oléico y palmitico (Haugen y Norum, 1976; Balasubramanian eé al..
1978}.

Al igual que la HMG-CoA reductasa, la ACAT hepédtica presenta
un ritmo circadiano paralelo al de aquella (Mitropoulos & &l.. 1978),



Y su actividad esta regulada por un mecanismo de
tostorilacidn/defosforilacidn., pero de manera inversa, pues nientras
la reductasa se imcti#a por fostorilacién la ACAT 1lo hace por
defosforilacidn (Scalen y Saghvi, 1983).

La sintesis de ésteres de colesterol en el higado se realiza
bajo control de diversos factores. Uno de ellos parece ser la
bicdisponibilided de colesterol celular. Tento iz vive (Erickson &¢
&l. . 1980), como Jm ¥2itre (Jones y Glomset, 1985), se ha observado una
relacién directa entre actividad ACAT y' biodisponibilided de
colesterol,

Otro factor que parece afectar la actividad de esta enzima,
es la composicién lipidica de la membrana microsomal. La alteracidm de
la relacién fosfolipidos/colesterol de 1las membranas bioldgicas
produce un cambio en la fluidez de las mismas, lo que da lugar a
‘cambios en las actividades de las enzimas integradas en esas membranas
{Spector y Yorek, 1985). '

También se tiene evidencia de que la composicién en 4cidos
grasos de la membrana microsomal regula de alguna forma la actividad
de ACAT. En este sentido, se ha asociado un aumento en el porcentaje
de 4cidos grasos poliinsaturados con un aumento en la actividad ACAT;
sin alteraciones apreciables en las cantidades de colesterol en las
membranas, ni en la de fosfolipidos (Spector #¢ &l.. 1980). Otros
autores asocian los cambios en la activided ACAT con wvariaciones en
las proporciones de Acidos grasos poliinsaturados de las series (n-6)
¥ {n-3) en dichas membranas (Mathur ¢ g7.. 1981; Imnis, 1986).

La ACAT hepédtica parece estar, igualmente, bajo control de
las lipoproteinas circulantes (Packard y Shepherd, 1982). Asi, se ha



comprobado que una disminucion de LDL circulantes da lugar a una
aumentc de la actividad HMG-Cod reductasa y del nimero de receptores
de LDL., mientras que la actividad ACAT decae hasta valores minimos.
Por el contrario, ante un aumento de LDL circulantes, los niveles de
colesterol intracelular se elevan hasta hacer suprimir la actividad
HIMG-CoA reductasa y aumentar la actividad ACAT.

Recientemente, Gavey &#¢ &2. (1981) han estudiado el papel de

la SCP; {proteina citosédlica transportadora de esteroles) en la
esterificacién del colesterol por la ACAT, demostrando que, cuando al

medio de incubacidén se agrega SCP,, la conversidn del colesterol a sus

éateres se ve aumentada notablemente, y postulan que la SCP

posiblemente transporte la molécula de colestercl hasta la zona de la

membrana nicrosomal donde se encuentra la enzima ACAT, favoreciendo

asi su esterificacién.

Una de las vias de eliminacidn hepadtica del colesterol es su
secrecidn en bilis, bien como colesterol libre o como &cidos biliares.
No existe acuerdo entre los distintos autores sobre la relacién
existente entre la biosintesis de colesterol y su excrecién en 1la
bilis. En el hombre se ha encontrado una relacién directa entre ambos
hechos. Sin embargo, esta relacién parece no existir para otras
especies (Packard y Shepherd, 1982).

El colesterol en la bilis se mantiene en solucidn por 1la

accidn detergente de las sales biliares, de forma que la secrecidn de
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sales biliares y colesterol parece estar acoplada. Las sales biliares
se sintetizan en el higado a partir del colesterol, por saturacién e
hidroxilacién del mismo y posterior escisidn oxidativa de su cadena
lateral. Generalmente se acepta que la reaccidn inicial en la sintesis
hepadtica de sales biliares es la introduccidén de un grupo hidroxilo en
la posicidén 7 del anillo de colesterol. Esta reaccidn estd catalizada
por la enzima @microsomal colesterol-7«-hidroxilasa (lfyant vy
Mitropoulos, 1977) y se ha demostradoc que su sustrato de eleccidn
preferente es el colesterol libre de nueva sinteais {Ogura #¢ al..
1971; Shefer eZ &l.. 1981).

Otra via de excrecién del colesterol es mediante la formacién
y secrecidén de lipoproteinas (principalmente VLDL y HDL). Parece ser
que la sintesis y secrecién de VLDL, lipoproteina rica en
triglicéridos, estd4 estrechamente relacionada con la sintesis de
colesterol y la actividad HMG-CoA reductasa. Asi, se ha demostrado que
en ratas y en el hombre la estimulacién de la secrecién de VLDL se
acompafia de un aumento en la actividad HMG-CoA :eductasa, Y que la
secrecidén hepadtica de VYLDL exhibe el mismo ciclo circadiano que 1la
HMG-CoA reductasa (Packard y Shepherd, 1982). Baséndose en estos
resultados se propuso que, el aumento en la sintesis de VLDL
disminuiria el “"pool" de colesterol hepdtico, cuya consecuencia
inmediata era el aumento de la actividad HMG-CoA reductasa mediante un
mecanismo de retroalimentacién negativo (Packard y Shepherd, 1982).

También, 1la ACAT hepatica podria desempeflar un papel
importante en la sintesis de lipoproteinas a partir de ésteres de
colesterol, ya que la estimulacién de la actividad ACAT en cultivos de

hepatocitos da lugar a un aumento en la secrecién de VLDL (Drevon e¢
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al. . 1980).

En cuanto a la excrecién de colesterol como HDL, ~no parece
depender de cambios en el metabolismo de triglicéridos ni de actividad
HMG-CoA reductasa (Packard y Shepherd, 1982).

Finalmente, el colesterol libre intracelular del hepatocito
también puede ser destinmado a la formacién de membranas de la propia
célula.

1.2. METABOLISMS BE COLESTERSL EN EL INTESTING.

La mucosa intestinal junto con el higado, Jjuega un papel
importante en la homeostasia del colesterol en el organismo, debido,
a que: 1) es en la mucosa intestinal donde se produce la absorcién de
colesterol exdgeno (procedente de la dieta) y endégeno (colesterol
biliar), 2) el intestino es el organo mAs importante, después del
higado, para la biosintesis de colesterol y, 3) secreta colesterol al
sistema circulatorio en forma de lipoproteinas {(quilomicrones).

El "pool" de colesterol en el enterocito debe mantenerse
constante para cumplir eficazmente dos funciones:

12 - mantener el aporte de colesterol necesario para la sintesis
y diferenciacidon de membranas celulares, ya que la superficie mucosal
se haya continuamente en renovacién,

22 - facilitar colesterol para la incorporacidén a lipoproteinas
durante la absorcidn de triglicéridos.

La homeostasia de colesterol en el enterocito se basa en mantener

en equilibrio el aporte y salida de colesterol celular, de manera
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andloga a lo expuesto para el higado. En el Esquema 2 se representa el
papel que desempefia la célula intestinal . en el metabolismo del
colesterol, asi como su relacién con el higado y otros tejidos
periféricos.

A continuacién se revisan las fuentes de colesterocl para el

enterocito y la utilizacidn de éste por la célula epitelial.

1.2.1. ABSORCION INTESTINAL DE COLESTEROL.

El colesterol procedente de la dieta o de la bilis, es una de
las fuentes principales de colesterol para la célula intestinal.
Durante mucho tiempo se ha estudiado el mecanismo por el cual 1los
lipidos (colesterol) se absorben en el tracto gastrointestinal.
Generalmente se acepta que el colesterol, al ser una molécula
liposoluble, se sbsorbe desde la luz intestinal mediante un proceso de
difusion pasiva, por dilucién en la membrana de borde en cepillo del
enterocito. El1 colesterol esterificado que entra en el lumen
intestinal, es hidrolizado por la esterasa de colesterol pancreatica
previamente a ser absorbido {Thomson y Dietschy, 1981).

Para la absorcién de los lipidos (colesterol) es esencial la
participacién de las sales biliares (Siperstein, 1960). Estas son
sustancias anfiprdéticas, que en solucidén formen micelas, y estas
micelas actuan englobando los monoglicéridos y acidos grasos, junto
con el colesterol manteniéndolos en suspensién (Westergeaard v
Dietschy, 1976). El1 paso del contenido micelar al enterocito se
realiza por un proceso molecular, no a partir de micelas intactas

(Vatt y Simonds, 1976; Thomson y O'Brien, 1981).
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Esquena 2. Balance de colesterol a través de la célula del
epitelio intestinal. Tras la digestidén, los lipidos se combinan
con las sales biliares en el lumen intestinal para formar la mixelas
mixtas (IMf) que hacen posible la absorcidn de colestercl. Dentro de
la célula intestinal triglicéridos y colesterol, ademds de
apoprteinas especificas, forman 1los quilomicrones (Qif), que
transportan la mayoria del colesterol al higado (tomado de Stange y
Dietschy, 1985).
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Se ha demostrado en ratas, que el colesterol de la dieta no se
comporta de 1la misma forma que el colesterol biliar, siendo este
ultimo absorbido en mayor cuantia. Por otro lado, mientras 1la
absorcion de colesterol biliar se da principalmente en el yeyuno, el
procedente de la dieta se absorbe a 1lo largo de todo el intestino
delgado, preferentemente en la segunda y tercera cuarta parte.
(Thomson vy Dietschy, 1981).

Gallo-Torres &2 &1, (1971) utilizando una técnica de
canulacién del conducto toracico Iz VZ'F’O,,’ demostraron que las
distintas sales biliares presentan diferente efectividad en 1la
absorcién de colesterol. Asi, el taurocolato da lugar a absorciones de
colesterol de igual rango que la bilis. El glicocolato vy
glicodeoxicolato son wmAs efectivos (que 1os correspondientes
tauroconjugados. Adenés, la mayor ©proporciém de colesterol
esterificado encontrada en linfa se corresponde con la administracidn
de trihidroxilados, con independencia de su conjugacién o no. Sin
embargo, todas estas observaciones sobre 1la .relacic'm entre 1la
absorcidén de colesterol libre y esterificado y sales biliares, no se
corresponden con la solubilidad iz wriiro del colesterol, utilizando
estas mismas sales.

Thomson e&¢ &Z. (1983) han observado que 1s absorcidén de
colesterol varias segim las especies, siendo en el hombre mayor que en
la rata. La absorcidn de colesterol, iguslmente, sufre cambios a lo
largo del desarrollo. En conejos, la absorcion de colesterol es mayor
en animales jovenes que en viejos, probablemente debido a la mayor
permeabilidad y superficie funcional de las wnembranas en animales

jovenes (Thomson, 1981). Por el contrario, en la rata la absorcibn iz
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vive de colesterol aumenta con la edad (Hollander y Morgan, 1979). Asi
mismo, la captacidén de colesterol varia con la zZona del intestino
estudiada, siendo m&s alta en yeyuno que en ileon (Thomson, 1980) ¥
absorbiéndose principalmente en la zona media de la vellosidad (Field
&l &l , 1982a).

Por otro lado, 1la permeabilidad pasiva de la membrana
intestinal al colesterol se altera en respuesta a manipulaciones en el
contenido de los distintos nutrientes de la dieta (Corraze e¢ al..
1984). Una dieta rica en Acidos grasos saturadt;s da lugar a un aumento
en la absorcién de colestercl a los 14 dias de implantar la dieta,
efecto que no se observa con una dieta suplementada con acidos grasos
insaturados, pero la absorcifn vuelve a ser normal cusndo se restituye
la dieta estandard (Thoxsdn et al.. 1987). Estos cambios no se ven
acompafiados por variaciones en los niveles de colestercl de la

nembrana de borde en cepillo (Thomson & al.. 1986).
1.2.2. BIOSINTESIS DEL COLESTEROL LA nUCQSA INTESTINAL.

Como ya se ha indicado, el intestino jumto com el higado son
los dos Organos principales para 1la sintesis de colesterol en
mamiferos. En la rata, el intestino contribuye con un 25% y el higado
en con 50% a la sinteis total de colesterol en el organismo y, al
igual que ocurre en el higado, la enzima reguladora de esta sintesis
es la HNG-CoA reductasa (Turley &¢ &l. 1981 Spady ¥y Dietschy, 1983).
En esta especie animal, se ha detectado actividad HMG-Cod reductasa a
loA largo de todo el tracto gastrointestinal, desde el es6fago al

colon. Sin embargo, las mayores proporciones de sintesis de esteroles
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se dan en estémago, duodeno, ileon terminal Yy colon distal,
registrandose las mas bajas en el intestino delgado medio, donde tiene
lugar la absorcién de colesterol. Esta distribucion puede variar con
la especie (Shefer &¢ &l.. 1973; Stange e¢ &l.. 1981; Stange vy
Dietschy., 1985). Tembién existe un gradiente de actividad biosintética
a lo largo del eje cripta-villus (Stange y Dietschy, 1985).

De forms andloga al higado, los cambios en la actividad de la
H1G-CoA reductasa intestinal pueden deberse a alteraciones en 1la
sintesis o degradacidn de la eneima, d a variaéiones en la proporcidon
de enzima fosforilada, dependiendo de que la regulacidn sea a largo o
a corto plazo, respectivamente (Panini &¢ &l.. 1979. Panini y Rudney,
1980). Sin embargo., segin Field &¢ &2 (1982b) la HMG-CoA reductasa
intestinal es menos susceptible que la hepdtica a la modulacidn por
fosforilacion-defosforilacién. Igualmente, 1la reductasa intestinal
presenta un ritmo circadiano, que coincide con el de la hepatica,
aunque de menor amplitud {Stange y Dietschy, 1985).

La actividad de 1la HIG-CoA reductasa Vintestinal, Yy como
consecuencia la sintesis de colesterol en las células de la mucosa
intestinal, viene determinada por el contenido celular de colesterol
que depende de: 1) la velocidad de sbsorcidn del colesterol desde la
luz intestinal ({ya mencionada), 2) la velocidad de captacidn de
lipoproteinas circulantes por la membrana basal de la célula epitelial
¥. 3) las necesidades de colesterol que tenga la célula para formar
quilomicrones y su propia estructura {ver Esquems 3).

En un principio se propuso que la biosintesis de colesterol en
el intestino dependia del “pool" de sales biliares (Dietschy. 1970).

Estudios posteriores sugieren que los cambios en el "pool" de
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Esquena 3. MNetabolismo del colesterol intestinal. La célula
de la mucosa intestinal obtiene el colesterol a partir de tres
fuentes: del lumen intestinal mediante su absorcién, por sintesis
directa de éste o a partir de las lipoproteinas circulantes. Parte
del colesterol se utiliza para la sintesis de membranas, y otra
parte sale a la circulacidn linfadtica en forma de quilomicrones. La
HiG-Cok reductasa regula la biosintesis de colesterol mediante

retroinhibicién por el sustrato (tomado de Packard y Shepherd,
1982).
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sales biliares alteran la sintesis de colesterol de forma secundaria,
es decir, afectando la absorcidn intestinal de colesterol, siendo el
colesterol molecular el responsable de su propia sintesis (Shefer &¢
&l.. 1973; 5Stange &¢ a&l.. 1983). En este sentido, se comprobé que
algunos bloqueantes de 1la absorcién de colesterol (surformer,
diosgenina) aumentaban la colesterogénesis a lo largo del eje
cripta-villus (Stange y Dietschy, 1985).

Otra fuente de colesterol para la celula epitelial es 1la
captacién de 1lipoproteinas circulantes {Li)L) por 1la membrana
basolateral. Recientemente se ha demostrado que en la rata y en el
hamster, el intestino es el segundo lugar mds importante para la
degradacién de LDL después del higado. E1 50-60% de la captacidén de
LDL por el enterocito depende de la interaccién de la lipoproteina con
receptores especificos, siendo 1la captacién no dependiente de
receptores mads importante en higado y glandulas endocrinas (Stange y
Dietschy, 1985). Se ha comprobado, que inhibidores de la secrecién
hepatica de lipoproteinas producen un aumento de 1& actividad HNG-CoA
reductasa en el intestino, que revierte con la administracién
intravenosa de LDL. De igual manera, en cultivos de celulas
epiteliales se ha comprobado que las LDL suprimen la actividad
reductasa intestinal (Andersen y Dietschy, 1977). Estos estudios ponen
de manifiesto que esta actividad reductasa en la céluls intestinal
viene regulada por la captacidn de lipoproteinas circulantes.

Igualmente, pueden afectar a 1la actividad reductasa 1los
cambios en las necesidades de colesterol que presente la célula para
formar quilomicrones o para la propia estructura de sus membranas.

Stange &¢ &l. (1983), comprobaron que el aumento en la ingestidén de
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triglicéridos deba lugar a un aumento en la sintesis de colesterol, lo
que sugiere que el colesterol sintetizado de zove podris ser utilizado
para la produccidén de quilomicrones (Stange y Dietschy. 1985).

La mayor sintesis de colesterol encontrada en las células de
la cripta respecto a la de las células superiores de la vellosidad,
sugieren que la mayor parte del colesterol sintetizado es incorporado
en las membranas de las nuevas células, contribuyendo asi a 1la
formacidn y maduracidon del epitelio intestinal.

Por ultimo, al igual que en el higadc;, la actividad HNMG-CoA
reductass intestinal puede depender de cambios en la fluidez de la
nembrana, y sunque existe controversia en este tena, Field & al.
{1987) sugieren que la regulacidn de la enzima intestinal se relaciona

con el grado de saturacién de los acidos grasos de la membrana

nicrosomal.
1.2.3. ESTERIFICACION DEL COLESTEROL EN EL INTESTINO.

El colesterol se absorbe desde el lumen intestinal como
colesterol 1libre. Sin embargo, 1la mayor parte del colesterol
encontrado en linfa estd esterificado. Por esta razén, algunos autores
sugieren que ls esterificacién de colesterol es uno de los pasos
limitantes para la absorcidén intestinal de este mutriente (Stange y
Dietschy, 1985).

Se han descrito tres sistemas de esterificacién del
colesterol: ACAT intestinal, colesterol esterasa (CE) y colesterol
éster-sintetasa (CES) (Stange y Dietschy, 1985). ,

La ACAT intestinal fué descrita por Haugen y Norum en 1976 y
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se localiza en la membrena microsomal del enterocito, catalizando la

misma reaccion que la ACAT hepatica. Tiene un pH dptimo de reaccidon de

7.2 ¥ requiere 4cidos grasos libres y un sistema regenerador de ATP o
acil-Cod. El1 orden de preferencia por 1los sustrato es
oleil>palmitoil»estearil>linoleil-CoA de manera andloga a la ACAT
hepdtica. Respecto al colesterol, el absorbido desde 1la luz
intestinal, parece ser el sustrato preferente para la ACAT, aunque el
colesterol sintetizado Jde n2ove en la célula epitelial puede también
ser utilizado como sustrato (Bennet-Clarck Y Tercyak, 1984). Los
écidos biliares actuan como inhibidores de dicha enzima. Presenta un
ritmo circadiano paralelo al de la reductasa intestinal, pero de menor
amplitud.

Hasta nuestros dias se ha podido detectar actividad de ests
enzima en el intestino de rata, conejo y hombre (Stange y Dietschy.
1985). En 1la rata, estd4 presente en alta proporcién en yeyuno,
disminuyendo & medida que nos desplazamos al ciego. Esta nisma
distribucién 1la presenta el intestino de conejo ¥ hombre. La
localizacién de 1a enzima wvaria también a 1o largo del eje
cripta-villus, presentdndose la mayor centidad en la zona de 1la
vellosidad (Field #2 &1, 1982a; Gello &¢ &Z.. 1964b). Por tanto, la
mayor esterificacidn del colesterol se realiza en aquellas zonas donde
mayoritariamente se produce su absorcion. Ho obstante, algunos
autores presentan dudas sobre el papel que realiza la ACAT en la
esterificacidén del colestercl absorbido desde el lumen (Gallo &¢ al..
1964a). Al nismo tiempo, parece existir una relacidén inversa entre la
actividad biosintética de colesterol (baja en yeyuno y células de las
vellosidades) y la esterificante (alta en jeyuno y villus) (Field &7z
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al. ., 1982a).

Se ha comprobado que la actividad ACAT aumenta como
consecuencia de la adicién de colesterol a la dieta, pero se observé
que este aumento no dependia de la sintesis de proteina enzimatica (ya
que la cicloheximida no lo inhibia), sino que parece ser el resultado
de un aumento en la biodisponibilidad de sustrato (Field e&¢ a&i..
1982a; Stange y Dietschy, 1985; Field y Salome, 1982, Stange ¥
Dietschy, 1985; Helgerud &Z al.. 1982).

Posteriormente, Purdy y Field (1984) ﬁostularon que la ACAT,
independientemente de factores luminales, estaba también regulada al
igual que la HMG-CoA reductasa por las lipoproteinas plasmdticas, 1lo
que spoya la idea de que, de manera andloga & la actividad hepéatica,
la actividad ACAT intestinal es, al menos en parte, un reflejo de la
disponibilidad de sustrato en las membranas microsomales.

Gallo &¢ &1 (1964b, 1987), demostraron que los inhibidores de
la ACAT no caussban ninguna alteracion en la absorcion de colesterol,
¥y que, reciprocamente, la disminucién de 1la absqrcién de colesterol
causada por la interrupcién de la circulacién entero-hepdtica no
estaba acompafiada por una disminucién de actividad ACAT. De ests forma
concluyeron que la ACAT no era la enzima responsable de toda 1la
esterificacion del colesterol que se producia tras su absorcidn

intestinal, atribuyéndole un papel bastante importante a la

colesterol-esterasa.
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1.2.4. LIBERACION DE LIPOPROTEINAS POR LA HUCOSA INTESTINAL.

El enterocito libera a la linfa lipoproteinas, concretamente

quilomicrones. Se ha demostrado que durante el ayuno, la mayoria del

colesterol liberado por el enterocito en forma de lipoproteinas procede
del higado. Durante la absorcidn activa de triglicéridos se registra
un aumento en la sintesis de colesterol en el enterocito, pasando éste
a formar la cubierta de los quilomicrones. En esta situacidn, el
intestino contribuye en una cuarta parte al colesterol encontrado en
linfa. Por 1lo tanto, el colesterol nuevamente sintetizado en el
enterocito es utilizado principalmente por la célula epitelial, y sdlo
aumenta marcadamente su sintesis cuando se necesita colesterol en
exceso para formacidén de lipoproteinas dursnte la absorcidn de grasas
{Stange y Dietschy, 1985). De manera andloga, cuando ratas en ayuno
son tratadas con colestirsmina, la formacién de lipoproteinas por la
célula intestinal disminuye (Gaugl y Ockner, 1975).

Segun todo lo expuesto anteriormente sacerca del metabolismo
del colesterol en la célula intestinal, Stange y Dietschy (1985)
propusieron,un modelo de compartimentacion del colesterol en la celula
epitelial, donde se distribuyen tres “"pools" distintos {ver Esquema
4).
- "pool" A: colesterol no esterificado, absorbido desde el lumen
intestinal v sustrato preferente para la ACAT. Los ésteres resultantes
se incorporaran al interior hidrofdbico de los quilomicrones.
- "pool" B: colesterol sintetizado por la propia celula, regulado por
la HMG-CoA reductasa.

- *pool" C:. formado por el “colesterol libre metabolicamente activo”,



Esquema 4. Diagrama de 1los distintos “pools y flujos de
colesterol en la célula de la mucosa intestinmal. Segun 1la
hip6tesis propuesta por Stange y Dietschy (19685), es probable que
existan . al menos. tres "pools” distintos de colesterol dentro de la |
célula mucosal: el‘pool’ A, formado por el colesterol absorbido deade
el lumen intestinal, y que podria ser el principal sustrato para la
ACAT; el ‘pool’ B formwado principalmente por el colesterol sintetizado
de nove a partir de acetil-CoA y el pool C, que recibe el colesterol
de los snteriores, probablemente con una mayor contribucidn del “pool’ B
y en menor cuantia del "pool’ A. El1 colesterol libre de este “pool,
llamado metabolicemente activo, est4d destinado a la formacidén de
membranas y de quilomicrones {cubierta externa hidrofilica), y puede
ser también esterificado por la ACAT. Los triglicéridos y fosfolipidos
también son absorbidos y secretados en forma de quilomicrones a la
linfa. Finalmente, las LDL plasmdticas son captadas por los receptores
de la membrana basclateral y contribuyen tsmbién a este “pool” C
metabolicamente activo (tomado de Stange y Dietschy, 1985).
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que puede: 1) incorporarse a los quilomicrones como tal, 2) entrar a
tormar parte de la estructura de la membrana de la propia célula,
y/o, 3) pasar a colesterol esterificade, por medio de la ACAT. A ls
formacidn de este "pool* contribuye, en principio, en mayor cuantia el
"pool” B, y en menor cuantia, el colesterol del "pool* A y aquél que
proviene de lipoproteinas captadas por receptores especificos de 1la
membrana basal.

La contribucién de cada uno de estos pools al de "colesterol
metabdlicamente activo®, depende y varia con'la localizacién de 1la
célula a lo largo del intestino y su posicién a lo largo del eje

cripta-villus.

1.5. COMPOSICION LIPIDICA DE MEMBRANAS.

La estructura aceptada actualmente para las biomembranas es la de
una bicapa lipidica, asimétrica, constituida por fosfolipidos, en cuya
matriz se encuentra el colesterol y 1las proteinas de membrana
intrinsecas y extrinsecas. La razén proteinas/lipidos waria
dependiendo del tipo de membrana (membrana mitocondrial un 76X;
membrana plasmdtica un 50%). Todos los fosfolipidos de mewbrana
(fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfati-diletanolamina, fosfati-
dilinositol), menos las cardiolipinas, contienen Acidos grasos de 16 a
22 4tomos de carbono. Estos 4cidos grasos son en sSu Bayoria
insaturados, presentando de 1 a 4 dobles enlaces conjugados. Todos con
conformacién cis, lo que permite uma mayor compactacidén. Dependiendo
del pH, 1la cadenma polar puede ser neutra {(fosfatidilcolina,

fosfatidiletanolamina) o negativa (fosfatidilserina, fosfatidilino-
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sitol).

Las mnembranas pueden encontrarse en estado de gel o fluido,
dependiendo de la temperatura (Chapman e&Z &Z., 19685). Los lipidos con
4cidos grasos cortos o insaturados tienen temperatura de transicién
més baja y, una forma de adaptacién a mayores temperaturas es el
aumento en la proporcién de 4cidos saturados, lo que mantiene el
estado de fluidez a temperaturas mAs altas (Darnell &f al.. 1986).

El colesterol es un componente de las membranas igualmente
determinante de su fluidez. Normalmente, este Eolesterol se encuentra
en forme libre, con sdlo trazas de colesterol esterificado (Chapman &¢
&l.. 1985), Por su hidrofobicidad no forma estructuras compactas con
él mismo, intercaldndose con los fosfolipidos. Su grupo -OH
interacciona con la cabeza polar de los fosfolipidos, mientras que el
anillo esteroideo interacciona con 1las cadenas de 4cidos grasos
tendiendo a inmovilizarlos (Darmell &¢ al.. 1986). El1 efecto neto del
colesterol sobre la fluidez de membrana depende de la composicidn
lipidica. Debido a las concentraciones altas de cqlesterol encontradas
en eucariotas, el colesterol tiende a hacer la membrana menos fluida a
temperaturas alrededor de 37 °C. Pero, por otro lado, impide 1a
transicién de fluido & gel ¥y la drastica reduccién de fluidez que
ocurriria como consecuencia de uma bajada de temperatura, ya que
impide la unidn entre cadenas de Acidos grasos (Darnell &f al.. 1986).

Hodificaciones en la composicidén lipidica, producen cambios en la
fluidez de mehbram, que podrian ser suficientes para alterar diversos
procesos celulares tales como: transportes mediados, propiedades de
enzinas de membrana y afinidades de hormonas por sus receptores. Pero,

los efectos que producen las modificaciones en los lipidos de membrana
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son muy complejos, varian de unas células s otras y son diferentes en
cada uno de los fenémenos estudiados (Chapman &f &l.. 1985).

En los animales existen varias familias de 4cidos polienoicos,
que difieren entre si por el mimero de 4tomos de carbono existente
entre el grupo metilo terminal y el doble enlace més proximo. Estas
familias (ver Esquema b5) reciben el nombre de su 4cido graso
precursor, concretamente: palmitoleico (n-7), oleico '(n-9), linoleico
{n-9) y linolénico (n-3) (Brenner, 1974, 1977). ’

Los 4cidos grasos que constituyen 1los fosfolipidos son
sintetizados en el reticulo endopldsmico de la célula, a partir de
4cido 1linoleico y o ~linolénico ({4cidos grasos esenciales), que
mediante reacciones, alternadas, de desaturacién y elongacién dan
lugar a Acidos grasos més insaturados y de mayor peso molecular.

De las dos reacciones microsémicas, desaturacién y elongacidn,
las de desaturacién desempefian un papel primordial en la hiosintes'is
de 4cidos poliénicos y estén catalizadas por distintas A-desaturasas.

Bremner (1966, 1974, 1977) ha descrito la Ag, Ay Yy Ag-desaturasas

hepaticas, y se postula la existencia de uma A4-desaturasa. Todas

estas enzimas utilizan como sustrato un 4cido graso unido a CoA. En
general las desaturasas muestran mayor afinidad por el sustrato més
insaturado, compitiendo los distintos sustrato por el enzima. E1 orden
de preferencia seria: familia del 1linolenico =>1linoleico >oleico
>palmitoleico.

La Ag-desaturasa ocupa una posicién clave en la ruta biosintética

de 1los 4cidos grasos poliinsaturados, ya que, regula la sintesis de

édcido araquidénico (20:4, n-6), catalizando la conversidn de A4cido



Esquema 5. Biosintesis de 4Acidos grasos saturados e insaturados ¥
destino de los a4cidos poliénicos en los animales. Enzimas desaturasasa

(Ag, Ag, A ¥ A4). = enzimas elongasas: —s TX: trombosanos; PG:

protaglandinas; PGI:. prostaciclinas; LCT: leucotrienos.

Familia (n-7): 16:0, Acido palmitico; 16:1(n-7), 4cido palmitoleico.

Familia (n-9): 18:0, Acido estedrico; 18:1(n-9), é4cido oleico. 20:3(n-9),
4cido 5,8,11-eicosatrienoico.

Familia (n-6): 18:2(n-6), 4cido linoleico; 20:4(n-6), &cido araquiddnico .
Familia {n-3): 16:3{n-3), é4cido X~linolénico.
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linoleico {18:2, n-6) a &cido ¥-linolénico (18:3., n-6). De modo que
una nhodificacién de su activided, repercutiria rdpidemente en la
biosintesis de todos los é&cidos grasos superiores (Brenmer, 1977).

Los estudios de Bremner e¢ &2. {1974, 1976, 1977, 1981) han demostrado
que la Ag-desaturasa estd bajo control de diferentes factores

alimenticios, hormonales y ambientales. La falta de 4&cidos grasos
esenciales aumenta su actividad y los poliinsaturados de cadena larga
la disminuyen retroinhibicidn.

La Ag-desaturasa cumple una funcidn importante en la desaturacién
de 4cidos grasos de 20 4tomos de carbono, principalmente en 1la

conversidn del acido 8.11,14~eicosatrienoico {20:3,n-6) a

5,8,11,14~-eicosatetraenoico (20:4,n-6), ambos precursores de los
prostenocides. Le actividead Ag-desaturasa se modifica por conponentes

alimenticios y hormonales, y mecanismos competitivos y de induccidn.
Por ejemplo, la deficiencia en acidos grasos esenciales disminuye su
actividad. La trioleina y los écidos grasos poliinsaturados de Ila
serie del 1linoleico producen una reactivacién del enzima (Bremner,
1981).

Recientemente, Garg ef al.. ( 1988) han puesto de manifiesto que

el enterocito posee actividad Ay y Ay desaturasa, postulando que el

propio .enterocito podrisa sintetizar parte de 1los 4cidos grasos
necesarios para formar los fosfolipidos de sus membranas, y pera la
sintesis de lipoproteinas.

Segin lo indicado anteriormente, las desaturasas desempefian un
papel importante en la provisién de estructuras adecusdas para

determinar las propiedades fisico-quimicas convenientes de las
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membranas bioldgicas, y servir, ademds, de precursores de sustancias
especificas de gran actividad bioldgica. Por ello, en situaciones
patolégicas como disbetes mellitus, ingestidén crinica de alcchol o
reseccidn intestinal, las alteraciones en la composicidn quimica de
las membranas celulares podrian deberse a cambios en la actividad de
estas desaturasas, lo que daria lugar a variaciones en las propiedades
fisicoquimicas de 1las membramas y como consecuencia, en las

caracteristicas de los distintos sistemas de transporte.

1.3.1. MODIFICACIONES DE LA COMPOSICION LIPIDICA DE HENBRANAS
HICROSOHALES Y ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Los microsomas se definen como fragmentos de reticulo
endoplésmico obtenidos mediante la homogeneizacidn de las células de
un tejido. Estos fragmentos forman vesiculas que se pueden aislar por
centrifugacidn diferencial. La composicién media de las nembranas
Ricrosomales es de un 70-75% de proteinas y alrededor de un 27X de
lipidos, siendo el 80X de estos dltimos fosfolipidos y el resto
colesterol libre (Ericksson & al.. 1970).

Numerosos trabajos han estuwdiado 1la relacion entre la
composicidén lipidica de las membranas microsomales y la actividad de
las enzimas implicadas en el metabolismo de dichos lipidos.

Spector #¢ &2. (1980) comprobaron que la actividad ACAT en
microsomas hepdticos de ratas alimentadas con una dieta rica en Aacidos
grasos poliinsaturados era mids alta que en los de ratas alimentadas
con dieta suplementada con é&cidos grasos saturados. A su vez, los

microsomas de animales con una dieta rica en polinsaturados
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preséntaban uns mayor proporcién en 4cidos grasos insaturados,
18:2{n-6) y 20:4{n-6), no registrandose diferencias en el contenido de
colesterol o fosfolipidos, postulando que los cambios en la actividad
ACAT se debian a una alteracidn en la composicidn de &cidos grasos de
la membrana.

Field y Salome (1982) encontraron resultados anAlogos en
microsomas de intestino de conejo, -admistrando dietas de distinto
contenido en 4dcidos grasos y colesterol. Field &f al.. (1987) llegaron &
la misma conclusién al estudiar la actividad .HHG-CoA reductasa en
higado de conejos. Sin embargo, no descartaron la posibilidad de que
el colesterol libre enddégeno ejerciera una funcién reguladora sobre la
enzims ACAT, ya que conejos alimentados con colestiramina, mostraron
una disminucidn en los niveles de colesterol microsomal que iba
acompafiada de un decremento de la actividad ACAT.

Innis (1986) observd en ratas controles, una clara rela‘cién
entre los niveles de {n-6) y (n-3) de microsomas hepéticos y altas
actividades ACAT. ‘

Davis y Poznansky (1987) encontraron que un aumento en la
relacién colesterol/fosfolipidos en microsomas de fibroblastos humanos
deba lugar a una supresifén de la actividad HMG-CodA reductasa y a una
disminucién de la fluidez de membranma, sugiriendo que el colesterol
podria regular su propia biosintesis, al menos en parte, mnediante
cambios en la fluidez de membrana producidos por el propio colesterol.

Todas estas observaciones indican que, con independencia de la
regulacidon por el colesterol (ver spartados 1.1 y 1.2), la actividad
de estas enzimas (HNG-CoA reductasa y ACAT) se afecta por la

coxposicidén lipidica de la membrana.
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1.4. CIRCULRCION ENTERG-HEPATICA.

Como es bien sabido, las sales biliares se sintetizan en el higado
a partir del colesterol, se secretan por la bilis al intestino delgado
donde, una vez cumplidas sus funciones fisioldgicas, son reabsorbidas
Y transpprtadas de nuevo por via portal al higado. De esta forma se
mantiene un depdsito constante, relativamente grande, de sales
biliares, a pesar de una pequefia sintesis hepatica de las mismas. Este
ciclo que realizan las sales biliares recibe el nombre de circulacidn
entero-hepdtica (CEH), |

Una interrupcidén en la CEH de sales biliares conduce a una alta
reduccion en las concentraciones de sales biliares tisular y
endoluminal, que da por resultado cambios en la absorcién de grasas.
Como cosecuencia, se producen profundas modificaciones en el
metabolismo del colesterol que afectan a todos los tejidos del
organismo. Esto se hace mds evidente en el higado e intestino, ya que
son las principales fuentes de colesterol (Packard y Shepherd, 1962;
Kuipers ¢ al.. 1985).

La CEH puede quedar interrumpida patoldégicamente a nivel hepatico,
biliar o intestinal. En el higado, por uma alteracion en el
parénquima, & nivel de las vias biliares intra o extrahepdticas por
una obstruccidén funciomal u orgdnica de las mismas, y & nivel
intestinal, por un fallo del ileon en 1la reabsorcién de sales
biliares, bién sea por una lesidén de la mucosa o por una intervencidn

quirdrgica.
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1.4.1. EFECTOS DE LA INTERRUPCION DE LA CEH.

1.4.1.1. Sobre la sintesis de colesterol.

Experimentalmente la interrupcién de la CEH puede lograrse
por distintos métodos, siendo uno de ellos la administracidn oral de
colestiramina, resina de intercambio idnico que fija sales biliares.

La administracién a ratas de una dieta gque contiene
colestiramina durante 72 h, da lugar a un aumento de la actividad
HMG-CoA reductasa hepdtica, no modificdndose la relacidén reductasa
fosforilada/defosforilada. Esto significa que en estas condiciones, la
regulacidn a largo plazo de la biosintesis de colesterol no es.dehida
a cambios en el estado de fosforilacién de la enzima, sino a
variaciones en la actividad total de la nisma. Sin embargo, no puede
descartarse que, como nmecanismo de urgencia, puedan ocurrir
variaciones en el estado de fosforilacidn dentro del periodo de tiempo
inmediato el inicio de la edministracién de colestiramina (Brown e¢
&l.. 1979; Erickson e&¢ &l., 1980).

Kuipers &¢ al. (1985) comprobaron que la desviacidn total de
la bilis en ratas no anestesiadas, producia un aumento de la actividad
reductasa hepatica de aproximadamente 5 veces & los 8 dias del
tratamiento quirdrgico, recuperéndose los niveles de actividad normal
a los dos dias de 1la restauracién de la CEH. Igualmente, 1la
interrupcién de la CEH en estos snimales didé lugar a un descenso
drédstico en los niveles de colestrerol plasmitico, que gradualmente se
fueron recuperando, produciéndose una tuerf.e subida de éstos tras la

restitucidn de la circulacidén normal de la bilis. Este sumento
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gradual en los niveles de colesterol era debido, segun los autores, al
aumento en la sintesis de colesterol producido durante el drenaje de
la bilis, que se sumd a uma mayor absorcién de colesterol en el
momento de restituir la CEH. Sin embargo, los datos de colesterol
sérico obtenidos tras la ileoctomia no son concluyentes. Asi, mientras
Vazquez et col. (1986) obtuvieron una tendencia al aumento en los
niveles de colesterol plasmAtico tras la reseccidn ileal en ratas,
Mietteninen y Peltokallio ({1971) observaron que 1los valores de
colesterol sérico eran normales en pacientes con ileoctomia, indicando
que la pérdida de colesterol tras la reseccién ileal estaba
suficientemente compensada por un aumento en su biosintesis. Por
tanto, el mecanismo por el cual la HIG-CoA reductasa hepatica se
estimula como consecuencia de la interrupcidén de la CEH no estd muy
claro. Se ha sugerido, que el aumento de sintesis de sales biliares
producido a partir de colesterol durante la interrupcién de la CEH
disminuye el pool de colesterol microsomal, anulando de esta forma la
retroinhibicién a la que estd sometida la HNG-Cod reductasa por el
colesterol (Stange y Dietschy, 1985).

En relacion con la sintesis intestinal de colesterol en
respuesta a la interrupcién de la CEH, las variaciones en el "pool”
de 4cidos biliares no alteran directamente 1la actividad HMG-CoA
reductasa, y parece estar regulada por cambios en la entrada de
colestercl al enterocito. El1 aumento en la actividad HNMG-Cod reductasa
intestinal producido por la interrupcidn de la CEH es particularmente
evidente en las células apicales de la vellosidades, que son las que
normalmente estédn asociadas con las absorcidn de colesterol y sales

biliares, y. en yeyuno mAs que en ileon. (Panini &¢ &l.. (1979).
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Stange y Dietschy, 1985).
1.4.1.2. Sobre la esterificacidn de colesterol.

Los efectos de 1la interrupcion de la CEH sobre 1la
esterificacién de colesterol han sido menos estudiados. Se ha
observado que la administracidén de colestiramina a ratas no altera la
actividad ACAT hepdtica, ain cuando la biosintesis de colesterol se
aumenta (Erickson &¢ &l.. 1980). Por otro 1&&0, recientenente Innis
{1986) ha comprobado en ratas, que la colestiramina no preduce cambios
en el nivel de colesterol microsomal hepdtico, ni en la actividad
ACAT.

Respecto al intestino, la administracién de colestiramina a
conejos da lugar a una disminucidn del "pool® de colesterol microsomal
junto con una reduccién de la actividad ACAT intestinal, sin afectarse
la composicidn en Acidos grasos de la membrana microsomal (Field y
Salome, 1982). 5in embargo, Gallo &f a&l. (1984b) efectuando uma
derivacién del conducto biliar emn ratas, no encontraron variaciones en
la actividad ACAT \intestinal. Andlogos resultados fueron obtenidos por
Stange y Dietschy (1985), adiministrando colestiramina o "surformer”

{secuestrante de sales biliares y de colesterol, respectivamente).

1.4.1.3. Scbre la absorcién dg sustancias liposolubles (colesterol v
écidos grasos).

En general, la interrupcién de la circulacién entero-hepatica
da lugar a una walabsorcién de lipidos, que toma especial importancia

en el caso de los Acidos grasos esenciales. La deficiencia en Acidos
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grasos esenciales puede causar distintas alteraciones, entre ellas:
disminucién del crecimiento, alteraciones en la piel, baja resistencia
a infecciones, reduccidén de la contractilidad miocardica., aumento de
la agregacion plaquetaria, disminucién en la sintesis de
prostanglandinas, etc. (Chow y Hollander, 1979a).

Antes de dicutir los efectos de la interrupcidn de la CEH (por
la reseccién intestinal) sobre 1la absorcién de 4cidos grasos y
colesterol, trataremos brevemente los mecanismos que controlan su
transporte intestinal en condiciones normales, .y s concretamente los
de A4cidos grasos, ya que los de colesterol se han aencionado
anteriormente (apartado 1.2.1).

Tanto el 4&cido linoleico como el -linolénico no pueden ser
sintetizados por los animales, de ahi que reéiban el nombre de
esenciales y deban aportados por desde la dieta. Chow y Hollander
(1978) describieron por primera vez el mecanismo de absorcién In vitre
del 4cido araquidénico en yeyuno de ratas. A concentraciocnes
fisioldgicas, en el orden de pM, el &cido araquidé_nico se absorbia por
un mecanismo de difusién facilitade. Por el contrario, a altas
concentraciones, el mecanismo de absorcidén principal era el de
ditusidén simple. Igualmente, observaron que la absorcidn dependia del
pH luminal, aumentando con la acidez en un rango entre 7.4-5.4.Por lo
tanto, la relativa acidez del contenido intraluminal del intestine
delgado proximal comparado con el distal, supondria una ventaja para
la absorcidn del 4cido araquidénico en el yeyuno. El1 &cido oleico,
linoleico, y linolénico inhibian la absorcién de araquidénico en el
yeyuno, lo que podria indicar que los dcidos grasos presentes en la

dieta interaccionan entre ellos para su absorcidn. Asi, se postula la
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existencia de un transportador denominado genéricanehte como FABP
{proteina captadora de &cidos grasos) que media la absorcidn de estos
dcidos grasos insaturados de cadena larga, compitiendo entre ellos por
el transportador.

Al estudiar el mecanismo de transporte del Acido linoleico en el
yeyuno 212 vilrs (Chow y Hollander, 1979a) e in vive (Chow y Hollander,
1979b) se observé que éste presentaba las mismas caracteristicas que
las del 4cido araquidénico. De la misma forma, su absorcién se inhibe
por la presencia de otros 4cidos insaturados, duiz&s por competir por
el mismo transportador (Chow y Hollander, 1979a).

La absorcion de 4cidos grasos de cadena media (5-12 carbonos)
se ha estudiado en yeyuno y colon, comprobando que su absorcién se
realiza por un proceso de difusién pasiva, aumentardo el coeficiente
de perneabilidad de la membrana con la longitud de la cadena carbonada
{Thomson y Dietschy, 1981). Las manipulaciones en la composicién de la
dieta, el envejecimiento y diversos procesos patolégicos como diabetes
mellitus y alcoholismo crémico, dan lugar a .variaciones en la
ah:orcién de estos acidos grasos, en parte mediados, por los cambios
en la resistencia de la capa de agua no agitada y variaciones en la
composicién lipidica de 1la membrana del borde en cepilloc que se
producen como consecuencia de estos procesos (Thomson, 1980; Thomson,
1981. Thomson, 1986e, 1986b. Thomson et al., 1986).

La reseccién intestinal da lugar a mecanismos compensatorios en
el intestino remanente que contrarrestan la disminucién de la superfie
funcional de éste (Bolufer ef al.. 1986; Molina &¢ al.. 1986. Yazquez
et al.. 1987, Vazquez e! &l.. 1988a, 1986b). La adaptacién intestinal

€s mayor después de una reseccién de yeyuno que de una reseccidn ileal
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(Dowling y Booth, 1966).

Thomson (1986a) observé que en conejos con reseccién 1ileal
aumentaba la absorcién de colesterol, tanto en el yeyuno remanente
como en colon, efecto que se atribuyé a cembios en la composicién
lipidica de la membrana de borde en cepillo, que bacian alterar la
permeabilidad al colesterol. Asi, Gray &¢ &2. (1984) observaron
variaciones en la composicién 1lipidica y fluidez de 1la membrana de
borde en cepillo en ratas reseccionadas. Sin embargo, segin Keelan e¢
&l, (1985) la reseccién ileal en conejos no produce modificaciones en
la composicidn lipidica en dicha membrana. También se ha observado que
la composicidén de la dieta puede modificar la capacidad adaptativa
del intestino remanente para la absorcién de colesterol (Thomson,
1986a, 19686b; Thomson e &l1.. 1987).

Los efectos de la interrupcién de la CEH sobre la absorciémn de
dcidos grasos no se han investigado en profundidad, y varian segun el
4cido graso estudiado. En conejos, la reseccién ileal provoca cambios
en la permeabilidad del borde en cepillo para 4cidos grasos saturados
y el efecto de la reseccidn intestinal sobre la absorcién de dichos
sustratos se afecta por la composicién de la dieta (Thomson, 1986a;

Thomson &Z &l.. 1987).



2. OBJETIDG BEL TRABAJO
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Como ya se ha indicado a lo largo de la introduccion, 1la
interrupcién de la CEH afecta a diversos aspectos del metabolismo del
colesterol, y uno de los métodos para interrupir la CEH es la
reseccién del intestino delgado distal.

Por €110 nos pareci¢ ilnteresante estudlar y Comparar, 1los efectos
de dos tipos de reseccién del intestino delgado distal ({50 'y 76%)

sobre el metabolismo de colesterol (hepdtico e intestinal), ¥y sobre
la absorcién intestinal de 1lipidos, a 1las seis semanas de la
operacidn, de acuerdo con el siguiente esquema de trabajo:

1) Determinacidén de las actividades HNMG-Co A reductasa y la ACAT. en
el higado e intestino.

2) Determinacién de 1la composicién 1lipidica de 1las membranas
microsomales hepdticas e intestinales, asi como la composicién en
4cidos grasos de sus fosfolipidos, con el fin de conocer el posible
efecto modulador de las mismas sobre la actividad de estas enzimas.

3) Determinacién de la composicién lipidica del tejido hepdtico ¥y
suero, junto con el perfil en A4cidos grasos _de sus distintas
fracciones, que nos indicaria la respuesta general del organismo a la
reseccion.

4) Estudio de la absorcién de colestercl y é&cido linoleico (4cido

graso esencial) en el yeyuno, ciego y colon.



3. MATERIAL ¥ METEDBOS
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Todos los experimentos fueron llevados a cabo con ratas macho de
raza Wistar, de 3 meses de edad y cuyos pesos oscilaban entre 290 y
380 g¢g. procedentes del Servicio de animales de Laboratorio de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla. V
Los animales fueron alimentados &d Zibifum con una dieta standard

A-04 de Panlab®, cuya composicién fué la siguiente:

Lipidos 3.5 %
Proteinas 19.0 X
Glucidos 66.0 ¥
Celulosa 50X
Hinerales 5.5 %
Vitaninas 1.0%

‘La composicién en dcidos grasos de la fraccidn lipidica fué:

16:0 18.0 ¥
16:1(n-7) 2.3 %
18:0 40X
18:1({n-9) 20.7 ¥
18:2{n-6) 49.4 X
18:3(n-3) 3.4 K
20:0 0.1 %
20:1(n-9) 1.6%
22:0 0.3 %



a4

3.2. RERCTIDGS.

Los reactivos para las determinaciones enzimdticas, asi como el
colesterol, 4cido linoleico, Acido linolénico, ousbaina y rotenona
procedian de la firma Sigma Chemical Co. (Inglaterra).

Los Kits para las determinaciones de lipidos y sus fracciones en
suero fueron suministrados por QCA, Boehringer MNManheim y Wako Pure
Chemical Industries.

Los radioisdtopos procedian de la firma New England Nuclear.

Los restantes ‘reactivos empleados fueron de grado analitico de

las firmas lMerck y Panreac.

3.3. APARATOS.

Las determinaciones espectrofotométricas se efectuaron en un
espectrofotometro Shimadzu UY¥-110-02. Las medidas de radioisotopos se
hicieron en un contador de centelleo liquido Kontron, mod.
Betamatic-I. Las centrifugaciones se realizaron en uma centrifuga
Beckman mod. J2.21, en uns ultracentrifuga Beckman mod. Spinco L/LZ ¥y
en una microcentrifuga Eppendorf 65445. Las pesadas de los tejidos se

efectuaron en una balanza analitica Sartorious 1207 lP2.
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3.4. TECNICA QUIRURGICA.

Los animsles se distribuyeron al azar en tres grupos
experinentales:

- ratas controles

- ratas con reseccion del 50X del intestino delgado distal

- ratas con reseccidon del 75X del mismo.

Veinticuatro horas entes de la operacidon, las ratas se mantienen
€n ayunas, y con agua &d Jiditum Transcurrido este tiempo, se
anestesian por via intraperitoneal con pentobarbital sédico (4.5
ug/100 g de peso), controlando el grado de anestesia por 1la
observacion de los reflejos corneal y oculo-parpebral. Tras practicar
la laparatomia media, las ratas asignadas a los grupos de reseccién se
sometieron a la intervenciém quirirgica descrita por IMurillo e? a2
(1975). Para ello, una vez localizado el intestino y determinada la
Zona que vamos a excluir, se 1ligan los wvasos de esta zona,
secciondndolos a continuacién y cortando el intestino por las zonas
previmente sefialadas. Finalmente se realiza 1la anastomosis
término-terminal, preservando en todo momento la vdlvula ileocecal, ¥y
se cierran los planos peritoneal y muscular y piel.

En el caso de las ratas correspondientes al grupo control, se
procede unicamente a cortar el intestino delgado {sin excluir parte
alguna), realizando a continuacidn ls anastomosis término-terminal.

Una vez finalizada, 1los animales se alojaron en Jaulas
individuales con un ciclo noche/dia de 12 horas (4:00-16:00/
16:00-4:00).

Por regla general, el periodo de recuperacién fué de una semana
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y. el porcentaje de mortalidad oscild alrededor de un 9%,
produciéndose las muertes siempre en el periocdo postoperatorio.
Todos los experimentos se realizaron & las seis semanas de la

reseccidén intestinal.

3.5. DETERMINACION BE LAS ACTIDIBADES ENZIMATICAS.

3.5.1. OBTERCION DE HUESTRAS.

Seis semanas después de practicar la reseccidn intestinal, las
ratas se sometieron a una periodo de ayuno de aproximadamente 12
horas, tras el cual furon sacrificadas mediante dislocacidn cervical,
entre las 9 y 10 a.m. (mitad del periodo nocturno), momento de méxima
actividad de las enzimas estudiadas (Browm et al., 1979; Stange y
Dietschy, 1985).

Posteriormente, el  Thigado, intestino delgado proximal
(yeyuno), ciego y colon se extrajeron rapidamente., y se procesaron

como se describe a continuacién.

3.5.1.1. HMucosa intestinal.

Para eliminar el contenido intestinal, 1los segmentos de
intestino se laveron con solucidn salina (NaCl 0.9%) fria con ayuda de
una jeringa. Una vez medida la longitud de estos segmentos (yeyuno y
colon) y sus pesos himedos (yeyuno, ciego y colon) se raspdé la mucosa
de‘ cadea uno de ellos con ayuda de dos portacbjetos de vidrio,

determindndose también su peso. Répidamente estas mucosas se
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congelaron en N, liquido y se almacenaron a -70 °C hasta el momento de

realizar los ensayos enzimdticos., queen este caso - fué la

determinacién de actividad HMG-CoA reductasa.

3.5.1.2. Microsomas hepdticos e intestinales.

Para la obtencién de los microsomas hepdticos el higado se
lavé con solucidén salina (NaCl 0.9%) fria. Una vez pesado ¥y troceado,
se homogeneizd en 3 volUmenes de tampon Hepeé 10 =i (pH 7.4). que
contenia: sacarosa 0.26 ln, EDTA 20 mM, EGTA 2 nmlMf y DIT & nll,
utilizando un homogeneizador de tejidos con pistilo de tefldn. Para
determinar la actividad HG-CoA reductasa presente en el higado en el
momento de la extraccidén (reductasa activa defosforileda), se afiadid
al medio de homogeneizacidén NeF 50 alf que actua como inhibidor de las
defosforilasas durante el proceso de homogeneizacidn.

El homogeneizado resultante se ’centritugé a 500xg durante 12
minutos, para separar nucleos y células que no se han roto. El
sobrenadante obtenido se volvid a centrifugar dﬁrante 20 minutos a
12000xg para sedimentar las mitocondrias y lisosomas, centrifugacidn
que se repitidé, tras la separacién del sedimento, para asegurar la
total eliminacién de éstas. El1 sobremadante postmitocondrial se
centritugé a 105000xg durante 60 nminutos, resuspendiendose el
sedimento (fraccidén microsomal) en tampén de homogeneizacién en

proporcién 1:3. Los microsomas resuspendidos se congelaron en N,

liquido y se conservaron a -70 °C hasta el momento del ensayo.

En estas muestras microsomales se determind actividad HNG-Cod



reductasa y ACAT.

Para obtener 1los microsomas intestinales, 1los distintos
seguentos (yeyuno, ciego y colon) recién extraidos, se lavaron
previamente con solucién salina fria para eliminar el contenido
intestinal y, una vez determinadas sus longitudes (yeyuno y colon) ¥
pesos hiimedos (yeyuno, ciego y colon) se abrieron longitudinalmente,
se rasparon las mucosas y se pesaron. La mucosa de cada segmento se
troced y se homogeneizé utilizando el mismo medio descrito para los
microsomas hepdticos. Las siguientes operaciones fueron similares a
las realizadas para la obtencidén de los microsomas hepdticos. En estas
muestras se determind la actividad ACAT intestinal.

Todas las operaciones llevadas & cabo para el aislamiento de
microsomas se efectuaron a 4 °C.

Los pesos de intestino se determinaron con aproximacién de 1
mg. Para la medida de la longitud intestinal se siguié el método
descrito por Vidal-Sivilla e¢ &l. (1950). Segin éste, el segmento
intestinal a medir se fija por un extremo y se cuelga al otro un peso
de 30 ¢, lo que provoca una distensidn médxima. Ls longitud medida en
estas condiciones con aproximacidén de 1 mm se multiplica por el factor
0.6 para referirlo aproximadamente a la longitud propia del intestino

in situ
3.5.2. DETERMINACION DE ACTIVIDAD HNMG-CoA REDUCTASA.
La actividad de esta enzima se determindé segun el método

descrito por Shapiro e&¢ al. (1974), ligeramente modificado, midiendo

la formacién de mevalonato radicactivo & partir de 14C-HNMG-Coi, usendo
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SH-mevalolactona como estandard interno.

La determinacién se realizd en microsomas hepaticos y en
mucosa inteatinal de yeyuno. ciego y colon. El medio de reaccidn
contenia en un volumen final de 150 pl: tampén imidazol 50 mM (pH 7.4)
NaCl 0.25 M, EDTA 20 mM, EGTA 1 mM y DIT 5 ml Los extractos
microsomales hepadticos se diluyeron con este tampdn hasta conseguir la
cantidad adecuada de proteinas. Las nucosas intestinales se
homogeneizaron en este medio, en proporcidn 1:3, al que se adiciciond
NaF 50 mlf {al igual que en los microsomas hepdticos) en el caso de
homogeneizar aguellas muestras en gque se iba a medir la actividad
reductasa presente en el tejido Im wive Posteriormente, los
homogeneizados se diluyeron hasta alcanzar la concentracidon dptima de
proteinas.

Para el ensayo de la enzima se siguieron béAsicamente 1las
siguientes etapas:

- en tubos de polietileno desechables se preincubaron a
37 °C, durante 15 min 200-400 ug de proteina microsomal o mucosal en
100 pl del medio de reaccion descrito en el parrafo anterior.

- la reaccidén se inicié con la adicidén de 50 pl de tampdn
imidazol 50 mlf (pH 7.4) que contenia: RaCl 0.25 mM, EDTA 20 aM, EGTA 1
mM, DTT 5 mM, glucosa-6-fosfato 110 mif, NADP 13 mM, 1 unidad de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 1 mi de 1%C-DL-HNMG-Coi (Re=2000
dpu/rmol para microsomas hepdticos y 5000 dpm/nmol para mucosa de
intestino). La mezcla se incubd & 37 °C durante 30 minutos.

- transcurrido el tiempo de incubacién la reaccién se detuvo
com 25 pl de HC1 1 N.

- a continuacidn se agregaron a cada tubo 25 ul de HCl 1 N que
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contenian 0.76 mg de SH-mevalolactona, con una radicactividad de
3000-4000 dpm. La JH-mevalolactona se utiliza como estandard interno,
mediante el cual pueden cuantificarse las pérdidas producidas en las
etapas posteriores.

- la mezcla se mantuvo a 37 °C durante 30 minutos.

- finalmente los tubos se centrifugaron 1 minuto a 1000xg en
una nicrocentrifuga, con el fin de sedimentar las proteinas. El
producto de la reaccidn se aislé y se determind en el sobrenadante
obtenido.

La mevalolactona puede ser facilmente separada del HNG-Cod y
de sus productos de hidrdélisis mediante cromatografia en capa fina.
Para ello se emplearon placas de Silicagel G (tipo 60, Merck) de 20 x
20 cm vy de 0.4 mm de espesor (50 g de Silicagel en 100 ml de agua
destilada) activadas a 110 °C durante 60 minutos. Inmediatamente
después se aplican 50 pul de cada uno de los sobrenadantes a unos dos
ck del borde inferior de la placa. Posteriormente las placas se
introducen en las cubetas que previamente se mantuvieron cerradas
durante al menos 60 min conteniendo un sistema benceno:acetona (1:1)
para conseguir uma saturacidén completa, y una vez que el frente
alcanza el extremo superior, las placas se sacan y se deja evaporar la
fase movil. El1 revelado se hizo con vapores de iodo y las zonas donde
se encontraba la mevalolactona se rasparon y se depositaron en viales
de centelleo liquido, a los que se afiadieron 10 ml de liquido de
centelleo (Triton X100-tolueno-PP0). Sequidamente se determiné 1la
radiactividad presente en cada muestra.

Ademds de 1os viales problema, cada experimento constaba:

a) de 2 viales con 50 pl cada uno de la solucidén que contenia
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14¢_pL-m1GCoa, que constituyen el patrdn de 14c, a partir del que se
calculd la radiactividad especifica (Re) en dpm/nmol.

b) de otros dos viales con 26 pl cada uno de solucidn
clorhidrica de YH-mevalolactona, que constituian el patrén de H, a

partir del cual se calcularon las pérdidas, o factor de rendimiento
{f).
La actividad especifica del enzima (A,) se calculd en cada

caso segun las siguientes expresiones:

As=dpm 1%C, . £ / Re. p. t. donde,

t = dpu “H; / dpm H,

dpn -"I-Ip = desintegraciones por minuto de “H contenidas en el
patrén (estandard interno).

dpn “H, = desintegraciones por minuto de “H contenidas en la
muestra.

dpm14C, = desintegraciones por minuto de 14¢ contenidas en la

muestra.
p = miligramnos de proteinsa presentes en la muesira.
t = tiempo de incubacidn en minutos.

El ensayo se hizo por duplicado para cada muestra.
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3.5.3. DETERHMINACION DE LA ACTIYIDAD ACAT.

La actividad de esta enzima se determind bésicamente segun el
método descrito por Field y Salome (1982). En el ensayo se nide la
formacién de oleato de colesterol radicactivo & partir de
19c-01eil-Coa ¥ usando SH-0leato de colesterol como estandard interno.

Las determinaciones se realizaron en la fraccidn microsomal de
higado, yeyuno. ciego y colon.

El medio de incubacién consistié en tampdén Tris-HC1 0.1 1
{pH 7.4) que contenia: sacarcsa 0.25 M, DTT 1 mif, EDTA 1mM y 1.25
mg/ml de albumina sérica bovina libre de édcidos grasos. Los extractos
microsomales se diluyeron con este mismo medio hasta conseguir 1la
concentracién edecuada de proteinas.

Basicamente se siguieron las siguientes etapas:

- 400 pl de suspensién microsomal se preincubaron durante 5
minutos en tubos de vidrio a 37 °C. Esta suspensién contenia 200-400
pg de proteina microsomal en el caso del microsomas de higado o de
intestino delgado y 100-200 pug de proteina microsmal en el caso del
ciego y colon.

- la reaccién se incicid con la adicién al medio de 100 ul de
medio de incubacién que contenian 20 mmoles de 1%4C-o0leil-Coid (Re=5000
dpu/rmol para microsomas hepdticos y 8000 dpm/nmol para microsomas
intestinales). ’

- la mezcla se incubd a 37 °C durante 8§ mnin para los
microsomas hepdticos, 4 min pars los de intestino delgado y colon ¥y 6
ninutos para microsomas de ciego.

-la reaccidon se detuvo agregando al medio 1 ml de
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cloroformo:metanol {2:1, v/v) y agitando vigorosamente.

- a8 continuwacién se afiadid a cada tubo 3000 dpa.
aproximadamente, de JH-oleato de colesterol y 0.5 mg de oleato de
colesterol, disueltos en cloroformo. Eastes productos actuaron coRe
estandard interno y portador., respectivamente.

- los tubos se agitaron vigorosamente, y se centrifugaron a

continuacién para separar las fases. La fase cloroférmica se concentrd
en corriente de N> bhasta un volumen apropiado para ser

cromatogratiada.

La cromatografia se realizdé sobre placas de Silicagel 60 H
preparadas y activadas como ya se indicé en el apartado 3.5.2 y se
desarrollaron en} un sistema hexano:éter etilico:dcido acético glacial
(80:20:1). Al mismo tiempo se cromatografiaron patrones de oleato de
colesterol ¥y de triglicéridos, para identificar 1las bandas
correspondientes a éstos y evitar raspar, por error, parte de la banda
correspondiente a los triglicéridos, que aparece imnmediatamente por
debajo de los ésteres de esteroles. Tras el revelado de la placa, que
se realizd con vapores de iodo, las 4reas correspondientes a 1los
ésteres de colesterol se rasparon sobre viales de centelleo y se
contaron en el contador de centelleo indicado anteriormente.

El cédlculo de la actividad especifica se realizdé como se
describe en el apartado 3.5.2.

El ensayo se realizé por triplicado para cada muestra.
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3.6. BETERMINRCIGN DE PROTEINAS.

Las proteinas se determinaron por el mnétodo de Lowry gp

&l. (1951), utilizando albumina sérica bovina como patron.

3.7. ANBLISIS DE LIPIBO

El analisis de 1ipidos del tejido hepatico, microsomas hepaticos
e intestinales y suero sanguineo conprendé: cuantificacién del
contenido  lipidico wmediante su aislamiento, separacion ¥y
cusntificacién de los distintos tipos de lipidos (colesterol, ésteres
dg colesterol, fosfolipidos y triglicéridos ) y determinacién de la

composicion en Acidos grasos.
3.7.1. OBTENCION DE NUESTRAS.
3.7.1.1. Higado.

Con objeto de evitar la contaminacién de las muestras con
hematies, los higados utilizados en este estudic fueron perfundidos
antes de proceder a su extraciém lipidica. Para ello, al animal bajo
ligera anestesis con éter, se 1le practicé la laparatomia media,
implantando una cdnula de salida en la vena cava superior (a través de
1a auriculé derecha) y una cédnula de entrada en la vena porta, a la
vez que se ligaba la vena cava descendente para evitar el desvio de
flujo hacia ella. Previamente, al animal se le administré 100 U.I. de

heparina por via intravenosa (vena satens) con objeto de evitar la
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coagulacidén. La cénula de entrada se conectd a un circuito por el gque
se hizo circular suero fisioldgico a 4 °C utilizando una bomba
peristdltica a una velocidad adecuada durante 5-1i0 min. Una vez limpio
el higado, éste se extrajo rédpidamente y se congeld a -70 °C hasta el

nomento de realizar el estudio lipidico.

3.7.1.2. Microsomas hepdticos e intestinales.

Los microsomas hepadticos e intestinales utilizados para el
eétudio de la composicién lipidica, se obtuvieron segin el
procedimiento descrito en el apartado 3.5.1.2, con la Unica diferencia
de que en el caso de los nicrosomas hepaticos, el higado fué
previamente perfundido para evitar la contaminacidén sanguines.

Los sedimentos nicrosomales, tanto hepaticos CORO
intestinales, se resuspendieron en tampin Hepes 50 mM (pH 7.4)
isotonizado con NaCl 0.25 mM en proporcidén 1:1 y se congelarcn s -70

°C hasta el momento del ensayo.

3.7.1.3. Suero sanguineo.

Los sueros se obtienen a partir de la sangre extraida por
puncidn intracardiaca. Para ello, las muestras de sangre se mantienen
30 minutos a 37 °C y se centrifugan a 1000xg. Los sueros obtenidos se

congelaron a continuacidén a -70 °C hasta el momento de su extraccién.
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3.7.2. AISLANIENTO DE LIPIDOS.

La fraccidén 1lipidica de higado, microsomss wl;epaticoa e
intestinales se extrajo por el método de Folch &2 &l {1957). La
nuestra de tejido o microsomas se homogeneizd en 20 volumnes de la
mezcla cloroformo:metanol 2:1 {v/v) con una ultra-turrax. El extracto
se mezcld con un 20 X (v/v) de KC1 0.1 M con objeto de romper la
emulsién formads permitiendo 1a separacidon de fases. La fase
clorofdérmica se recogid directamente sobre un matraz de rotavapor,
previamente tarado, a través de un filtro de sulfato sdédico anhidro
para eliminar posibles restos de agua. La fase metandlica se extrajo
de nuevo con una cantidad de cloroformo puro equivalente a la extraida |
en la primera separacidn, y el nuevo extracto clorofémico se unié al
anterior.

| Los extractos cloroférmicos se evaporaron hasta sequedad
calculéndose el peso del residuo seco (fraccién 1lipidica).
Posteriormente se resuspendieron en cloroformo:metanol, almacenéndolos
en tubos de vidrio con cierre de teflén en atmdsfera de nitrdgeno.
Dichos residuos se mantuvieron a -70 °C.

Los lipidos del suero se extrajeron por el método de Sperry y
Bland (1975). Para ello se empled una mezcla cloroformo:metanol 1:1,
en proporciodn 1:25 {volumen de suero/volumen de cloroformo:metanol),
realizdndose la extraccién en dos etapas. Primeramente, la muestra
permanecié durante 10 min. en contacto tUnicamente con metancl en
agitacién, para precipitar las proteinas. En segundo lugar se agregé
el cloroformo, dejando la mezcla en agitacién durante 15 min. La

separacién de fases, con recogida de 1la fase clorofdrmica ¥y
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tratamiento posterior de las muestras se realizd de forma andloga a lo
descrito para higado y microsomas.

Una vez aisladas las fracciones lipidicas, los distintos tipos
de 1lipidos a estudiar, fosfolipidos, colesterol, triglicéridos vy
ésteres de colesterol, se separaron mediante cromatografia en capa
fina. Para ello, se utilizaron placas de 20x20 cm de Silicagel H (tipo
60, llerck) de 0.25 mm de espesor.

Sobre las placas, a unos 2 ck del borde inferior se aplicaron
unos 25 mg de lipidos (pesados en balanza analitica) de cada muestra
con ayuwda de un capilar. Paralelamente se cromatograiiaron en cada
placa patrones de fosfolipidos, colesterol, triglicéridos y ésteres de
esteroles. Una vez secas, las placas se desarrollaron en un sistema
hexano:eter etiiico:acido acético 80:20:1 (v/v/v), Yy se revelaron con
vapores de iodo. Tras la cromatografia se obtuve una completa
separacién de triglicéridos y ésteres de colesterol., quedédndo 1los

fosfolipidos en la base, bién diferenciados del colesterol. Una vez
sublimado el I;, las bandas correspondientes a cada uno de estos

lipidos se rasparon, extrayéndose los residuos lipidicos de la silice
con el disolvente apropiado para su posterior sndlisis (cuantificacidn
espectrofotonétrica o determinacidén de la composicidén 1lipidica de

4cidos grasos).
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3.7.3. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE LO3 DISTINTOS TIPOS DE
LIPIDOS.

3.7.3.1. Determinacidn de colesterol vy sus ésteres.

En muestras procedentes de higado, microsomas hepdticos e
intestinales la determinacién de colesterol se realizd por el método
de Huang &¢ &l (1961), basado en la reaccidon de Liebermann-Burchard.
consistente en la aparicidn de un color verdé en las soluciones de
colesterol en presencia de anhidrido acético y écido sulfurico.

El colesterol y ésteres de colesterol se extraen de la silice
eluyéndolos con 14 ml de cloroformo:metanol 2:1 y con 14 mnl de éter
isipropilico, respectivamente. Posteriormente, los eluatos se llevan a
sequedad y sobre los residuos secos se realiza la determinacidn. Para
ello, se adiciona a las muestras 0.2 nl de Acido acético glacial y 3
Bl de una solucidn compuesta por: 30 ml de &cido acético glacial, 60
ml de anhidrido acético, 10 ml de &cido sulfurico concentrado y 2 g de
‘sulfato sddico anhidro. La mezcla se agita vigorosamente y se mide la
absorbancia a 550 nm a los 55 minutos frente a blanco de reactivo. Los
valores de colesterol y sus ésteres se determinaron frente a una curva
de calibrado, preparads anteriormente utilizando colestercl como
patron.

En suero, los lipidos totales se determinaron por el método
de la fosfovainillina (QCA®). E1 colesterol total y libre se determind
mediante Kits colorimétricos enzimdticos (létodo CHOD-PAP de
Boehringer Mammheim® n2 290319 vy Weko Pure Chemical Industries, Ltd.

ne  274-47109, respectivamente), cobteniéndose los niveles de
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colesterol esterificado por diferencia.

3.7.3.2. Determinacidn de fosfolipidos y triglicéridos.

En muestras de lipidos de higado. microsomas hepAticos e
intestinales se utilizd el método de determinidcion de ésteres de
4dcidos grasos de Vioque y Holman (1962). El método se basa en que los
dcidos grasos esterificados reaccionan con la hidroxilamina. La amida
formada como producto de esta reaccién. da lugdr en presencia de Fe**t
a un complejo coloreado que presents un mdximo de absorcidn a 520 nm.

Los triglicéridos y fosfolipidos se eluyeron de la silice con
14 ml de cloroformo y 14 ml de cloroformo:metanol (2:1).
respectivamente. Los eluatos se llevaron a sequedad y sobre ellos se
realiza la espectrofotometria. Esta consiste en sfiadir 1 ml de uma
solu\cién, previamente filtrada, mezcla a volumes 'igmles de NaOH {4 g
de NaOH en 2.5 ml de agua destilada llevados a 50 ml con etanol
absoluto) y de clorhidrato de hidroxilamina (2 g de sal en 2.5 mnl de
agua destilada llevados hasta 5 ml con alchohol 'ahsoluto). Los tubos
sé mantienen a 65-70 °C durante 5 minutos, pasados los cuales se
enfriaron rapidamente, afiadiendo a continuacidn a cada uno 2.5 mnl de

solucién de Fettt (%)

¥ Solucién de Fe***: primeramente se prepara uma solucién stock,

disolviendo la cantidad de FeCl; equivalente a 0.4 g de Fe en 5 nl de

HC1 concentrado. Se afiadie 5 ml de é4cido percldérico al 70% y se
evapora casi a sequedad, diluyendo hasta 100 ml con agua. A partir de
esta solucidn stock se prepara la solucidn de trabajo tomendo 10 ml ¥y
llevdndolos a un matraz de 1 1, al que se afiaden 5 mnl de é4cido
perclorico del 70%, enrasando a 1 1 con alcohol de 95°.
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Tras un pericdo de tiempo de 15 min a temperatura ambiente se
determinan la absorbancias a 520 nm, frente a blanco de reactivo. La
curva patrdn se prepard utilizendo miristato de metilo como estandard.

El peso molecular estimado de fosfolipidos fué de 787 (media
de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) y el de los triglicéridos
de 856 (expresado como tricleato de glicerina).

La determinacidn de fosfolipidos y triglicéridos séricos se
realiza mediante kits enzimAticos colorimétricos (lMétodo de

Boehringer liannheim® y QCA n2 993976 (GPO) ., respectivamente).
3.7.4. DETERHINACION DE LA COHPOSICION EN ACIDOS GRASOS.

La composicién en &acidos grasos de cada fraccién lipidica se
determind por cromatografia gaseosa, para lo cual los acidos grasos se
transformaron en sus ésteres metilicos.

Previamente, cada fraccién a analizar se eluye de la silice
con 14 ml del disolvente adecusdo: cloroformo:metanol (2:1) para
fosfolipidos, cloroformo para triglicéridos y eter isopropilico para
ésteres de colesterol. Los eluatos se llevaron a sequedad y se
saponificaron con 3 ml de metilato sddico 0.2 N calentando a 80 °C
durante 10 minutos. A continuacidn se aflade a cada muestra uma gota de
solucion alcohdlica de fenolftaleina como indicador de pH y se
neutraliza con sulfurico al 6X en mnetanol anhidro, calentando la
mezcla a B0 °C durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo, 1las
muestras se dejan enfriar a temperatura ambiente y 1los ésteres
metilicos formados se extraen 2 veces con 3 ml de hexano. Para

facilitar la separacidn de fases se agrega a cada muestra 5 y 10 ml de
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solucitn saturada de NaCl.

Posteriormente, 1los extractos hexénicos se concentraron vy
cromatografiaron en un cromatdégrafo de gases Hewlett Packard, modelo ‘
5710 A, equipado con un detector de ionizacidén de llama (FID) y una

columna de vidrio de 200 cm, compactada con 3% SP-2310 y 2¥ S5P-2300
sobre 100/120 Cromosorb ¥ A¥. Como gas portador se empled N, (20

nl/minuto). realizando un desarrollo a temperatura programada de 160 a
220 °C, y velocidad de 2 °C/minuto.

Los ésteres metilicos de los 4cidos gfasos se identificaron,
comparando los tiempos de retencién con 1los correspondientes a

muestras patrones de algunos de los Acidos grasos identificados.

3.8. ABSGRCION INTESTINAL.

El estudio de la absorcidén intestinal se realizé en el yeyuno,
ciego y colon utilizando la técnica de sacos evertidos vacios descrita

por Chow y Hollander (1978).

3.8.1. SOLUCIONES DE INCUBACION.

En todos los casos el medio de incubacion utilizado fué
solucién Ringer (sin Ca**) preparada extemporaneamente. E1 pH fué 7.4

para el ensayo de colestercl y 6.5 para el ensayo de 4cido linoleico.
La composicién era: KHCO; 10 mM, K,HPO, 2.4 mM, K;HPO4 0.4 mlf. lMgCly

1,3 nlf v NaCl 140 wml. Este medio contenia los sustratos estudiados
enulsionsdos con taurocolato sdédico 10 mlM.

Las soluciones micelares de colesterol se prepararon segun la



62

técnica de Westergaard y Dietschy (1976) con ligerss modificaciones.
Para ello se disolvieron las cantidades adecuadas de colesterol (0.4
mi) ¥ taurocolato sédico (10 mlf), junto con trazas de 13C-colesterol
en cloroformo:metanol 2:1. El1 disolvente orgénico fué evaporado en
corriente de nitrdgeno y el residuo seco se disolvid en solucidn
Ringer {pH 7.4), previamente gaseada durante 15 minutos y reajustado
su pH. La solucidn se sometidé a ultrasonido durante 10 minutos con
objeto de obtener uma solucidn micelar clara. A partir de esta
solucidn se prepararon las de concentrciones menores, 0.05, 0.1 y 0.2
ml diluyendo con taurocolato sddico 10 mM disuelto en Ringer marcado
con trazas de 1%C-colesterocl.

Las soluciones micelares de 4cido linoleico (0.8 ml) se
prepararon disolviendo 1las cantidades adecuadas de A4cido grasoc ¥y
trazas de 1%C-4cido linoleico en una minima (< del 1X) cantidad de
etanol de 96°. Sobre esta mezcla se afiadié la solucidn de taurocolato
sédico 10 mlf en solucidn Ringer (pH 6.5), previemente gaseada durante
15 minutos y reajustado su pH. La solucién resultante se sometid a
ultrasonido durante 10 minutos con objeto de obtener una solucién
clara. A partir de ésta solucidn se prepararon por dilucidn las de
concentraciones menores (0.10, 0.20 y 0.40 para yeyuno; 0.05 para
ciego y colon).

En el caso de la sbsorcidn de é&cido linoleico y pars los
estudios de cinética de inhibicién se emplea el Acido linolénico como
inhibidor competitivo de 1la absorcién de 4Acido 1linoleico,
adicionindolo al medio de incubacidn a concentraciones de 0.80, 1.50 y
3 nlf, en el caso del yeyuno y a concentraciones de 3 mlf para el caso

del ciego v colon.
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Para estudiar la naturaleza del transporte de &cido linoleico
en los tres segmentos intestinales, se emplea como depresor de 1os
niveles de ATP celulares, una mezcla ouabaina/rotencna {200 pM/80 pif),
adicionada, igualmente al medio de incubacidn antes de ser sometido a

ultrasonido.
3.8.2. TECKICA DE CHO¥ Y HOLLANDER.

Esta técnica emplea sacos evertidos vacios para el estudio de
la'absorcién. De esta manera se preserva el lado serosal del medio de
incubacién, quedando tmicamente expuesto al nismo el lado mucosal.
Para ello, los animales, tras un periocdo de ayuno de aproximadamente
12 horas, se anestesiaron ligeramente por via inhalatoria con éter
etilico. Tras practicarles 1la laparatomia media se extrajeron
rapidamente el yeyuno, ciego y colon, que se lavarom con solucidn
salina fria (MaCl al 0.9%, a 0-5 °C), para eliminar el contenido
intestinal

Posteriormente, los segmentos intestinales se evertieron,
preparéndose trozos de aproximedamente 2 cm de longitud para el caso
de yeyuno y colon, desprecidndose las porciones intestinales que
contenian placas de Peyer para dar homogeneidad & los preparados. En
el caso del ciego, se prepararon dos sacos evertidos de cada drgano.
Los extremos de los trozos se ligaron sin alojar ninguna solucidn en
su interior, debido a que en el corto periodo de incubacidn no se ha
detectado transporte transmural de Acido linoleico (Chow y Hollander,
1979a). Los sacos intestinales asi preparados, se introdujeron en

pequefios erlenmeyer con 8 ml de medio para su incubacidn durante 6
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minutos, a 37 °C y con una agitacién constante de 160
oscilaciones/min.

Tras la incubacién, los sacos se sacaron y se lavaron en una
solucién de taurocolato sdédico 1 mM frio. A continuacidén se secaron
sobre papel humedecido, y se depositaron en viales previamente
tarados, determinindo su peso himedo. Tras secarlos en estufa a 120
°C durante toda la noche, se determind el peso seco. Los tejidos
desecados se saponificaron con HaOH 1 N, se neutralizaron con HCl1 1 N
y a cada vial se le afiadieron 10 ml de liquido de centelleo, para
medir la radicactividad acumulada en el tejido. El liquido de
centelleo wutilizado en todos 1los casos fué una mezcla de

tolueno:triton X-100 (2:1, v/v) que contenia un 15% de P.P.0.

3.8.3. EXPRESION DE LO5 RESULTADOS.

3.8.3.1. C4lculo de 1s sbsorcién.

Las concentraciones de colesterol ensayadas fueron 0.05, 0.1,
0.2 v 0.4 muM. Del medio de incubacidén se tomaron muestras al comienzo
del experimento para su contaje. Los resultados se expresaron como
puoles de sustrato acumulados/mg de tejido hiumedo, en 6 minutos, y se

calcularon segin la siguiente ecuacidn:

puoles de colesterol = dpm tejido x C{miy x V{ul} (1)

ng de tejido himedo dpm medio P(mg)
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donde, dpm = desintegraciones por minuto

C = concentracidn de colesterol en el medio en ul
P = peso del saco intestinal en ng
¥ = volumen de medio de incubacidn tomado para el

contaje en pl.

Para la sabsorcion de 4cido 1linoleico se ensayaron
concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4 v 0.8 mlif para yeyuno, ¥ 0.05 mlf en el
casos del ciego y colon. El cdculo de ls sbsorcidn se hizo de manera
anﬁloga a la descrita anteriormente (i), vy los datos se expresaron
como pmoles de &cido linoleico absorbidos/mg de tejido. en 6 minutos.

Para conocer el valor real de la cantidad de sustrato
acumulado por las células, debemos descontar de la ecuacidn anterior
la cantidad de sustrato presente en el medio liquido adherido a la
nucosa intestinal. Esta se obtiene utilizando PEG 4000, que debido a
su alto peso molecular no puede penetrar en las células. 3Se emplea
SH-PEG 4000 ¥ se calcula el porcentaje de volumen adherido mediante la

siguiente expresidn:

Yolumen adherido(ul) = dpm tejido x ¥{ul) x 100 (2)

100 mg tejido mimedo dpm medio P{ng)

donde dpm, P v ¥V tienen el mismo significado que la ecuacidn
{1).

Una vez conocido el volumen adherido podremos determinar los
proles de sustrato que en é1 se encuentran, y a partir de este valof,

la cantidad real de sustrato captado por cada preparacién.
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3.8.3.2. CAlculo de los pardmetros cinéticos.

Para determinar los parémetros cinéticos de la absorcidn de
dcido linoleico en yeyuno, se realizaron estudios de inhibicidén
empleando el é&cido linolénico & concentraciones de 0.8, 1.5 v 3 =l
junto con dos concentraciones de sustrato (0.1 v 0.8 mlf). Este estudio
pernitid, una wvez aplicada la ecuaciin de Dixon, determinar las

constantes cinéticas.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESHLTADOS.

El anélisis estadistico aplicado a los datos experimentales del
presente trabajo, ha consistido en el cdlculo de las estadisticas
b4sicas: media (X) y error estandard de la media (E.S.H.). El1 mimero
de datos utilizados se indican entre paréntesis. A veces, la obtencidn
de cada dato ha supuesto la mezcla de un deterainado numero de
muestras (ver resultados). La significacidén entre los distintos grupos
experimentales se ha realizado mediante andlisis de varianza (ANOYA) v

posterior aplicacidn del test de la t de Student.



4. RESULTRBAS
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4.1. CARBCTERISTICAS DE 1 0S ANIMALES.

Las caracteristicas de los animales operados se pueden observar
en la Tabla 1, donde representamos los pesos iniciales (antes de 1la
operacion) y finales (en el momento del sacrificio, seis semanas
después) de 1los animales, junto con el alimento ingerido, peso del
higado e intestino delgado y grueso.

El control realizado sobre los pesos de los animales muestra, que
la reseccidn intestinal produce un descenso significativo en el peso
corporal {p<0.05 v p<0.001 para ratas con reseccidn del 50X y 75X,
respectivamente, frente a wvalores controles), descenso que es
proporcional a la la longitud de intestino delgado excluido (p<0.001,
ratas con reseccién del 75% v.s. ratas con reseccidn del 50%),
teniendo en cuenta que los pesos iniciales fueron similares entre los
distintos grupos experimentales. Esta dismimucion en el peso corporal
no mostraba relacidén con la cantidad de alimento ingerido, que fué la
misma para los tres grupos. El peso del higado expresado en gramos, no
se modificéd tras la reseccidén intestinal. No obstante, cuando este
pardmetro se expresd por 100 g de peso corporal se observd un aumento
significativo tras la operacién (p<0.05 y p<0.001, R-50 y R-75 v.s.
ratas control), tanto mayor cuanto mayor fué la longitud de intestino
reseccionado (p<0.05, ratas R-75 v.s. ratas R-50). Este aumento se
debe, principaluente al descenso en el peso corporal que encontramos
en ratas reseccionadas.

Al realizar estudios de la masa intestinal, la relacién g/cm
aumenta significativamente en el yevuno y colon tras la reseccion

masiva (p<0.005 para yeyuno y p<0.05, para colon, 75% v.s. control).



Tebla 1. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE EL CONSUNO
DE ALIMENTO, PESO CORPORAL Y PARAMETROS HEPATICOS E

IRTESTINALES.
Control R-50 R-75
Comida ingerida
g/dia 21.0£1.5 24.0:1.8 21.020.7
(9) (7) {8)
eso co al
Inicial 306114 30617 30217
(9) (14) (15)
Final 38714 354110% 250216%%x%.d
{(9) (14) (15)
Peso higado {g).
Total 10.8310.45 10. 86x0. 36 9.6410.35
(15) (13) (14)
/100 g peso 2.73:0.08 3.08:0. 14* 3.97:0. 20%kxx.8
{15) {13) (14)
stino,
Yeyuno (g/cm) 0.07720. 003 0.09620. 006%x* 0.13420. 016%%%.C
: (11) (11) (9)
Ciego {g/6rgano) 1.9110.12 2.90x0. 26%%x 4.20&0.97****'b
(10) (M) (D
Colon {(g/cm) 0.093z0. 006 0.112:0.033 0.166:0. 028*
{(?) (11) {10)

El peso corporal inicial se determindé en el momento de la operacidn.
El peso final, peso de higado y de intestino se determinaron en el

aomento del sacrificio.

Las longitudes intestinales se determinaron

como se describe en Material y Métodos. Los valores son x + E.S.M..
Los numeros entre paréntesis representan el mimeroc de animales. ,
*p<0,. 05, **p<0. 01, **¥p<0. 005, ***¥p<0.001i, ratas R-50 & R-75 frente a

controles; ©8p<0.05, Dp<0.01, Cp<0.005, 9p<0.001.

R-50.

ratas R-75 v.s.
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Por el contrario, con unA reseccion del 50X solo aumenta
significativamente esta relacidn en el veywno ({p<0.01, BOX v.s.
control), no llegando a ser significativa en el colon. El ciego
incrementa significativamente su tamafioc tras la operacion (p<0.005 ¥y
p<0.001, 50% y 75% v.s. control), con mayor aumento tras una reseccidn

masiva {p<0.01, 75X v.s. bHOX).

4.2. DETERMINACION BE LAS ACTIDIBADES ENZIMATICAS HMG-Cof
BREDUCTASA ¥ ACAT EN HIGADO E INTESTINGD. EFECTD BE LA
BESECCION INTESTINGL.

Los resultados de la Tabla 2 muestran que la reseccidn intestinal
produce en el higado un sumento significativo en la actividad total de
1a HMG-CoA reductasa {p<0.001, ratas R-50 y R-75 v. 3. ratas controles)
independientenente de la longitud de intestino delgado excluida. Este
aumento va a su vez acompafiado por un incremento en la relacidn Ra/Rt
tras la reseccidn intestinal,. que es algo superior en las ratas con
reseccién masiva frente al valor encontrado en ratas con reseccién del
50% (ver Fig. 13.

Por el contrario, se observa una disminucidn significativa en la
actividad ACAT tras la reseccidn intestinal ({p<0.01 y p<0.001, para
ratas R-50 y R-75 v.s. ratas controles). disminucidn que es
proporcional a la extensidn de la reseccion {p<0.05, ratas R-7% v.s.
ratas R-50).

El estudio de la actividad especifica de la HMG-CoA reductasa en
la mucosa de el yeyuno. ciego y colon, nos indica que la resecciodn

intestinal no modifica dicha actividad en ninguno de los seguentos



Tabla 2. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE Li
ACTIVIDAD TOTAL HNG-Cod REDUCTASA Y ACAT EN HIGADO

Ae Control R-50 . R-75
HNG-CoA reductasa 376132 1023:87%%%% 9981564 *k
(14) (9) (12)
ACAT 11218 856k 6B:5%kkx.8
(9) (7) (8)

Las actividades especificas de los distintos enzimas se determinaron
en microsomas hepdticos como se describe en la seccidn de Material y
Métodos. Los resultados se expresan como pmol/min/mg de proteina
microsomal, y se presentan como medias : E.S.M. para el nimero de
animsles que se indica entre paréntesis.

*¥p<0. 01, **k*p<0. 001, ratas R-50 6 R-75 v.s. ratas controles;

8p<0.05, ratas R-75 v.s. ratas R-50.



Actividad especifica

CONTROL R-50 R-75
1200~ [~

g
|

400 =

Ra/Rt (%) 24

Fig. 1. Efecto de la reseccion iﬁteatiml sobre 1la

relacion HNG-CoA reductasa activa (Ra)/reductasa total
(Rt) en higado. Las actividades especificas se determinaron en
Ricrosomas hepaticos, aislados en ausencia (Rt) o en presencia de
NaF 50 alf en el medio de homogeneizacién (Ra), segun se describe
en Haterial y Métodos. Los resultados se expresan como
pnolea/ninin'g de proteina microsomal y vienen dedos como X 2
ES.M (i) Rt (fF) Ra.

s#se p<0.001, ratas R-50 6 R-76 v.s. ratas controles,



Tabla 3. ‘LCTIVIDLD TOTAL DE Li HNG-Cod REDUCTASA EN HUCOSA
INTESTINAL. RELACION Ra/Rt. EFECTO DE LA RESECCION

IRTESTINAL.
Ae Controles R-50 R-75
Yeyuno,
Total (Rt) 97.5:12.3 85.116.5 85.1111.7
. (6) (6) (7)
Activa (Ra) 13.2:2.1 14.2340. 8 12.112.4
(8) (5) (9)
Ra/Rt 14% 16% 14%
Ciego,
Total 17.8:1.2 22.122.1 15.9842.3
(4) (4) (4)
Activa 10.80.6 12.112.8 9.3841.4
(4) (4) (4)
Ra/Ra 60X . OBX 58X
Colon,
Total 35.110.8 31.313.0 32.2:4.4
(4) (4) (4)
Activa 18.9:2.1 17.9:3.5 17.323.7
(4) (4) (4)
_ Ra/Rt 54X 57% 54X

Las actividades especificas (Ae) se determinaron en mucosa de yeyuno,
ciego y colon homogeneizadas en ausencia (Rt) o en presencia (Ra) de
NaF 50 mM, como se describe en la seccidon de laterial y Métodos. Los
resultados se expresan como pmol de mnevalonmato formado/min/mg de
proteina mucosal, y se presentan como medias : E. 5. M. para el mimero
de animales que se indica entre paréntesis.
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Fig. 2. Actividad HNG-Cod reductasa en mucosa de yeyuno.
ciego y colon. Efecto de 1la reseccién intestinal. Los
resultedos vienen dados como X + E.S.M. para un ninimo de cuatro
determinaciones. ( & ) Controles, (@4 ) R-50, (JB ) R-75.
*xp<0.05, **¥p<0.01, ***p<0.005, 1ratas reseccionadas v.s.
controles.
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Tabla 4. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE LA ACTIVIDAD
ACAT EN INTESTINO.

P Control R-50 ~ R-7%

Teyuno 329.5240.1 354.9:67.8 367.4458.0
(6) (8) (8)

Ciego 212.5245.2 166.2:26.1 184.9:36.0
(8) (5) (8)

Colon 166.0222. 4 169.8125.1 181.4237.4
(8) (5) (5)

Las actividades especificas (Ae), se nmidieron en nmicrosomas de
yeyuno, ciego y colon sequn se describe en la seccidn de Material y
Métodos, expresdndose «como pmol de oleato de colesterol
formado/min/mg de proteina microsomal. Los resultados son medias &
E.S.M. pars el nimero de snimales que se indica entre paréntesis.
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intestinales estudiados (Tabla 3). Igualmente, la relacidn Ra/Rt no se
modificd con la exclusién del intestino delgado. aunque esta relacidn
fué mayor en el ciego y colon que en yeyuno. tanto en ratas controles
comO en reseccionadas.

Cuando los resultados de actividad HMG-CoA reductasa fueron dados
como nmoles/min/cm en el caso del yeyuno y colon o rmmoles/min/drgano,
en el caso del ciego, se observé un incremento de ls actividad en las
ratas reseccionadas, excepto en el colon de ratas con reseccidén del
50%, incremento que era abolido al expresar los mismos resultados por
unidad de masa intestinal (nmoles/min/g de tejido) (ver Fig. 2).

La actividad especifica de la ACAT en microsomas de yeyuno, ciego
Y _colon se muestran en la Tabla 4, y ponen de manifiesto que la
reseccion de intestino delgado distal no modifica la actividad
especifica de esta enzima en ninguno de los segmentos intestinales

estudiados.

4.3. COMPOSICION LIPIDICA DE MICRGSOMAS HEPATICOS
INTESTINALES. ESTUDIO DE LA COMPOSICION EN ACIBOS GRASOS
DELOS FOSFOLIPIDOS DE MICROSOMALES.

EFECTO DE LA RESECCION INTESTINGL.

El andlisis de la composicidn lipidica de microsomas hepaticos
{(ver Tabla 5) muestra que, la mayoria del colesterol presente en estas
nembranas se encuentra como colesterol libre, tanto en ratas controles

como reseccionadas. La reseccidén intestinal produce un aumento



Tabla 5. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE LA COMPOSICION
LIPIDICA DE HNICROSOMAS HEPATICOS

Control R-80 R-75
Colesterol libre (CL) 34.5:3.00 69.7+6.50%%  102.1:10. 00***x.8
(3) (3) (3)
Colesterol esterificado 6.70. 46 4. 620 31%% 0.610. 01 ***x.d
(3) (3) (3)
Fosfolipidos (PL) 471 6290.0 484.6:49.1 405. 410. 90
‘ &) (3) {(3) -
CL/PL : 0.07 0.14 0.25

Los lipidos se extrajeron de los microsomas hepaticos y se determinaron
como se describe en Material y Métodos. Cada muestra ensayada es fraccidn
lipidica de microsomas hepaticos procedentes de 4 animales. Los
resultados se expresan como nmoles de lipido/mg proteina microsomal y
vienen dados como medias : E.S.M. para el numero de muestras que se
indica entre paréntesis.

*p<0.05, #*x**p<(0 001, ratas R-60 o R-75 v.s. ratas controles. 8p<0. 05,
dp<0.001, ratas R-75 v.s. ratas R-50.
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significativo en los niveles de colesterol libre frente a los wvalores
encontrados en ratas controles (p<0.01 y p<0.001, para ratas R-BD y
R-7% v.s. a ratas controles), junto con unﬁwdisminﬁéién, iﬁﬁalnehﬁé
significativa, en los niveles de colestercl esterificado (p<0.01 ¥y
p<0.001, para R-50 y R-75 frente a ratas controles). Ambos cambios en
el contenido de colesterol libre vy esterificado, fueron
significativamente nayoreé tras la exclusidén del 75% que tras 1la
exclusion del 50X del intestino delgado distal (p<0.05 y p<0.001,
ratas R-756 v.s. ratas R-50). El contenido en fosfolipidos de 1las
menbranas microsomales de higade no se modificéd tras la interrupcidn
quirirgica de la CEH, por lo cwal, el aumento encontrado en la
relacién CL/FL tras la reseccidn intestinal fué debido al aumento de
colesterol libre indicado anteriormente.

En la Tsbla 6 se muestran los 4cidos grasos gue constituyen los
fosfolipidos de las membranas microsomales de higado de ratas patrones
¥ resecionadas. Como puede cbservarse, la reseccidn intestinal aumenta
ligeramente los niveles de dcidos grasos saturados. Las ratas con
reseccion del 75% ©presentan niveles altos de 4cidos grasos
monoinsaturados (16:1 vy 18:1) ({p<0.05, ratas R-75 v.s. ratas control).
junto con wna disminucién significativa de 1los dcidos grasos
poliinsaturados. representados por 1los Acidos 1linoleico (p<0.01) ¥
aragquidénico ({p<0.005) frente a wvalores encontradcs en controles.
Estos &cidos fueron los responsables de la disminucién encontrada én
la proporcidon de &cidos grasos de la familia (n-6) en estos animales.
En cuanto a la familia (n-3), la reseccidn intestinal produjo una
disminucidén en la proporcién de 4cidos grasos de ésta. Por ultimo, el

dcido 20:3(n-9) sdlo se detectd en los animales con reseccidn masiva.



Tabla 6. EFECTO DE LA ILECTOMIA SOBRE LA CONPOSICION EN
ACIDOS GRASOS DE LOS FOSFOLIPIDOS DE NICROSOHMAS

HEPATICOS.

Acido graso Controles R-50 R-75

%
16:0 16.76+2.49 16.2310.30 19. 4411.40.
16:1(n-7) 1.0740. 40 1.40:0.08 1.930. 09%
17:0 n.d. 1.41+0.04 2.49+0.30
18:0 22.20£0.74 22.80+0.69 21.10+3.70
16:1(n-9) 9.0910. 54 9.060.23 11.66+0.83%
18:2(n-6) 12.6540.31 11.9610. 46 10. 70+0. 05
18:3(n-6) n.d. 0.50£0.02 0.8640.00
18:3(n-6) n.d. 0.2520.12 0.1110.00
20:0 n.d. n.d. 0.12:0.03
20:1(n-9) 0.27£0.01 0.150, 00**x* 0.13+0. 01%*x
20:2(n-6) 0.45+0.03 0.5440.13 0.45+0.03
20:3(n-9) n.d. n.d. 0.66+0.04
20:4(n-6) 28.44+1.50 29.4110.61 20. 4242, 36%%%
20:3(n-6) 0.14+0.01 0.1540.01 0.26+0. 04%*
20:4(n-3) n.d. 0.1120.00 n.d.
22:4(n-6) 0.6120.11 0.28+0. 02%%x*xx 0.25+0. 02%%*%
22:5(n-6) 0.61:0.11 0.4120.03* 0.36£0.03%
22:5(n-3) 0.9210.12 0.6440.09* 0.3640. 04**x
22:6(n-3) 5.2241.32 3.3640. 21% 2.81+0 03%x
Otros 1.56 1.34 6.52
Saturados 38.96 40. 44 43.16
Honoenos 10.43 10.61 13.70
Polienos 49. 05 47.61 36.60
(n-6) 42.91 43.25 33.32
{n-3) 6.14 4.36 3.28

Los niveles de A4cidos grasos se determinaron en 1los microsomas
hepaticos como se describe en lMaterial y Métodos. Los resultados son
x t E.S.M. de tres muestras independientes. Cada muestra analizada es
fraccién lipidica de wmicrosomas hepaticos procedentes de cuatro
animales.

n.d.: 4cido grasoc no detectado.

*p<0.05, **p<0, 01, *%¥p<0, 005, ***xp<0. 001, ratas R-50 6 R-75
v.s.controles.
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El examen de las fracciones lipidicas de los microsomas de nucosa
de yeyuno se muestra en la Tabla 7, tanto para animales controles como
para resecionados. Como puede observarse, la ileoctomia produce un
aumento significativo en los niveles de colesterol libre, proporcional
a la reseccidn efectuada (p<0.05 para ratas R-50 & ratas R-76, v.s.
ratas controles). Sin embargo, ni el contenido de fosfolipidos ni el
de colesterol esterificado se modificdé tras la intervencidn. Como
consecuencia de estos resultados, ls relacidn CL/FL se vid incrementa.

Los #cidos grasos que constituyen los fosfolipidos de las
menbranas microsomales de intestino se muestran en la Tabla 8. Puede
observarse que la reseccidén intestinal produce un aumento en los
niveles de 4cidos grasos saturados (4cido palmitico y estedrico). Por
el contrario, 1los 4cidos grasos monoinsaturados no sufren
modificaciones. Los resultados m4s interesantes son, el aumento
encontrado en los niveles de &cido linoleico (p«<0.05, ratas R-B0 o
R-75 frente a ratas controles) junto con el descenso en los niveles de
é4cido aragquiddénico {p<0.005 y p<0.001, para ratas R-50 y ratas R-75
v.s. ratas controles) en las ratas ilectomizadas. Por consiguiente.
esto hace mantenerse los niveles de &cidos grasos de la familia (n-6)
tras la reseccidn intestinal. Igualmente, la reseccidn intestinal hace
que los niveles de dcidos grasos poilinsaturados y de la familia (n-3)

se mantengan sin ligeras modificaciones.



Tabla 7. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE LA COHPOSICION
LIPIDICA DE HICROSOMAS INTESTINALES (YEYUNO).

Control R-50 R-75
Colesterol libre {CL) 104.7:18.1 184.9:17. 7% 191 51221 6%
(3 (3) (3)
Colesterol esterificedo 19.323.6 12.4:4.0 15.610.7
(3) (3) (3)
Fosfolipidos (FL) 376.8219.0 371.6£155.9 444.6148.5
(3) (3) (3)
CL/FL 0.28 0.50 0.43

Los lipidos se extrajeron y se determinaron como se describe en la
seccién de Material y Métodos en microsomas de intestino delgado
(yeyuno). Ceada muestra ensayada es fraccion 1lipidica de microsomas
intestinales procedentes de 6 animales. Los resultados se expresan como
neoles de lipido/mg proteina microsomal y vienen dados comoc medias %
E.S.M. pars el mimero de mrestras que se indica entre paréntesis.
*p<0.05, ratas R-50 0 R-75 v.s. ratas controles.



Tabla 8. COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LOS FOSFOLIPIDOS DE
HICROSOMAS INTESTINALES (YEYUNO). EFECTO DE LdA
RESECCION INTESTINAL.

Acido graso Control R-50 R-75

%
16:0 20.0610. 61 25.5110. 30% 26.5220. 26%
16:1(n-7) 5.10£0.58 2.6610. 30% 2.6810.13%%
17:0 0.3610.05 0.87+0. 05%%% 1.2920. 15%%%
17:1 2.450.72 2.3710.30 1.36+0.06
18:0 14.6610. 84 18.7310.95% 18.6740. 91%*
16:1(n-9) 12.5620.58 14.34+1. 60 13.37£1.73
18:2(n-6) 16.80+0.95 19.9440. 80% 20, 440. 86*
20:0 3.4310.58 1.1210. 13%%% 0. 3220. 06%*x
20:1(n-9) 1.1640.36 0.6710.08 0.62+0.06
20:2(n-6) 0.5540.18 n.d. 1.21+0.086%
20:3(n-9) 1.4910.21 0.6120. 09%* 0.50:0. 01%**
20:4(n-6) 13.1510.07 8.3120. 98%xx% 8. 0611, 73%%kxx%
20:5(n-3) 0.4210.11 0.5810.07 0.4310.03
22:5(n-3) 0.8140.01 0.89:0.05 0.80+0. 07
22:6(n-3) 0.56+0.11 0.55+0.09 0.48+0.05
Otros 7.60 4.11 3.89
Saturados 38.51 45. 64 . 46.14
HMonoenos 20.11 19.37 18.06
Polienos 33.78 30.88 31.99
{n-6) 31.99 28.86 30.21
{n-3) 1.79 2.02 1.71

Los niveles de é4cidos grasos se determinaron en los microsomas de
yeyuno como se describe en Material y lMétodos. Los resultados son

X + E.5.M. de tres muestras independientes. Cada muestra es fraccidn
lipidica de microsomas intestinales procedentes de seis animales.
n.d.: adcido graso no detectado.

| #p<0.05, *¥p<0.01, #**¥¥p<0. 005, ***¥p<0 001, ratas R-50 ¢ R-75 v.s.
ratas controles.
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4.4. COMPOSICIGN LIPIDICR BEL TEJIDO REPATICE ¥ SUERD

SANGUINEQ. ESTUDIO BE LA COMPOSICIAGN EN ACIDOS GRASOS BE

LAS DISTINTAS FRACCIONES LIPIDICRS.

EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL.

La determinacidén de los lipidos totales hepaticos demostrd que no
existia acumulacidn de grasas en los higados de animales operados. El
estudio de 1la composicidn lipidica revela que el contenido de
colesterol '1ibre, triglicéridos y fosfolipidos no se modifica como
consecuencia de la reseccidén del intestino delgado distal (ver Tabla
9). Por el contrario. 1los niveles de ésteres de colesterol
descendieron significativamente tanto en ratas con reseccidn del 50X
{p<0.01), como en ratas con reseccidn del 75% (p<0.05), respecto a
ratas controles, siendo esta disminucidén significativemente mayor a
menor longitud de intestino delgado excluido {p<0.01, R-76 v.s. R-B0).

El ansdlisis lipidico del suero aparece reflejadd en la Tabla 10.
Como puede observarse., no existen diferencias s‘ignificativas en el
contenido total de lipidos entre los distintos grupos experimentales.
De igual forma que en el tejido hepadtico. los niveles de fosfolipidos
no se modificaron tras la reseccidn intestinal. En este caso, no
encontramos alteraciones en el contenido sérico de colesterol
esterificado como consecuencia de 1la ilectomia., aunque si un
incremento significativo en los niveles de colesterol libre (p<0.01 y
p<0.05, para R-60 y R-75 v.s. control) y de triglicéridos (p<0.005 ¥y
p<0.01 para R-50 ¥y R-75 v.s. control) tras la operacidn.

La composicidn en 4cidos grasos de los triglicéridos del higado se



Tabla 9. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE Li
COMPOSICION LIPIDICA DEL TEJIDO HEPATICO.

Control R-80 R-75
Lipidos totales 70.7949.0 84.10219.60 93.20+12.99
(3) (3) {3)
Colesterol esterificado 0.8420.18 0.12+0. 02%* 0.29*0.03*'b‘
(3) {(3) (3)
Colesterol libre 1.66+0.70 1.62:+0. 14 1.71:0.25
(3) (3 (3)
Fosfolipidos 45.68+2.00 42 6524. 41 47.47+6.56
. {3) (3 (3)
Triglicéridos 9.89:1.07 7.89:2.74 9.98:0. 38
(3) (3) (3)

Los lipidos se extraen y se determinan segin se describe en laterial
vy Nétodos. Los resultados se expresan como ag de lipido/g de higado Yy
se presentan como medias : E.S.M.. El numero entre paréntesis
corresponde al nimero de muestras ensayades. Cada muestra es fraccidn
lipidica aislada de tres higados.

¥p<0.05, **p<0.01, ratas R-50 o R-75 v.s. ratas control; Pp<0.01,
ratas R-75 v.s. R-b0.



Tabla 10 . EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE LA
COMPOSICION LIPIDICA DE SUERO.

Control R-50 R-75
Lipidos totales 332:9 356115 30415
(6) (7) (8)
Colesterol esterificado 7045 7242 6114
(3) (3) (5)
Colesterol libre 12.1212 19,0341, 3%* 15.941. 4»
(3) (3) (5)
Fosfolipidos 167+12 187213 150£12
(6) (7) (9)
Triglicéridos 4944 7616%%¥ 6543%%
{(9) (7) {6)

Las determinaciones de lipidos totales y de las distintas fracciones
lipidices se realizaron segun se describe en Material y Métodos. Cada
muestra ensayada es fraccion lipidica de suero procedentes de seis
animales. Los resultados se expresan como mJ de lipido/dl y vienen
dados como medias £ E.S.H.. El mimero entre paréntesis corresponde al
numero de muestras ensayades. 4

¥p<0.05, **p«<0.01, *¥*p<0.005, ratas resecciomades v.s. rates
controles.
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muestra en la Tabla 11 y Fig. 3. Como se puede observar, la resecidn
intestinal produce un aumento en los 4écidos grasos saturados,
represent&doaj principalmente por ei acido ééte&rigﬂ (p<0k.w665, para
R-60 6 R-75 v.s. control), junto con un incremento en los monoencicos,
adcido oleico (p<0.01 y p<0.05, para R-60 y R-76 v.s. control). Los
niveles de 4&cidos grasos de la familia (n-6) descienden, cOono
consecuencia de la disminucién del 4&cido linoleico (p<0.05, R-50 6
R-75 v.s. control) y de la ausencia de 4cido 22:4{n-6) y 22:5(n-6)
tras la operacidn, ya que la que proporcidén de &cido araquiddnico no
se altera. Por otra parte, en la familia (n-3) se produce, iguslmente,
un descenso en ratas ilectomizadas. En conjunto, estos resultados son
responsables del descenso del total de 4cidos grasos poliinsaturados
tras la reseccidn intestinal.

El examen de los 4cidos grasos que constituten los fosfolipidos
del tejido hepdtico se muestra en la Tebla 12, esquematizédndose estos
resultados en la Fig. 3. Como puede observarse, se produce umna
disminucién en 1los 4cidos grasos saturados tras 1la reseccidn
intestinal, condicionada por el 4cido estedrico (p<0.05, para R-50 6
R-75 v.s. control). Por el contrario, encontramos un aumento en 1los
4cidos monoencicos, acido palmitoleico (p<0.005 y p<0.01, R-50 y R-75
v.s. control) ¥ oleico (p<0.05, R-76 v.s. control). No se observan
modificaciones en 1los porcentajes de 4cido linoleico ¥ araquidénico
tras la operacién. Sin embargo, 1los acidb grasos poliinsaturados,
tanto de la familias {(n-6) como (n-3) sufrieron un aumento tras la
reseccién intestinal, llegando incluso a no detectarse algunos de
ellos en ratas controles. Estos resultados son responsables del

incremento observadado tras la ilectomia en los 4cidos grasos



Tabla 11. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE EL PERFIL
DE ACIDOS GRASOS EN TRIGLICERIDOS DE TEJIDO

HEPATICO. )

Acido graso - Control R-50 R-75

%
16:0 23.5812.50 23.3410.97 25.9110. 44
16:1(n-7) 5.9920. 70 5.01+0.08 6.8421.17
17:0 0.3610. 04 1.0420. 31* 1.16+0.18%
18:0 1.9940. 20 3.2640. 13%%% 3.78+0. 28%x#
18:1(n-9) 28.4722.05 37.3613. 01%* 34.530. 38%
18:2(n-6) 28.7143.15 17.27+0.51% 16. 8521, 76%
18:3(n-3) 1.0920.12 0.45+0.10 n.d.
20:0 0.2240.03 n.d. n.d.
20:1({n-9) 0.39£0.05 0.6320.13 0.2410.03*
20:2({n-6) 0.21+0.02 n.d. n.d.
20:4(n-6) 3.9840. 42 3.720. 39 4.2110.64
20:3(n-9) 0.53£0.04 0.45+0.09 n.d.
22:4(n-6) 0.3410. 04 n.d. n.d.
22:5(n-6) 0.31+0. 04 n.d. n.d.
22:5(n-3) 0.3640.05 n.d. n.d.
22:6{n-3) 1.5120.17 1.2410.086 1.3040. 66
Otros 1.16 6.86 5.17
Saturados 26.15 27.64 30.86
Monoenos 34.85 42.37 41.61
Polienos 37.64 23.13 22.36
{n-6) 35.17 21.89 21.06
(n-3) 1.87 1.24 1.30

Los niveles de Acidos grasos se determinaron en los triglicéridos del
tejido hepAtico como se describe en Material y lMétodos. Los
resultados fueronm X + E.5.M. de tres muestras independientes. Cada
muestra analizada es fraccidn lipidica de tejido hepAtico procedente
de tres animales. '

n.d.: &cido graso no detectado.

*p<(0.05, *xp<0.01, **xxp<0. 005, ratas reseccionadas v.s. control



Tabla 12. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE EL PERFIL DE
ACIDOS GRASOS EN FOSFOLIPIDOS DE TEJIDO HEPATICO.

Acido graso Control R-50 R-75
%
16:0 21.35+2.65 19.39+0.59 19.4610.62
16:1({n-7) 0.66£0. 07 1.64+0 12%%* 2.7010.51%*
17:0 0.30£0.02 1.59:0. 30%* 2.060. 17*¥%%
15:0 30.45+3.45 22.07+0.48% 21.72+0. 72%
18:1(n-9) 9.46£0.80 9.12+0.16 12.36+0.72%
18:2(n-6) 11.64+1.18 14.03£0.23 11.8510.14
20:1(n-9) 0.1820.02 0.1420.00 0.4210. 06%
20:3(n-9) n.d. 0.79+0.02 n.d.
20:4(n-6) 21.29121.98 21.92:2. 39 19.4220.24
20:3{n-6) n.d. 0.14:0.02 0.35:0.04
22:4(n-6) n.d. 0.5920.15 0.58x0.11
22:5(n-6) n.d 0.90+0. 07 0.62+0.08
22:5(n-3) n.d. 1.0920.01 1.19:0.15
22:6(n-3) 3.4520.21 5.43:0.23% 4,33:0.12
Otros 1.22 0.89 0.18
Saturados 52.10 | 43.05 43.24
Monoenos 10.30 10.90 _ 15.48
Polienos 36.386 45.16 40.10
{n-6) 32.93 38.64 34.58
{n-3) 3.45 6.52 6.52

Los niveles de 4cidos grazos se determinaron en los fosfolipidos del
tejido hepatico como 3se describe en Material y Nétodos. Los
resultados fueron X + E.S5.M. de tres muestras independientes. Cada
muestra analizada ez fraccidn lipidica de tejido hepatico procedente
de tres animales.

n.d.: acido graso no detectado.

*p<0.06, *¥p<0.01, #**p<0. 005, ***xp<0 001, ratas reseccionadas v.s.
controles.



Tabla 13. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE EL PERFIL
DE ACIDOS GRASOS EN ESTERES DE COLESTEROL DE
TEJIDO HEPATICO.

Acido graso Control R-50 R-75

%
16:0 14.17£2.09 16.99:0. 11 3.75621.07%%
16:1(n-7) 5.15:1.10 21. 720, D1x%%xx% 6.0420.70
18:0 4.50+1.17 0. 4520, 05%% Z2.9240. 75*
18:1(n-9) 9.32+0.05 7.5120. 56%%* 14.01+0. 83%xx%
18:2(n-6) 45.0612. 23 47.59+0. 04 72.6814. 97%%*
20:4(n-6) 7.4321.00 3.8240. 01% n.d.
Otros 14.37 1.92 0.6
Saturados 18.67 19.44 6.67
HMonoenos 14,47 29.23 20.05
Polienos 52. 49 51.41 72.68
(n-6) 52.49 51.41 72.68
({n-3) n.d. n.d. nd.

Los niveles de 4cidos grasos se determinaron en los ésteres de
colesterol del tejido hepatico como se describe en Material y
Métodos. Los resultados fueron X + E.S.M. de tres muestras
independientes. Cada muestra analizada es fraccién lipidica de tejido
hepatico procedente de tres animales.

n.d.: 4cido graso no detectado;

*p«<0.05, **p<0.01, ***p<0. 005, ***¥p<0.001, rates reseccionadas v.s.
control.
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poliinsaturados totales.

E1l perfil de los Acidos grascs que constituyen los ésteres de
colesterol del tejido hepdtico se muestran en la Tabla 13 y Fig 3. 3e
comprueba que en ratas con reseccién masiva disminuyen los 4cidos
grasos saturados, siendo representativo de ello la disminucidén del
4dcido palmitico (p<0.01 v.s. control) y estedrico (p<0.06 v.s.
control). Por el contrario, los monoinsaturados sufren un incremento
tras la intervencién. Paralelamente, en ratas con reseccién del 75X se
observa, un aunenterspectacular en el 4cido linoleico (p<«0.005, R-75
v.s. control), acompafiado por un decremento del Acido araquiddnico
tras la reseccién del 50% (p<0.05, R-50 v.s. control) que llega a
niveles no detectables tras la reseccion del 75%.

Los resultados del analisis cromatogratico de los acidos grasos
que constituyen 1las distintas fracciones 1lipidicas del suero se
muestran en las Tablas 14, 15 y 16 y Fig. 4.

El estudic de los 4cidos grasos que componen la fraccién de los
ésteres de colesterol (Tabla 14, Fig.4), muestra que, tras 1la
reseccién del 75% del intestino delgado distal se produce un aumento
de los 4cidos grasos saturados, que no llega a ser signifiativo,
acompafiado de un incremento en los monoenoicos, representados por el
4cido palmitoleico (p<0.005, ratas R-75 v.s. control) y oleico
(p<0.005, ratas R-75 v.3. control). Las proporciones de acidos grasos
de la familia (n-6) sufren un aumento, ‘debido a la grran elevacion en
la proporcidén de 4cido araquidénico que se produce tras ambos tipos de
reseccidn (p<0.05 y p<0.001, para R-50 y R-75 v.s. control), lo que da
lugar a que los 4cidos grasos poliinsaturados aumenten tras la

operacién. Por el contrario, la proporcidén de 4cido linoleico no sufre



Tabla 14. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE EL PERFIL

DE ACIDOS GRASOS EN ESTERES DE COLESTEROL DE SUERO

Acido graso Control R-50 R-75

%
16:0 7.9420.13 8.3011.44 10.83£2. 00
16:1(n-7) 5.590. 02 4.730.47% 7.030. 02%%%
17:0 0.3820. 06 0.2040. 01%% 1.4620. 15%%%
17:1 0.9240. 09 0.3410. 02%%% 0.9810.01
18:0 0.2940.03 0.6110. 09% 0.5210. 07%
18:1(n-9) 3.69:0. 40 3.7910. 82 6. 4910. 29%%%
18:2(n-6) 21.35£0. 46 20.1841. 61 19.1010. 72
18:3(n-6) 1.1410.12 3.1410. 40 n.d.
20:4{n-6) 25.78+0. 10 43.0010. 46% 51. 0024, BE%k*x%
20:3(n-6) 0.5210. 030 0.1410. 01%* 0.3020. 05
20:5(n-3) 0.26%0. 02 0.3210.05 n.d.
20:4(n~3) 1.91:0.03 3.19:0. 40% n.d.
22:4(n-6) n.d. 0.19:0.01 n.d.
22:5(n-6) 1.0040.15 3. 600, 03%%xx n.d.
22:6(n-3) 0.39:0.03 2.5510. 66% 2.030. 20%%%
Otros 28. 84 5.72 0.11
Saturados 8.61 9.11 12.81
Monoenos 10. 20 8.86 14. 65
Polienos 52.35 76. 31 72. 43
(n-6) 49. 74 70.25 70. 40
(n-3) 2.61 6.06 2.03

Los niveles de dcidos grasos se determinaron en 1los ésteres de
colesterol de los sueros como se describe en Material y Métodos. Los
resultados fueron X + E.S.M. de tres muestras independientes. Cada
muestra analizada es fraccidén lipidica de sueros procedentes de seis
animales.

n.d.: 4cido graso no detectado

*p<0. 05, **p<0.01, ***p<0 005, ***¥p<0.001, ratas reseccionadas Vv.s.
control.



Tabla 15. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE EL PERFIL
- DE ACIDOS5 GRAS0S EN TRIGLICERIDOS DE SUERO.

Acido graso Control R-50 R-75

%
16:0 27.79£1.68 23.1640. 06% 23.6£0.11%
17:0 1.3410.14 n.d. 0. 750. 09*
17:1 1.24+0.07 3.1120.60% 1.69+0.13
13:0 2.68£0. 30 2.45x0.08 2.62+0.29
18:1(n-9) 28.5410.38 22.1421.59% 22.3021. 03%%
156:2{n-6) 26.4x4.30 25.08+2.83 25.8111.60
20:2{n-56) n.d. 0.63£0.06 n.d.
20:4(n-6) 3.65£0.81 8.85+1. 75% 14 5512, 42%*
Otros 7.78 14.58 6.73
Saturados 32.42 25.61 26.97
Monoenos 29.75 25.25 23.99
Polienos 30.08 34.56 42.31
{n-6) 20.05 34.56 42.31
{n-3) n.d. nd. nd.

Loz niveles de 4cido2 grasos se determinaron en los triglicéridos de
los sueros como se describe en lMaterial vy Métodos. Los resultados
fueron ¥ + E.S.M. de tres nuestras independientes. Cada muestra
analizada es fraccidn lipidica de sueros procedentes de seis
aninales.

n.d.: Acido graso no detectado;

*¥p<0. 05, *%*p<0.01, ratas reseccionadas v.s. control.



Tabla 16. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE EL PERFIL

DE ACIDOS GRASOS EN FOSFOLIPIDOS DE SUERO.

Acido graso Control R-50 R-75
%

16:0 22.70£1.50 22.4512.20 23.280.70
16:1(n-7) 2.9410.50 2.2120.30 2.2740.02
17:0 0.47+0.04 0.99:0. 16%* 1.75£0. 00*%%x
17:1 1.5510. 16 1.49:0.18 1.37+0.03
18:0 19.65+1.08 21.49:1.09 18.48+0.56
15:1{n-9) 9.8521.05 9.0510. 66 9.93:1.07
16:2(n-6) 17.2+1.09 17.0020.78 18.79+2.28
18:3(n-6) n.d. 0.51+0.05 0.65+0.09
20:0 n.d. n.d. 0.14:0.01
20:1{n-9) n.d. 0.4210.03 0.3610.01
20:2(n-6) n.d. 0.3720.04 0.38+0.10
20:3(n-9) 0.47+0.02 0.86£0. 02%*x 0.8120. 02%*x
20:4(n-6) 17.2810.38 15.8220.61% 15.18+0. 29%%
20:5(n-3) n.d. 0.9820.27 0.17+0. 04
20:4(n-3) 0.27:0.01 0.2440.02 0. 460, 02%**
22:4(n-6) 1.10:0.11 ©1.4120.43 1.2340.05
22:5(n-6) 1.50+0.06 0.9320.25 0.95+0.02
22:5(n-3) 0.6540.09 0.47:0.13* 0.5810. 02*
22:6(n-3) 3.500.28 2.8720. 16* 2.48+0. 26%
Otros 0.67 0.44 0.75
Saturados 42.82 44.93 43.64
lonoenos 14.34 13.17 13.93
Polienos 42.17 41.46 41.68
{(n-6) 24.23 18.51 17.91
{n-3) 17.94 22.95 23.77

Los niveles de dcidos grasos se determinaron en los fofolipidos de
los sheros como se describe en Material y Métodos. Los resultados

fueron X z E.S5.M. de tres nuestras independientes.
es fraccidn

ahalizada
animales.

Cada mnmuestra

lipidica de sueros procedentes de

seis
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modificaciones en ninguno de los grupos experimentales.

El perfil de los &cidos grasos de los triglicéridos séricos (ver
Tebla 15 y Fig. 4). muestra que los &cidos grasos saturados disminuyen
significativamente tras la reseccién intestinal, principalmente, el
dcido palmitico (p<0.05, para R-50 y R-76 v.s. control)., ¥ ée produce
un descenso en los monoencicos (&cido oleico) (p<0.056 y p<0.01, para
ratas R-50 y R-75 v.s. control). El resultado mas interesante fué el
aumento progresivo de 4cido araquidénico observado en ratas
reseccionadas {p<0.05 y p<0.04 para R-60 y R-76.v.s. control) respecto
al valor encontrado en controles, que, & su vez, hace incrementar los
dcidos grasos poliinsaturados totales.

Por GUltimo, la composicién en é&cidos grasos de los fosfolipidos
del suero se muestra en la Tabla 16 y Fig. 4. Como puede observarse,
tras la reseccién intestinal, no se modifican los niveles de écidos
grasos saturados ni los de monoenos. Los &cidos grasos de la familia
{n-6) descienden en ratas reseccionadas, principalmente debido al
descenso en el &cido araquidénico (p<0.05 y p<0.01 para R-60 y R-75
v.s. control). Por el contrario, los écidos grasos que forman la
familia (n-3) aumentan lo que a su vez hace, que los niveles de &cidos
grasos poilinsaturados totales no se modifiquen en las ratas

intervenidas.



4.5. ABSORCION INTESTINAL.

4.5.1 . DETERHINACION DEL FLUIDO ADHERIDO A LA HUCOSA
INTESTINAL. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL.

Para el célculo del volumen de fluido adheride al tejido se
emplean moléculas tales como inulina, menitol, PEG 4000, etc., que
debido a su tamafio {alto peso molecular) no penetran en las células o
lo hacen muy lentamente. De entre todos estos marcadores, en este
trabajo hemos empleado PEG 4000.

Para la determinacién se procedié como se explica en el
apartado 3.8.3.1. de lMaterial y Métodos.

Este volumen de fluido adherido fué determinado en presencia de
sustrato (4cido 1linoleico o colesterol) en 1los tres segmentos
intestinales (yeyuno, ciego Y colon) y en 1los tres grupos
experimentales (ratas controles y ratas com reseccion del 50% y del
75% de intestino delgado distal). Los resultados obtenidos se muestran
en la Tebla 17. Como se puede observar, y segin el anAdlisis de
varianza realizado, el volumen de liquido adherido al tejido varid en
los distintos segmentos estudiados, pero por el contrario no se
modificd entre los distintos grupos experimentales, independientemente
del sustrato afiadido. Por todo ello, los resultados obtenidos sobre la
acumulacidén intestinal de 4cido linoleico y colesterol que se muestran
en este trabajo han sido corregidos por un valor de volumen adherido

que representa el wvalor medio de los obtenidos para cada segmento



Tabla 17. DETERNINACION DEL VOLUMEN ADHERIDO A LA MUCOSA
INTESTINAL. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL.

Controles R-60 R-75
Yeyuno 7.7420.54 8.7420.69 7.9320.68
(10) (10) (10)
Ciego 3.75:0.34 2.6910. 69 2.87:0.40
(8) (8) (8)
Colon 6.2710. 64 4.60x0. 33 6.57+0.58
(8) (6) (8)

Los resultados se expresan como x + E.5. 1. de pul agua extracelular/100
»] peso humedo, indicando entre paréntesis el mimero de eanimales
utilizados. La determinacién se hizo en presencia de sustrato y
utilizando PEG(3H) como marcador de volumen, segin se describe en
Naterial y Métodos.
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intestinal; esto es, 8.14X para yeyuno, 3.1X para ciego y 5.8% en el

caso del colon.

4.5.2. ABSORCION INTESTINAL DE ACIDO LINOLEICO.

4.5.2.1. Absorcidn total de 4cido linoleico en el yeyuno de ratas en
funcidén de su concentracidn en el medio de incubacidn. Efecto
de la reseccidén intestinal.

Para el estudio de la absorcidn intestinal de 4cido linoleico
se utilizaron concentraciones crecientes del mismo, entre 0.1 y 0.8
ml, vy se procedié tal como se describe en el apartado 3.8.2 de
Material y lMétodos.

La absorcién total de 4cido linoleico en los tres lotes de
animales estudiados, muestra una evolucidén semejante con cinética de
saturacién (ver Fig. & y Tebla 18) Como se puede observar, la
absorcién es mayor tras la reseccién intestinal a todas las
concentraciones estudiadas, llegando a ser este aumento significativo

a concentraciones iguales o mayores de 0.4 ml.

4.5.2.2. Calculo de los pardmetros cinéticos para la absorcidn yeyunal

de &cido linoleico en ratas controles ¥ reseccionadas.

Como inhibidor competitivo de la absorcidém yeyunal de é4cido
linoleico se ha utilizado el 4cido linolénico (Chow y Hollander,
1979a).



Tabla 18. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE Li
ABSORCION TOTAL DE ACIDO LINOLEICO EN YEYUNO

Ac. linoleico Controles R-50 R-75

(ulf)

0.10 137.3217.9 146.5+34.1 169.9224.1 -
(6) (6) (6)

0.20 250.2145.1 246.6£63.2 293.4241.2
(6) (6) (6)

0.40 376.1138.7 442 5189 2 621.74+52. 1%
(6) {6) (6)

0.80 527.8+53. 4 740. 2+£46. 6% B47. 52126, B¥*xx%x
(6) {6) (6)

La absorcién intestinal de dcido linoleico se determininé mediante la
técnica de sacos evertidos a concentraciones crecientes de 0.10 a
0.80 mlf, como se describe en Material y Métodos. E1 medio de incubacidn
consistié en solucién Ringer (pH 6.5) que contenia taurocolato sédico
10 mM y é4cido linoleico. Los resultados se expresan como pmoles de
é4cido linoleico absorbidos/mg £ejido himedo/6 mimutos y vienen dados
como x ¢ E.S.4.. E1 n® de animales enpleados para cada determinacién se
nuestra entre paréntesis.

*p<0.0B, ***xp<0.001, ratas reseccionadas v.s. ratas control.
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Fig.5. Absorcidén total de 4&cido linoleicoc en Yyeyuno de
ratas en funcién de su concentracién en el medioc de
incubacidn. Efecto de la reseccién intesatinal. ( ¢ )
Ratas controles, (A ) ratas R-50, (m) ratas R-75.



Tabla 19. EFECTO DEL ACIDO LINOLENICO SOBRE LA ABSORCION DE
ACIDO LINOLEICO EN YEYUNO.

Acido linoleico 0.1 alf

Ac. linolenico: 0 0.8 1.6 3
(ul)

Controles 116416 8512 5245 3129
(3) (3) (3) (3)

R-50 137+19 76414 4515 3016
(3) (3) (3) (3)

R-75 138+14 62213 4017 19+5
(3) (3) (3) (3)

Acido linoleico 0.8 nif

Controles 6415 477242 304+1 220136
(3) (3) (3) (3)

R-50 745215 477464 271239 19937
(3) (3) (3) {3)

R-75 901+128 568150 273+141 19615
(3) (3) (3) (3)

La absorcidn se determind en presencia o ausencia de &cido linolénico a

las concentraciones que se indican y como se describe en Material ¥y

Nétodos. E1 mmero de experimentos realizados aparece entre paréntesis.
En cada experimento se utilizé el intestino delgado procedente de dos
ratas. Otros detalles como en Tabla 18.
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Fig.6. Imhibicidn del transporte de &cido 1linoleico en
yeyuno de ratas controles por distintas concentraciones de
4cido linolénico. La velocidad de transporte se expresa en
pmoles/ng/6 min. Los datos son representados segun el método de
Dixon. (A) Acido linoleico 0.1 =M, (@) 4cido linoleico 0.8 mll.
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¥ig.7. Inhibiciéa del transporte de &cido linoleico
en yeyuno de ratas con reseccién del 50X por
distintas concentraciones de &cido linoclénico. Otros
detalles como en Fig. 6.
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Fig.8. Inhibicién del tramsporte de &cido limoleico
en yeyuno de ratas con resecciémn del 75% por
distintas concentraciones de &cido linolémico. Otros
detalles como en Fig. 6.



Tebla 20. PARANETROS CINETICOS DE LA ABSORCION DE ACIDO
LINOLEICO ER YEYUNO.
EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL.
Controles R-60 R-76
Ymox 1470 2887 3679
4 0.968 2.345 2.440
Ki 0. 806 0.790 0.570

Los datos de Vmax, Kt y Ei se obtuvieron al splicar la ecuacidén de
Dixon & los datos de absorcién de &cido linoleico en presencia de
4cido linolénico que se muestran en la Tebla 3. Las representaciones -
graficas correspondientes se muestran en las Fig. 2, 3 y 4.
¥eax se expresa en pmoles/mg tejido humedo/6é min.

Kt y Ki se expresan en all.
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Con el fin de determinar las constantes cinéticas, se
utilizaron dos concentraciones de sustratro (0.1 y 0.8 nlM) frente a
tres concentraciones de inhibidor (0.8, 1.5 y 3 mM). A partir de los
resultados obtenidos (ver Tabla 19) y =mediante su representacidn

grafica segun el método de Dixon {ver Fig. 6, 7, y §) hemos calculado
la constante aparente de transporte (K;). vy la velocided mdxima (Vyay)
¥ la constante de inhibicidn (Ki) para los tres grupos experimentales

(ver Tabla 20). Como puede observarse, tanto la Vpoy como la K,

aumentan con la reseccidn intestinal. Por el contrario, la Ki

disminuye tras esta operacidn.

4.5.2.3. Absorcidn de acido linoleico en el ciego y colon de ratas

controles y reseccionadas, Efecto del &cido olénico.

La absorcidn de 4cido linoleico se estudid en el ciego y
colon de ratas controles y reseccionadas a una sdla concentracidn de
0.05 nlf como se describe en el spartado 3.8.2 de lMaterial y létodos.

Los resultados muestran que la reseccidn intestinal aumenta
la absorcion de acido linoleico en el ciego (p<0.05 para R-50 y R-75)
y colon (p<0.001 y p<0.01, para R-6- y R-75) respecto a los valores
encontrados en las ratas controles {ver Tablas 21 y 22 y Fig. 9).

Para comprobar si la absorcidn de acido linoleico en el ciego
y colon de ratas era inhibida por el 4cido linolénico, se adiciond
este Ultimo al medio de incubacidn a una concentracidn de 3 mlf

A partir de los resultados obtenidos (Tabla 21 y 22 y Fig. 9)

se observa que tanto en el ciego como en el colon de ratas controles,



Tabla 21. ESTUDIO DE LA ABSORCION DE ACIDO LINOLEICO ER EL
CIEGO TRAS LA RESECCION INTESTINAL.
EFECTO DEL ACIDO LINOLENWICO.

Controles R-50 R-75
I=0 =M §8.5621.72 20.5014. 32¥ 16.40+2. 21%
&) (5) (5)
I= 3 alf 4.14:0 64 11. 0721, 90*% 8.5024. 73%
(4) (4) {4)
% inhibicién 52 46 48

La ebsorcidn se determindé en sacos evertidos segun la técnica de Chov y
Hollander descrita en Material y Métodos. El1 wmedio de incubacidn
utilizado fué solucién Ringer (pH 6.5) que contenia taurocolato sddico
10 mMf, &cido linoleico 0.05 mM y, en su caso, &cido linolénico (I) 3 mll.
Los resultados se expresan como pmoles de dcido linoleico/my tejido
himedo/6 min, y vienen dados como x 2 E.S.M. El nimero de experimentos
se muestra entre paréntesis. Para cads experimento se utilizaron los
ciegos procedentes de dos ratas.

*¥p<0. 05, *¥p<0.01 ratas reseccionadas v.s. ratas controles.
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Tabla 22.ESTUDIO DE LA ABSORCION DE ACIDO LINOLEICO EN COLON
TRAS LA RESECCION INTESTINAL.
EFECTO DEL ACIDO LINOLENICO.

Controles R-50 R-76
I=0 alf 17.1510. 43 26,3320, 45%%2kx 24 (0623. 97**
{5) (3) (3)
I= 3 g 8.8840.08 14.06+2. 60 12.3821.59
(3) {3) (3)
X inhibicion 48 47 48

La ebsorcidn de é&cido linoleico se de termindé mediante la técnica de
sacos evertidos descrite en Material y Metodos. Otros detalles como en
la tabla 21.

*3p<0. 01, ***¥p<0.001, ratas reseccionadas v.s. a ratas controles
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Fig.9. Absorciém total de d4cido linoleico en ciego
(A) ¥ colon (B) de rates controles y reseccionadas.
Efecto del 4cido linolénico. Las barras rayadas indican
la absorcién de 4cido linoleico (0.06 ml) en presencia de
écido linolénico (3 mlM).
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la absorcién de 4cido linoleico a una concentracidn de 0.05 mM es
inhibida en presenc1a de acn.do linolenico 3 mM. Esta mhlblclon se
observa 1gua1nente en ratas reseccmmdas mntenléndose el mnismo
porcentaje de inhibicidn entre los tres grupos experimentales tanto en

el ciego como en el colon (ver Tablas 21 y 22).

4.5.3. ABSORCION INTESTINAL DE COLESTEROL.

4.5.3.1. Absorcidén total de colesterol en el yevuno, ciego y colon en

funcién de su concentracidén en el medio de incubacidn. ecto

de la reseccidén intestinal.

El estudio de la absorcidon intestinal de colesterol se
realizd en los tres segmentos intestinales indicados anteriormente
mediante la técnica de Chow y Hollander (1979). utilizando
concentraciones de 0.05, 0.10, 0.20 y 0.40 »f en el nedio de
incubacitén, y segin se describe en el apartado 3.8.2 de llaterial y
Métodos. | |

Comoc se puede observar, 1la absorciéon de colesterol
representada frente a las concentraciones iniciales de sustrato en los
tres segmentos estudisdos y para 1los tres grupos de ratas
experimentales, muestra una recta que pasa por el eje de coordenadas,
indicativo de que el procesoc se realiza por uma difusién simple (Tabla
23, 24 v 25 v Fig. 10, 11, y 12).

Los resultados muestran, que la reseccidén intestinal provoca
un aumento en la absorcidén total de colesterol en los tres segmentos

estudiados, que es significativo para todas las concentraciones
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estudiadas, y dependiente de la longitud de intestino delgado excluida
en el caso del ciego.

Las pendientes de las distintas rectas de regresidn obtenidas
nos dan las contantes de difusién aparente (Kd) que ‘aparecen
reflejadas en la Tabla 26, junto con los coeficientes de regresién de

estas rectas.



Tabla 23. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE LA ABSORCION
DE COLESTEROL EN YEYUNO.

Colesterol Controles R-50 R-75

{ul)

0.05 1.120.4 6.841. 7%% 6. 421, 0%xxxx%
(6) {6) (6)

0.10 2.520.3 9. 620, 1%%%x% . 9.242. 0%x
(6) (6) (6)

0.20 4.4:1.3 20. 640, 1%%x% 22. 741, 7x¥x%
(6) (6) (6)

0.40 7.821.9 44 018, O**3x 45 5111, 0%*
(6) (6) (6)

La absorcién se determind en sacos evertidos de yeyuno a concentraciones
crecientes de 0.05 a 0.40 =M, segin se describe en Material y MNétodos.
'E1 medio de incubacién utilizado fué solucién Ringer (pH 7.4) que
contenia taurocolato sédico 40 =M y colesterol a las distintas
concentraciones ensayadas. Los resultados se expresan como paoles de
colesterol absorbido/mg tejido himedo/6 min, y vienen dados como
x + ES.M.. El n® de eanimales utilizados para cada determiancién se
muestra entre paréntesis, ,

s3p<0.01, **xp<0. 005, ****p<0 001 ratas reseccionadas v.s. ratas
controles.



Tabla 24. EFECTO DE Li RESECCION INTESTINAL

DE COLESTEROL EN CIEGO

107

SOBRE LA ABSORCION

Colesterol Controles R-50 R-75
(alf)
0.086 0.3:0.1 B0.7:0.2 1.520. 1*xxxx.8
(4) (¢) (4)
0.10 0.720.2 1.5820. 1%xx 3.020. 4%xx.8
(4) {(3) (3)
0.20 1.7£0.2 3. 010, 1%*x 6.521. D**x.2
' (4) (3) (%)
0.40 3.0*0.6 .6.120. 7% 12. 720, 3%*xx.d
{5) (3) {(3) ‘

La absorcidén se determind mediente la técnics de sacos evertidos, como
se describe en laterial y Métodos. Para cada experimento se utilizaron
los ciegos procedentes de dos ratas. Otros detalles como en la Tabla 23.
¥p<0.05, **%p<0.005, *%%#p<0.001 ratas resecionadas v.s. ratas

controles.

85<0.05, 9p<0.001, ratas R-75 v.s. ratas R-50.



Tebla 25. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINMAL SOBRE Li ABSORCION

DE COLESTEROL EN COLON.

Colesterol Controles R-50 R-75
(alf )
0.08 0.440.1 3.910. 9% 3.621.0%
(5) (3) (4)
0.10 0.820.1 8.621.7% 8.0z1.0%x
(3) (3) (4)
0.20 1.320.3 14.012. 75%% 15. 05, 0**%
(4) (4) (4)
0.40 4.0:1.0 30. 015. 0%s=% 30.526, 2%
(4) {4) (4)

La absorcidén se determind en sacos evertidos de colon, como se describe
en el apartado de laterial y Métodos. Para cada experimento se utilizé
el intestino procedente de dos ratas. Otros detslles comc en la Tebla 23.
*p<0. 05, **p<0.01, **¥p<0, 005 retas resecionades v.s. ratas controles.
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Fig.10. Absorcidén total de colesterol en yeyuno de ratas
controles y reseccionadas en funcidén de la concentracidn

en el medio de incubacién. (e ) Ratas controles, (a) ratas
R-50, (m) ratas R-75.
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¥Fig.11. Absorcién total de colestercl en ciego de ratas
controles y reseccionadas en funcidin de la concentracidn
en el medio de incubacién. (e ) Ratas controles, (A ) ratas
R-50, (m) ratas R-75.
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¥ig.12. Absorciém total de colesterol en colon de ratas
controles y reseccionadas en funcién de la concentracidnm
en el medio de incubacidn. (e ) Ratas controles, (A ) ratas
R-50, (m) ratas R-75.



Tabla 26. CONSTANTES DE TRANSPOTE PiRA LA ABSORCION DE
COLESTEROL EN YEYUNO, CIEGO Y COLON

Controles R-50 R-7%

YEYUNO

b 0.996 0.998 g.998

Kd 19 109 114
CIEGO

r 0.996 0.999 0.999

Kd 8 15 32
COLON

4 0.983 0.997 0.999

Kd 10 73 76

r: Coeficientes de regresidn de las rectas representadas en las Fig.
6. 7y 8, correspondientes al transporte de colesterol. ‘

Kd: Constante de difusidén aparente expresada en pmoles/mg peso
hunedo/6 min/mM.



3. DISCUSION
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S.1. CRRACTERISTICAS DE LOS ANIMABLES

Los animales reseccionados presentan una disminucidn
significativa de su peso corporal, tanto mayor cuanto mé&s intestino
delgado se ha excluide (Tebla 1). Esta disminucidén del peso corporal
podria deberse al desarrollo de un proceso de malabsorcidn y/c a una
disminucidon en la ingesta diaria de alimento. El control realizado
sobre la dieta ingerida en cada grupe experimental, puso de
manifiesto, que no existian diferencias significativas en cuanto al
consumo de comida entre los grupos experimentales, lo que nos indica
que existe una reduccidén significativa en la eficacia alimentaria de
los animales reseccionados.

Dado que el intestino delgado es el lugar déonde se realiza la
mayor absorcién de 1los nutrientes, 1la disminucién de su longitud
reducird la absorcidén y como consecuencia, se produciréd una pérdida de
peso. Esta malabsorcidn afecta principalmente a los lipidos (Akesson y
Nilsson, 1988), va que en ratss reseccionadas disminuye el pool de
sales biliares (Yazquez et al., 1986).

Por otro lado, las ratas sometidas a resecciém no presentaron
nodificaciones en cuanto al peso del higado. Sin embargo, cuando el
peso de este érgano se expresé por 100 g de peso corporal, se observéd
un aumento significativo en dicha proporcién, debido a la disminucidén
de su peso corporal (Tabla 1).

Al estudiar el efecto de la reseccién sobre la mass intestinal
comprobamos, que la relacién g/cm en el yeyuno y colon aumenta cuando
aquella es masiva. Por el contrario, la reseccién de la mitad distal

del intestino delgado, sélo da lugar a este aumento en el yeyuno y no
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en el colon. Estos resultados se ratifican con estudios previos
realizados por microscopia 6ptica, dénde se observd que tanto el
yeyuno como el colon de ratas con reseccidén sufrian una hiperplasia,
excepto en el colon de ratas con reseccion del 50%, en donde no se
producian alteraciones morfoldgicas tras la ilectomia {Vazquez et al.,
1987). |

A las seis semanas de realizar la operacidn, el peso del ciego
aumenta, observdndose por estudios histoldgicos uma hiperplasia mayor

cuando la reseccidn es masive (Vdzquez et al., 1987) (Tebla 1).

5.2. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL SOBRE EL METRBOLISMO

DEL COLESTEROL.

~ DETERHINACION DE LAS ACTIVIDADES HNG-Cod REDUCTASA Y

ACAT EN HIGADO E INTESTINO. RELACION CON LA COHMPOSICION
LIPIDICA HICROSOMAL. EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL.

Nuestros resultados mostraron que la actividad total de la
HMG-CoA reductasa hepdtica auments & las seis semanas de la reseccidn
intestinal, independientemente de la longitud de intestino excluida
{Tabla 2). Estos resultados estdn de acuerdo con los obtenidos por
otros autores al disminuir el “"pool” de sales biliares ( Erickson et
al., 1980; Kuipers et al., 1985; Innis, 1986).

Nordstrom et al. (1977) ¥ Brown et al. (1979) pusieron de
manifiesto que esta enzims estaba modulada por un mecanismo de

fosforilacidén-defosforilacién, presentando uma forma defosforilada
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{activa) y una forma fosforilada ({inactiva).De acuerdo con este
concepto, podriamos pensar gque la reseccidn intestinal no 3610
modificara la actividad total (Rt) de la enzima, sino que ademis
afectara a la relacién Re/Rt. Para comprobarlo, se determindé la
actividad reductasa en microsomas aislados en presencia de NaF
(inhibidor de las defosforilasas citosdélicas) determinando de esta
forma la actividad reductasa en el tejido en el momento del sacrificio
{(Ra). En efecto, observemos que ls relacién Ra/Rt aumentaba tras la
operacifén, con un ligero incremento adicional en las ratas con
reseccifén masiva (Fig. 1) Este aumento en la relacién Ra/Rt tras la
reseccidén, contrasta con estudios anteriores realizados por Brown et
al. {(1979) en ratas tras administrar colestiramina. Estos autores
postularon que la reductasa inactiva serviria como reservorio,
pernitiendo cambios répidos en la actividad de la misma en caso de que
la célula necesitase wna mayor cantidad de colesterol. Por el
contrario, Bossio et al (1984) al estudiar la actividad reductasa en
el higado humano, observaron que la adicidn de colestiramina a la
dieta producia un incremento en la actividad total de la enzima,
ademds de un aumento en la relacidn Ra/Rt.

Nuestros datos sugieren que la interrupcidén de la circulacidn
entero-hepdtica por reseccién intestinal, hace que las células
necesiten continuamente gran cantidad de colesterol. lo que induciria
un estimulo continue que impediria que las células ajustasen
definitivamente la cantidad total de la enzima. Como consecuencia
estarian estimulados ambos mecanismos de regulacidén {corto y largo
plazo), alterédndose los niveles de produccidn de HMG-CoA reductasa

junto con los de todos los enzimas involucrados en el mecanismo de



124

fosforilacién-defosforilacidn.

Ls mucosa intestinal ocupa el segundo lugar, en orden de
importancia, para la sintesis enddégena del colesterol (Turley et la.,
1981 Spady vy Dietschy, 1983). Por ello, se ha sugerido que cuando las
necesidades de colestercl aumentan {(como en el caso de la reseccién
intestinal), la sintesis extrahepdtica del mismo puede ser de gran
importancia para su metabolismo. Nuestros resultados muestran que la
reseccién intestinal no modifica la actividad total de la HMG-CoA
reductasa en ninguno de los tres segmentos estudiados (yeyuno, ciego ¥
colon) (Tabla 3). El aumento en actividad HMG-Co A reductasa observado
al expresar los resultados por unidad de longitud o por 6rgano (Fig.
2), era debido a la hiperplasia que sufren estos segmentos tras la
operacidn (Tabla 1), ya que la actividad especifica no se vidé alterada
{(Tabla 3). La relacién Ra/Rt tampoco se modificé tras la reseccidén
intestinal en ninguno de los tres segmentos estudiados, aungue un dato
significativo fué el hecho de que esta relacidn era mayor en el ciego
¥ colon que en el yeyuno de ratas controles vy reseccionadas (Tabla 3).

En estudios previos en los que se interrumpié la CEH en ratas
mediante la administracidon de colestiramina (Panini et al., 1979;
Stange y Dietschy, 1985), o por derivacidn de 1la bilis del conducto
colédoco (Andersen y Dietschy, 1977), se observé un saumento en la

actividad total de la reductasa en,el yveyuno, 1lo que contrasta con
' nuestros resultados. Esta discrepancia podria deberse a los distintos
procedimientos experimentales utilizados.

El hecho de Que la actividad reductasa sumente en el higado y no
en el intestino tras la reseccidn, parece indicar, que este incremento

hepdtico es suficiente para cubrir las necesidades celulares de
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colesterol en el organismo.

En cuanto a 1la determinacidn de la actividad reductasa en ciego ¥
colon tras la interrupcién de la CEH, no existen datos en la
bibliografia, aunque cabe esperar que, 3i esta enzima no se ve
afectada en el intestino delgado, tampoco lo hard en el grueso.

La otra enzima implicada en el metabolismo del colesterol es la
ACAT, responsable de la esterificacidn del mismo.

Al estudiar esta enzima en el higado, comprobamos que su
actividad disminuia tras la operacién quiriirgica, disminucién que era
proporcional a la longitud de intestino excluido (Tabla 2).
Contrastando con estos resultados, Innis (1986) no encontré cambios en
la actividad ACAT tras la administracién de colestiramina, mientras
que Erickson y col. (1980) observaron una ligera disminucién de 1la
actividad de esta enzima.

La actividad ACAT intestinal, tras la operacidén quirurgica, no
varia en ninguno de 1los tres segmentos intestinales estudiados
(yeyuno, ciego y colon) (Tebla 4), aunque al igual que ocurridé con la
reductasa intestinal, esta actividad se veria aumentada al expresar
los resultados por unided de longitud para el caso del yeyuno y colon
0 por oOrgano en el caso del ciego (valores no mostrados).Estos
resultados coinciden con los cobtenidos por Stange y Dietschy (1985) en
rata, y contrastan con los obtenidos en conejo por Field y S3alome
(1982) tras la administracién de colestiramina. Por otra parte, la
eliminacidén de la bilis en el duocdeno tampoco altera la actividad ACAT
en el intestino de rats (Gallo et al., 1984b).

Todos estos resultados parecen indicar qué el higado y el

intestino, responden de distinta forma para mantener la homeostasia



126

del colesterol en el organismo tras la reseccion intestinal.

El distinto comportamiento de estas dos enzimas en el higado e
intestino podria explicarse analizando la composicidn lipidica de las
membranas nicrosomales, ya que distintos autores (Erickson et al..
1980; Ramirez et al., 1981; Field y Salome, 1982; Field et al., 19387)
han indicado una relscidn entre la actividad de estas enzimas y el
ambiente lipidico que las rodea.

En condiciones fisidlogicas normales, tanto en el higado como en
el intestino, parece haber una relacidén inversa entre los niveles de
colesterol libre microsomales y la actividad reductasa, mientras que
la relacidn entre el colesterol libre microsomal y la actividad ACAT
es directs, es decir, la activided ACAT depende de la
biodisponibilidad de sustrato (Field y Salome, 1982; Innis, 1986).
Segin esto, los resultados obtenidos en el higado, eran de esperar,
ve que el aumento en la sintesis hepatica de sales biliares que
provocaria la reseccidn, podria producir uma disminucién en los
niveles de colesterol, que estimularia la actividad reductasa e
inhibiria la actividad ACAT. Sin embargo, al estudiar la composicién
lipidica de los microsomas hepdticos, observamos que los niveles de
colesterol libre aumentan tras la reseccidén intestinal, siendo este
incremento mayor a mayor longitud de intestino delgado excluido. Por
el contrario, los eésteres de colesterol disminuyen. principalmente
tras la reseccidn masiva, lo que podria reflejar. en parte, la
disminucién de activiad ACAT. Los niveles de fosfolipidos no se
modifican con la reseccidn intestinal, por lo que aumenta la relacidn
CL/FL (Tabla b).

Innis (1986) observd que tras la administracién de colestiramina,
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los cambios producidos en la actividad ACAT y HING-Co A reductasa
hepdtica no guardabsn relacién con los niveles de colesterol
microsomales. Resultados similares fueron observedos por Erickson et
al. (1980) y Stange y Dietschy {(1985) en ratas. Segun esto, no siempre
un aumento en los niveles de colesterol microsomales va acompafiado por
un aumento en la actividad ACAT y una disminucidn en la reductasa,
indicando que otros factores pueden regular la actividad de estos
enzimas.

Distintos autores han puesto de manifiesto que,
independientemente del colesterol libre microsomal, la actividad de
estas enzimas estd regulads por la naturaleza de los Acidos grasos que
componen los fosfolipidos de las membranas microsomales. Asi, se ha
conprobado que un aumento en los niveles de 4cidos grasos
poliinsaturados de las familias (n-3) y (n-6) va acompafiado por un
aumento de la esterificacién de colesterol en el higado (Spector et
al.,1980). El1 estudio de la composicién en #4cidos grasos de 1los
microsomas hepdticos indica, que la reseccidn intestinal produce una
disminucién en los niveles de poliinsaturados, principalmente tras la
reseccién masiva (Tabla 6) que podria estar relacionada con 1la
inhibicidn en la actividad ACAT.

Al examinar mds detalladamente la composicién en 4cidos grasos de
los fosfolipidos microsomales hepaticos,se observa mayor nimero de
cambios tras la reseccién masiva que tras la reseccidén del 50%. asi,
se ven aumentados los niveles de monoenos, representados por los
4cidos palmitoleico (16:1, n-7) y oleico {(18:1, n-9), y disminuyen los
niveles de linoleico (18:2, n-6) y araquidénico (20:4, n-6) en las

ratas con reseccidén del 75%. Este tipo de variaciones se observa en
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animales que tienen tendencia a ser deficientes en é&cidos grasos
esenciales (Keim y liares-Perlan, 1984). Esta tendencia viene indicada,
ademds, por la sparicion del 4cido 20:3 (n-9) en estos animales,
consideradc como un marcador de la deficiencia en #&cidos grasos
esenciales (Martins et al., 1984) (Tabla 6). Sin embargo, la relacidn
trienc (20:3, n-9)/tetraeno (20:4, n-6) no apoyd esta hipdtesis, ya
que su valor fué inferior a 0.4 (0.032), que segun algunos autores
{(Martins et al., 1984) debe superarse para considerar instaurado
totalmente este sindrome.

Por otra parte, al ser los Acidos linoleico y araquiddénico los
constituyentes fundamentales de 1los fosfolipidos que forman la
cubierta de las lipoproteinas, la reseccién podria hacer disminuir las
secrecién de colesterol como lipoproteinas, eumentando asi el
colesterol intracelular.

Se ha podido comprobar, que la interrupcidn de la CEH mediante la
administracién de colestiramina, produce un aumento en el nimero de
receptores hepaticos para las LDL, aumentando la captacién de
colesterol por esta via (Packard y Shepherd, 1982). Normalmente esta
circunstancia se da en situaciones bajo laé cuales la célula ests
necesitada de colesterol, y normalmente va acompafiada por un aumento
en la actividad HMG-Co A reductasa y uma disminucion de la ACAT en el
higado. En base a este hecho, podria ocurrir gque 1l1la reseccidn
intestinal sumentara el mimero de receptores para las LDL, que junto
con el aumento de HMG-Coi reductasa y la disminucion de actividad ACAT
observados en el higado de animales resecionados,y otros factores,
fueran suficientes para satisfacer las necesidades de colesterol. El

aumento en el aporte de colesterol se canalizaria preferentemente
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hacia la sintesis continua de sales biliares, compensando la pérdida
de éstas y disminuyendo la cantidad de colesterol disponible pars la
actuacion de la ACAT.

En cuanto a los resultados obtenidos en el intestino (yeyuno), la
ausencia de variacién en la actividad HMG-Cod reductasa y ACAT nos
indica que, en principioc, los pools de colesterol que regulan estas
enzimas se mantienen intactos. Sin embargo, se observé un aunentd en
los niveles de colesterol 1libre en 1los microsomas de intestino
(veyuno) de ratas resecciomadas, mientrss que los niveles de ésteres
de colesterol no se modificaron significativamente, reflejando, en
parte, el efecto de la actividad ACAT (Tebla 7). Estos resultados son
dificiles de comprender, ya que la actividad de la enzima HNIG-Cod
reductasa deberia estimularse, puesto que al realizar la interrupcién
de la circulacién entero-hepatica, dismunuye la superficie funcional
del intestino, y como consecuencia, la sbsorcidém de grasas (ikesson ¥
Nilsson, 1988). Una posible explicacién podria ser el aumento en el
aporte de colesterol via lipoproteinas plasmdticas a través de la
membrana basolateral, aunque Stange y Dietschy (1985) demostraron que
la administracién de colestiramine a ratas, no aumentaba la captacién
intestinal de LDL.

Por otro lado, hay que tener en cuenta, que parte del colesterol
libre de la célula se destina a la formacion de quilomicrones, que
posteriormente, pasardn a la linfa (Geugl ¥y Ockﬁer, 1975; Stange v
Dietschy, 1985). La disminucién de la absorcidén de grasas podria hacer
disminuir las necesidades de colesterol para esta funcidén, lo que
podria compensar 1la falta de absorcién del mismo, manteniéndose

constantes los pools de colesterol y no modificAndose las actividedes
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de las enzimas implicadas en su metabolismo.

Field et al ¢1987) comprobaron en intestino de conejo, que la
actividad ACAT intestinal, al igual que la hepdtica. podria estar
nodulada por la composicién en 4cides grasos de los fosfolipidos
microsomales. Nuestros resultados muestran, que a diferencia del
higado, no se observaron cambios en los 4cidos grasos poliinsaturados
de las familias (n-6) ¥ (n-3) tras las reseccidén intestinal (Tabla §).

Al realizar un estudio més detallado sobre la composicidén en
é4cidos grasos de los microsomas intestinales (yeyuno) de ratas
reseccionadas, observamos un aumento en los niveles de acidos grasos
saturados, representados por el écido palmitico (16:0) y estearico
{(18:0). La proporcidn de monoenos permanece constante, nientras que,
los resultados mé&s interesantes vienen reflejados por el aumento
progresivo que sufren los dienos, principalmente 4cido 1linoleico
(18:2, n-6), vy la disminucién de los tetraenos {(araquiddnico) tras la
reseccidn intestinal (ver Tabla 8), que a su vez hace que la relacidn
20:4/18:2 disminuya (0.42 y 0.39, para ratas R-50 y R-75 v.s. 0.78
para ratas controles).

Los fosfolipidos de 1a 1mucosa intestinal son wutilizados
continuamente para formar las cubiertas de 1los dquilomicrones
(Glickman, 1984), ssi como para la construccidn de las membranas de
los enterocitos (Lipkin, 1984). Hasta ahora se pensaba que estos
4cidos grasos poliinsaturados provenian de la degradacidn de 1los
fosfolipidos de la bilis en el lumen intestinal. 3in embargo, estudios
recientes sugieren que una cantidad significativa de 4cido
araquidonico puede originarse por sintesis de nove en el enterocito, a

través de la desaturacidn y elongacidn de la cedena de 4cido linoleico
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(Gaxrg et al., 1988). Con lo cual, el hecho de haber encontrado una

disminucién en la proporcién araquiddnico/linoleico nos sugiere, que
podria existir una inhibicidn de la & desaturasa del enterocito tras

la reseccidn intestinal.

Seria importante indicar que el estudic de la composicidn
lipidica microsomal se ha realizado sobre microsomas enteros y que,
por tanto, no se limita al ambiente lipidico especifico que rodearia a
cada enzima, aunque seria reflejo de éstos.

El estudio de la composicién lipidica de 1los fosfolipidos de
microsomas del ciego y colon queda aun por determinar y serédn objeto

de futuros trabajos.

- ESTUDIO DE LAS FRACCIONES LIPIDICAS Y SU COMPOSICION

ACIDOS GRAS0S EN EL TEJIDO HEPATICO Y SUERO. EFECTO DE LA
RESECCION INTESTINAL.

Cuando se estudidé la composicién lipidica dei tejido hepatico, se
comp'rohé que el aumento de colesterol libre en microsomas de higado
(Tabla 5) no se acompafiaba de un incremento en el colesterol. libre
hepdtico (Tabla 9). Estos resultados podrian indicar, que la reseccidén
altera algin proceso intracelular responsable del transporte de
colesterol desde las membranas microsomales al resto de las membranas
celulares (mitocondrias fundamentalmente), dénde reside gran parte del
colesterol celular. Por otra parte, los niveles de triglicéridos ¥y
fosfolipidos del higado tampoco se modificaban como consecuencia de

la ilectomia, sin embargo, encontramos un descenso en los niveles de
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ésteres de colesterol, respecto a los valores encontrados en ratas
controles, mayor en la reseccidn del 50X que en la del 75% {Tabla 9).
Estos resultados, podrian ser, en parte, reflejo de la disminucidn
observada en la actividad ACAT (ver Tabla 2).

Los valores de ésteres de colestercl en el higado tras 1la
reseccién intestinal, no son paralelos a los encontrados en los
microsomas hepdticos, y ademis, el incremento en la actividad ACAT en
los animales con reseccién del 50X, respecto a la reseccidn del 758
{Tabla 2), se corresponde con una mayor disminucion en los niveles de
ésteres de colesterol hepaticos. Esto podria explicarse por un
incremento en la descarga de VLDL ricas en ésteres de colesterol,
producida por un aumento en la actividad ACAT (Devron et al., 1980).
S5i esto ocurriera tras la reseccidn intestinal., al tener las ratas con
reseccibn del 650X wuna actividad ACAT mayor respecto & las
reseccionadas del 75X, se promoveria la descarga de VLDL ricas en
ésteres de colesterol en estos snimales, disminuyendo los niveles de
éstos en higado con respecto a la reseccidn masiva.

Cuando se estudié la composicidn lipidica del suero se observd un
aumento significativo en los niveles de colesterol libre después de la
operacidén, junto con una disminucidn, aunque no significativa, en el
- contenido de ésteres de colesterol, reflejando ligeramente 1la
actividad ACAT hepé&tica. No se observaron modificaciones ni en 1los
niveles de 1lipidos totales ni en los fosfolipidos, al igual que
ocurrid en el higado.. Por el contrario, los triglicéridos aumentaron
significativamente después de la reseccidn intestinal (Tabla 10).

Parece ser que el colesterol absorbido por el intestino se

transporta principalmente en linfa como ésteres de colesterol (Thomson
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y Dietschy, 1981), siendo la ACAT la enzima responsable, en parte, de
esta esterificacién (Gallo et al., 1984a, 1984b. Bennet Clarck Yy
Tercyack, 1984). Segun nuestros resultados la actividad de esta enzima
no se modifica en el intestino, pero estd inhibida en el higado como
consecuencia de la reseccidn intestinal {ver Tebla 2), lo cual podria
ser una causa de la ligera disminucién en los niveles circulantes de
colesterol esterificado.

Por otro 1lado, 1a composicién 1lipidica del suero depende
principalmente del balance existente entre la secrecidn hepdtica de
lipidos y la captacién de éstos por los tejidos periféricos, con lo
que el aumento observado en los niveles de triglicéridos podria
deberse a un desajuste en este balance.

Al estudiar la composicién en acidos grasos de las distintas
fracciones de lipidos en el higado y suero sanguineo, comprobamos que
existia una falta de similitud entre ellas, observindose las mayores
diferencias en los ésteres de colesterol del tejido hepatico.

El estudio de los triglicéridos del tejido hepdtico (ver Tebla 11
y Fig. 3) puso de manifiesto que la reseccién intestinal producia una
subida de los niveles de Acidos grasos saturados, principalmente de
estedrico, acompafiada por unma elevacién de los niveles de mnonoenos
{dcido oleico). Los niveles de linoleico disminuyen
significativamente, mientras que el 4cido araquidénico, encontrado a
bajas concentraciones en esta fraccién, no se modifica. Un dato
significativo es la ausencia de metabolitos de 4cidos grasos

poliinsaturados de la familia (n-6) tras la reseccién intestinal,
quizd por una inhibicién de la Ag-desaturasa hepatica. La disminuciodn

de 4cido linoleico en los snimales reseccionados, nos apunta también a
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una deficiencia en 4cidos grasos esenciales, aunque esta deficiencia
no es apreciable, o yal menos no se puede decir que es decisiva al
estudiar los triglicéridos, fundamentalmente en el tejido hepatico,
donde su mecanismo de "turnover" es extremadamente répido.

En cuanto a los fosfolipidos {(ver Tebla 12 y Fig. 3). se observa
una ligera disminucién en los 4cidos grasos saturados deterainada
principalmente por el &cido estedrico, y ligeros cambios en el &acido
palnitico como consecuencia de la operacidén. Esta disminucidén va
acompafiada por un claro aumento de la proporcidn de dcido palmitoleico

¥y oleico, indicando que hay un movimiento en favor de la activaciodn de
la Ag-desaturasa (ver esquema 6). Por otro lado, los niveles de

araquiddnico y linoleico no se modifican, perc se chserva que tras ls
reseccidn aumentan significativemente la proporcidn de &cidos grasos
poliinsaturados, indicando que en los tfosfolipidos de estos animales
predomina la esterificacidn con &cidos grasos poliinsaturados (n-3) y
{(n-6), ya que practicamente no se detectaron valores en las ratas
controles.

La dltima fraccidm de los lipidos hep&tico.é estudiada es la de
los ésteres de colesterol (ver Tabla 13 y Fig. 3). En este caso, la
mayor esterificacidn se realiza por el acido linoleico (45%), que
sumenta bastante tras la reseccidn masiva (?08), aconpafiado por uma
disminucién en el A4cido araquiddnico, que 1llega, incluso a no
detectarse en ratas con reseccién del 75%. La relacién 20:4/18:2
disminuye en gran medida (0.08 y 0 para R-50 y R-75 v.s. 0.16 para
ratas controles). Estos resultados nos indican que a este nivel, la
via de desaturacién y elongacién de la cadena de 4cidos grasos queda

interrumpida en los animales reseccionados, por una inhibicidn clara
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de la Ag-desaturasa, que provocaria un gran acumulo de 4cido
linoleico. - con una desaparicidn progresiva -del dcide araquiddnico.
Igualmente, puede haber un aumento de actividad de la Ag-desaturasa en

los animales con reseccidn, ya que la relacidn monoenos/saturados esta
aumentada (1.5 y 3 para R-50 y R-75 v.s. 0.78 para ratas controles).

Los resultados obtenidos sobre la composicidn en dcidos grasos de
las fracciones 1lipidicas del tejido hepdtico tras la reseccidn
intestinal, principalmente ésteres de colesterol, nos hizo reflexionar
sobre los posibles cambios a nivel sanguineo., ya que ademds, segun
distintos autores, la presencia de determinadas patologias crodnicas
pueden hacer variar su composicidn (Huang et al. 1984).

En principio. observamos que el 4acido graso principal que
esterificaba los ésteres de colesterol en el suero era el 4cido
araquidénico {(ver Tabla 14 y Fig. 4), a diferencia del higado, ddnde
el principal 4&cido graso que ésterificaba al colesterol era el
linoleico. Garg et al. {(1985) y Ciccoli y Comporti {1983) observaron
las mismas caracteristicas en ratas controles. Esta esterificacidn con
dcido araquiddnico aumenta tras la reseccidn intestinal. Igualmente,
los triglicéridos de ratas reseccionadas tembién exhibian altas
proporciones de &cido araquiddnico {ver Tabla 15 y Fig. 4). que se
compensaba con la disminucidn del mismo en los fosfolipidos del suero
{ver Tebla 16 y Fig. 4). Pudiera ser que este exceso de 4cido

araquidénico encontrado en el suero de ratas reseccionadas, se
transfiera & las plaquetas para la formacién de tromboxanos (TXA4).

explicando, en parte, el agotamiento en acido aragquiddnico de 1los

ésteres de colestercl del tejido hepdtico {ver Tabla 13).
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Por tanto, las distintas fracciones lipidicas asi como el perfil
en 4cidos grasos de cada una de ellas, en el higado ¥ Suero, nostraron
diferencias tras 1la reseccidn intestinsl, que en parte podrian
explicarse por los distintos mecanismos de incorporacidon de los &cidos
grasos a las fracciones lipidicas y por cambios de actividad en las
enzimas de elongacidén y desaturacidn, cuyo estudio serd objeto de

futuros trabajos.

5.3. EFECTO BE LA BESECCION INTESTINAL SOBRE LA ABSORCION BE

ACID0 LINBLEICH 'l COLESTEROL.

- ABSORCION DE ACIDO LINOLEICO EN YEYUNO, CIEGO Y COLON.
EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL.

La absorcién total de Acido linoleico, representada frente a las
concentraciones iniciales de sustrato en el 1liquido de incubacién,
muestra, tanto para las ratas controles como reseccionadas, una
evolucién semejante con uma cinética de saturacidén (ver Fig 5). Esto
nos indica que la absorcién de acido linoleico en el yeyuno esta
realizada por un proceso mediado, bien sea a través de un transporte
activo o por una difusién facilitada. Estos resultados estéan de
acuerdo con los obtenidos por Chow y Hollander (1979a) en las mismas
condiciones experimentales iz vifzro e incluso determinando la
absorcidn Zzm vive (1979b) .

Igualmente, se observa como la reseccién intestinal produce un
aumento en la absorcidn de acido linoleico a todas las concentraciones

estudiadas, llegando a ser significativo a concentraciones iguales o
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mayores a 0.4 mlf (Tabla 18).

Para estudiar 1la posibilidad de un transporte activo, se
realizaron experimentos en yeyuno de ratas controles en presencia de
una mezcla de ouasbaina/rotenona (200 uif/80p M) que hace disminuir la
actividad de la bomba Na-K-ATPasa y produce depleccién celular de ATP
(Carter-Su y Kimmich, 1979), & uma concentracién baja de. écido
linoleico, 0.1 mM. Los resultados mostraron que la adicién de estos
depresores no modificé la absorcién total de dcido linoleico (93.6217
frente a 96.415.8 pmoles/mg de tejido Iimdo/6 min, en ausencia ¥y
presencia de la mezcla ouabaina/rotenona, respectivamente), 1lo cual
indicaba que la absorcidén intestinal de acido linoleico no requiere
energia y estd mediada pbr un proceso de difusién facilitada con
transportador.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Chow y Hollsnder
{1979a) utilizando inhibidores metabdlicos, indicando que a bajas
concentraciones de sustrato (0.04-1.2 =mM) la absorcién de dacido
linoleico tiene lugar por una difusidén facilitada, pero que a mayores
concentraciones (2-5 m), la absorcidén se realizaba principalmente por
una difusién simple, que a su #ez enmascara la difusidn facilitada dque
existiria en una menor cuantia. Este doble mecanismo de transporte se
comprobdé que también existia para otros nutrientes tales como el
retinol (Hollander y Muralidbara, 1977)., vitamina-BiZ (Herbert, 1960)
y tiamina (Sklan y Trestler, 1977)., ademés de para otros acidos grasos
de cadena largs (Chow y Hollander, 1979b).

Se ha podido comprobar que el transporte de A4cido linoleico se
inhibe competitiveamente por otros 4cidos grasos insaturados, de forma

que esta inhibicidén es mayor al aumentar el mimero de dobles enlaces;
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asi, el é4cido oleico (18:1. n-9) lo inhibe menos que el linolénico
(18:2, n-6) y este menos que el araquidénico (20:4, n-6). Nosotros
utilizamos el &cido linolénico como posible inhibidor competitivo de
la absorcidn de é&cido linoleico (ver Tebla 19 y Fig. 6. 7 y 8).
determinando 1las constantes cinéticas para ratas controles vy

reseccionadas una vez aplicada la ecuacidn de Dixon {ver Tabla 20).
La K{ o constante de transporte aparente cbtenida por nosotros en

veyuno de ratas controles, segun este sistema, tué de 0.968 mM, muy
similar a la obtenida por Chow y Hollander (197%) (0.967 mlf) en las
mismas condiciones experimentales. La Vmax fué de 1470 pmoles/mg de
tejido humedo/6 min, tembién muy similar a la obtenida por Chow ¥y
Hollander (1979a) (1500 pmoles/mg de tejido humedo /6 min).

Aunque hemos observado una disminucién en la absorcidn de &cido
linoleico en presencia de &cido linolénice. no podemos excluir la
posibilidad, de que esta disminucién en la absorcidn sea causada por
un aumento en el tamafio de la micela al afiadir el Acido linolénico al
medio, ya que wun aumento en el tamafic micelar haria disminuir 1la
difusidn de la misma a través de la capa de agua.no agitada hasta la
superficie del enterocito. En este sentido, se ha podido comprobar que
la adicién de lecitina al medio hace disminuir también la absorciénm de
4cido linoleico por aumento del tamsfio micelar (Reyner et al., 1985).

' Sin embargo, Chow y Hollander ({1979%a) comprobaron que a altas
concentraciones de 1-3 mM la absorcién de 4&cido 1linoleico era
proporcional a la concentracidén. Debido a que tanto el &cido linoleico
como el linolénico tienen igual n2 de carbonos, la sustitucidn de uno
por otro no debe introducir diferencias en el tamafio de la micela. De

cualquier forma, si esta disminucidon en la absorcidn de écido
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linoleico al afiadir &cido linolénico es debida a un factor u otro es
dificil de dilucidar con nuestros experimentos.

La reseccidn intestinal produjo un aumento tanto en los valores
de Vmax sparente, como en los valores de K;. siendo los de Ymax 2857 y
3679 pmoles/mg peso humedo/6 min para ratas con un 50% y un 75X de
reseccién respectivamente, y los de Ky de 2.3 y 2.4 il
respectivamente. Por otro lado, se produce una disminucién en 1la
constante de inhibicidn (K;j) tras la reseccién intestinal, disminucidn

que es proporcional a la longitud de intestino excluido (0.806 mll para
ratas controles, frente a 0.790 y 0.570 mlM para ratas con reseccidn

del 50¥ y del 75X, respectivamente).
El hecho de que aumente la V., tras la reseccidén intestinal

indica, que esta operacidén independientemente del efecto que produce
sobre la morfologia intestinal (Tabla 1), induce un aumento en el
transporte de d4cido linoleico por las células epiteliales. No se
conoce con exactitud cual es el transportador encargado de realizar la
absorcién de 4cido 1linoleico, pero varios trabajos apuntan a la
existencia de una proteina captadora de 4cidos grasos, que es a la
vez la responsable de llevar estos dcidos grasos desde la nembrana
celular a los Organos intracelulares. Este acido linoleico es un &cido
graso esencial importante en el organismo. y pudiera ser que tras la
reseccién sumentara el n® de transportadores por célula, sin excluir
la posibilidad de cambios inherentes en la membrana de borde en
cepillo (Keelan et al., 1985).

Otra posibilidad seria que la esterificacidn intracelular de los

édcidos grasos fuera un paso limitante para la sbsorcién de los mismos
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{Chow y Hollander, 1979b), aunque segun resultados obtenidos por
nosotros, este esterificacién no aumenta tras la reseccién intestinal.

Distintos autores han apuntado la evidencia de que la presencia
de la capa de agua no agitada conduce a una sobreestimacidn de 1la
constante de afinidad junto con una subestimacidn de los coeficientes
de permeabilidad pasiva (Thomson, 1979). Segin esto, el aumento
encontrado en la Kt tras la reseccidn intestinal podria explicarse en
parte por un aumento en la resistencia de la capa de agua no agitada,
tan importante para la absorcién de sustancias liposolubles, mas que
por una disminucién real de la constante de afinidad, lo cual no
tendria mucho sentido en wna situacidn en la que el animal necesita
absorber los sustratos nutritivos con la mayor eficiencia posible.

La absorcidén de &cido linoleico en ciego y colon de ratas
controles y reseccionadas se estudid a una sdéla concentracidén de 0.05
i, en las nismas condiciones experimentales citadas anteriormente,
(Mfaterial y Métodos, apartado 3.8.2).Los resultados mostraron que
tanto en el ciego como en el colon, se producia un aumento
significativo de la absorcidn de 4cido linoleico tras la reseccidn
intestinal, independientemente de la longitud de intestino delgado
excluida (ver Tablas 21 y 22 y Fig. 9). No existen estudios previos
sobre la absorcidn de &cido linoleico o &cidos grasos insaturados en
el ciego y colon de ratas. Para comprobar que tipo de transporte tenia
lugar en estos Organcs y ver si era similar al que existe en el
yeyuno, se realizaron estudios donde se afiadid como posible inhibidor
competitivo el &cido linolénio a concentracidén de 3 mlf. Los resultados
mostraron que tanto en ratas patrones como en reseccionadas, y tanto

en ciego como en colon. la absorcidn de dcido linoleico se encontraba
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inhibida, con unos ¥ de inhibicidn nu? similares en los tres grupos
experimentales, en ciego {(46-52X) y colon {47-48X) (ver Tablas 21 y 22
y Fig. 9). Estas observaciones sugieren que al igual que ocurre en el
veyuno, el transporte de &cido linoleico en el ciego y colon se
realiza a través de un proceso medisde, bién con requerimiento
{transporte activo) o sin requerimiento de energia (difusion
facilitada). Para establecer esta diferencia, nuevamente realizamos
estudios en ciego y colon de ratas controles, donde afiadimos la mezcla
ouabaina/rotenona (200 pw/80 pM), para deplecciomar las células de
ATP. Observamos que la absorcidn de &cido linoleico no se modificaba
por la adicidén de ests mezcla, ni en el ciego (5.6+1.12 y 4.8520.96
proles/mg de tejido himdeo/6 mnin .,en ausencia y presencia de
ouabaina/rotenona) ni en el colon (16.8420.7 y 14.7:0.8 pmoles/mg de
tejido himedo/6 min., en susencia y presencia de oubaina/rotenona,
respectivamente). Estos resultsdos podrian indicar, que el proceso de
absorcidn de Acido linoleico en el ciego y colon se realiza a bajas
concentraciones por un transporte mediado, aunque nuevamente no
podemos excluir la posibilidad de que la disminucidén en la absorcidn
de &cido linoleico sea debida al aumento de tamafic que adgquiere 1la
micela al afladir el 4cido linolénico., que haria disminuir la difusidn
de la micela hasta la membrana del enterocito.

Distintos autores han comprobado que el ciego y colon sufren
adaptaciones morfoldgicas y funcionales tras la reseccidn intestinal,
principalmente el ciego. De tal forma, que se observa un aumento de la
absorcidon de otros sustratos tales como, é4cidos biliares (lMolina et
al., 1986), electrolitos (Vazquez et al., 1988a) y azucares (Delgado,
1983). Sin embargo, aunque la hiperplasia observada en el ciego ¥y
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colﬁn tras la reseccitn intestinal (Vdzquez et al., 198?) podria ser
la causante del aumento de absorcidn de dcido lineoleico después de la
operacion, la forma de expresar nuestros resultados por unidad de masa
intestinal indica que otros factores son también responsables de este
aumento. Ademds, mediante estudios histoldgicos se ha observado que el
colon de las ratas con reseccidn intestinal del 50%¥ del intestino
delgado distal no sufria cambios respecto a ratas intactas (Vdzquez et
al., 1987), lo que nos confirma lo indicado anteriormente.

El aumento significativo de ebsorcidén' de 4&cido linoleico,
observado en el ciego y colon tras la reseccidn intestinal a esta baja
concentracidén (0.05 mM), no se observd en el yeyuno. Esto podria
indicar que quizds, tras 1la resecidn intestinal, 1la membrana
intestinal del intestino grueso se hace mds lipofilica, aumentando la
permeabilidad a las sustancias liposolubles. En este sentido, estudios
realizados previamente indican que la permeabilidad del intestino
grueso aumenta tras ls reseccidn intestinal (Vazquez et al., 1988b),
pudiendo quedar aumentada la absorcién de &cido 1linoleico tras la
reseccidn.

Por 1ltimo, tampoco podemos excluir otros factores como la
esterificacidn intracelular del 4cido graso en el interior de 1la
célula intestinal, que podria ser limitante para su absorcidn, asi
como . canbios en las propiedades fisico-quimicas de la membrana del
intestino grueso, que hicieran sumentar su fluidez y por consiguiente
aumentar la absorcidén de este 4cido graso. Este 1ltimo aspecto queda
aun por determinar.

Por consiguiente, y a la vista de los resultados obtenidos,

podemos concluir que la absorcidn de Acido linoleico en el yeyuno,
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ciego y colon se realiza a bajas concentraciones por un proceso de
difusidn facilitada, y que la reseccidn intestinal prdduce un aumento
en la absorcidon de éste dcido en el yeyuno remanente, ciego y colon,
independiente de la longitud de intestino delgadec excluido, que no
puede ser atribuido umicamente a la hiperplasia que sufren estos
drganos tras este tipo de operacidn.

Al ser el 4é4cido 1linoleico un 4&cido graso esencial, esta
compensacién de la pérdida de superficie sabsortiva por parte del
intestino remanente es. desde un punto de vista fisioldgico, muy
importante, pués una malabsorcidén intestinal de este A4cido o
deficiencias del mismo en la dieta, da por resultado una alteracidn en
el crecimiento, aumento de infecciones, asi como disminucién en la
sintesis de prostaglandinas, ya que este &cido graso es limitante para
la formacidn del 4cido araquiddénico, precursor.a su vez de éstas.
Ademds este Adcido graso es importante como componente estructural de
las membranas celulares al formar parte de los fosfolipidos, v a la
vez es de utilidad para formar los quilomicrones que saldran de la

télula intestinal.

- ABSORCION DE COLESTEROL EN TYEYUNO, CIEGO Y COLON.
EFECTO DE LA RESECCION INTESTINAL.

La absorcidén intestinal de colesterol se estudidé en el yeyumo,
ciego y colon de ratas controles y ratas sometidas a una reseccidn del
50% y 75% del intestino delgado distal, utilizando concentraciones de
0.05, 0.10, 0.20 y 0.40 ml.

La representacion de la sbsorcidn total del colestercl frente a
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las concentraciones de sustrato en el medio de incubacién, presenta,
la misma caracteristica en los tres segmentos estudiados y para los
tres grupos experimentales. Es una recta que pasa por el origen de
cordenadas, siendo los wvalores de absorcién directamente
proporcionales a las concentraciones de sustrato en el medio de
incubacién (ver Fig. 10, 11 y 12). Esto nos indica que la absorcién
intestinal de colesterol se realiza por un procesc de difusidn simple.
Previos trabajos han indicado que en el yeyuno, el colesterol se
absorbe por un proceso pasivo (Thomson y Dietschy, 1981), aunque
otros autores han defendido Ia teoria de una absorcién de colesterol
yeywnal realizado por un proceso mediado (Smith y col., 1958), que ya
parece quedar descartada.

Nuestros resultados muestran que en el caso del yeyuno y colon,
la reseccién intestinal produce un aumento de absorcién que es
significativo para todas las concentraciones estudiadas, e
independiente de la longitud de intestino delgado excluida (ver Tablas
23 vy 25).Igualmente, en el ciego, la reseccién intestinal produjo un
aumento de absorcidn de colesterol que es significativo para todas las
concentraciones estudiadas y proporcional a la extensidn de 1la
reseccidn (ver Tebla 24).

El aunento de absorcidn de colesterol observado en el yeyuno tras
la reseccién, concuerds con los valores observados por Thomson (1986b)
en conejo. Sin embargo, este mismo autor comprobd que la reseccién
intestinal producia un aumento en la absorcidén de colesterol en el
colon que no llegaba a ser significativo, lo que contrasta con

nuestros resultados (Thomson, 1986).

Las constantes de difusidn (Ky) obtenidas de las rectas de
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regresién resultantes fueron. en el yeyuno de 19 para ratas controles
y de 109 y 114 pmoles/mg de tejido humedo/6 nin/mM para ratas con
reseccion del 50% y 75% respectivemente (ver Tabla 26). E1 walor
encontrado en el yeyuno de ratas controles es nuy similar al
encontrado por Reynier y col (1987) utilizando la nisma técnica de
sacos evertidos wvacios, pero en este caso con una mezcla de
taurocolato sddico 10 mM y oleato sdédico 3.9 nll, como agentes
formadores de micelas. Sin embargo nuestros wvalores son inferiores a
los encontrados por Thomson y O'Brien (1981) en biopsias de intestino,

probablemente debido a la distinta técnica utilizada.
En el caso del ciego. las Ky fueron menores que en el yeyuno: 8

en ratas controles frente & 15 y 32 pmoles/mg de tejido Inimedo/6
nin/nM para ratas con reseccit‘m del 508 y 75X respectivamente. El
colon presentd mayores Kd: 16 para controles frente a 73 y 76
pnoles.o’mg de tejido humedo/6 mnin/ml para ratas reseccionadas (ver
Tabla 26).

Como ya explicamos anteriormente, la reseccién intestinal produce
hiperplasia en el intestinoc remanente, pero esta .hiperplasia no puede
justificar unicamente el aumento de absorcidén observado tras la
reseccién, pués los resultados en los tres segmentos intestinales
vienen expresados por unided de mass. Al tratarse de una sustancia
liposoluble, la absorcidon de colestercl, al igual que la de 4cidos
graéos, viene limitada por la resistencia efectiva de la capa de agua
no agitada y por la permeabilidad de la membrans a la molécula. Hay
trabajos que sugieren que tras la reseccidn intestinal aumenta 1la
resistencia de la capa de agua no agitada en yeyuno, lo cual

dificultaria la absorcién de colesterocl. Por el contrario en el colon,
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parece ser gue la reseccidn no mofica la resistencia efectiva de 1la
capa de agua no agitada (Thomson,1986b). E1 hecho de que tras la
reseccién  intestinal aumente la absorcidn de colesterol tanto en
yeyuno como en colon, independientemente de que existan cambios o0 no
en la resistencia efectiva de la capa de agua no agitada, indica que
este factor no es el unico responsable de los cambios producidos tras
esta operacién. Por lo que el aumento en la absorcidn total de
colesterol encontrado tras la reseccidén, debe reflejar mas bién un
cambio inherente en la capacidad de absorcidn del epitelio intestinal.
Asi, se ha podido comprobar que en situaciones diversas tales como
envejecimiento, diabetes, irradiacidn (Thomson y Dietschy, 1981),
suplementacidn de la dieta con &cidos grasos insaturados o saturados
{Thomson et al.,1987) etc., cambios en el transporte intestinal de
distintos nutrientes van asociados con modificaciones en la
composicién lipidica de la nembrana. En este sentido, Gray et al.
(1984) determinaron la microviscosidad y composicidn lipidica de 1la
membrana de borde en cepillo en el yeyuno de ratas sometidss a
reseccién intestinal, comprobando que existia una disminucién en la
microviscosidad de la membrana tras la reseccion, asociada a cambios
en la proporcidén colesterol/fosfolipidos e indice de saturacidn de
dcidos grasos de fosfolipidos de membrana.

Otros autores apuntaron que la absorcidén de colesterol viene
limitada por su esterificacidn intracelular (Thomson et al., 1983).
pero segun resultados que mostramos en otra seccidn de este trabajo.
la actividad ACAT no se ve modificada en ninguno de los tres segmentos
estudiados, con lo cual estos resultados no apoyarian dicha hipétesis.

Para finalizar, habria que indicar que el estudio de la absorcidn
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de acido linoleico y colesterol, se ha realizado mediante técnicas in
¥Itro. donde se ha facilitado la formacién de micelas afiadiendo
taurocolato sédico 10 mM. Pero hay que tener en cuenta, que las ratas
reseccionadas al tener interrumpida la circulacidén entero-hepdtica de
sales biliares, el “"pool" luminal de sales biliares puede quedar
disminuido, y por tanto afectada la capacidad de formar micelas, lo
que alteraria 1la solubilidad de las grasas procedentes de la dieta.
Esta situacidén nos indica que los resultados obtenidos iz ¥iirs . no
pueden extrapolarse en igual magnitud para la situacidn Iz wive.
aunque estudios realizados previamente determinando la concentracidn
de sales biliares tras la reseccidén (Vazquez et al., 1985), muestrsn
que, aunque esta concentracion estd disminuida, supera la cantidad

utilizada para este estudio.



6. CONCLUSIONES
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18. - La reseccidn del intestino delgado distal induce en las ratas

una disminucién de la eficacia alimentaria.

28 - La reseccidn de intestino delgado distal produce en el higado un
incremento significative de la actividad total de la HMG-Cok
reductasa, acompafiado de un aumento en la relacién Ra/Rt. Por el
contrario, la  actividad total de la ACAT desciende
significativamente, siendo este descensoc proporcional a la reseccidn

practicada.

32.- En el intestino delgado remanente, ciego y colon no se
observaron diferencias significativas en las actividades de 1la

HMG-CoA reductasa y ACAT entre las ratas controles y reseccionadas.

42 - Tras la reseccidn intestinal se observa en los microsomas del
higado, un aumento significativo en los niveles de colesterol libre,
acompafiado por una disminucién significativa en los ésteres de
colesterol, estando estos cambios relacionados con la extensién de la
reseccién realizada. El1 contenido de fosfolipidos no se modificd en

los distintos grupos experimentales.

68, - La reseccién del 75% del intestino delgado distal, produce en
los microsomas hepaticos cambios en la composicién en Acidos grasos
de los fosfolipidos, observidndose un saumento en la proporcidn de
dcido palmitoleico y oleico, y una disminucién en la de acidos grasos
poliinsaturados de la familia (n-6) y (n-3), principalmente debida al

descenso en el contenido de 4cido linoleico y araquidénico.
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62 - E1 contenido de colesterol libre de los nmicrosomas de intestino
delgado se eleva significativamente tras la reseccidn intestinal, no
existiendo wvariaciones en los niveles de éateres de colesterol vy

fosfolipidos.

72.- En los animales reseccionados, se observaron variaciones en el
perfil de Acidos grasos de 1los fosfolipidos microsomales del
intestino delgado, encontrédndose un saumento significativo en 1los
niveles de é4cidos grasos saturado: y 4cido linoleico, junto con una

disminucién del 4cido araquidénico.

82.- En el tejido hepdtico, la reseccidn intestinal produce un
descenso en el contenido de ésteres de colesterol, no modificédndose

los niveles de colesterol libre, fosfolipidos y triglicéridos.

98 - E1 estudio de las fracciones lipidicas del suero de los animales
ilectomizados, muestra un aumento significativo en los niveles de
colesterol libre y triglicéridos, junto con una disminucion que no
llega a ser significativa de ésteres de colesterol. El1 contenido de

fosfolipidos no se modifica en ninguno de los grupos experimetales.

102, - La reseccion intestinal modifica la composicién en A4cidos
grasos de las fraccionés lipidicas del tejido hepatico. En 1los
triglicéridos se observa un aumento de los Acidos grasos saturados,
monoinsaturados y del 4cido 1linoleico. En 1las fracciones de
fosfolipidos y ésteres de colesterol, disminuyen los Acidos grasos

saturados y aumentan los monoinsaturados. Ademéds, 1los ésteres de
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colesterol muestran un aumento de écido linoleico junto con um

descenso progresivo de &cido araquiddnico.

118 - E1 perfil en 4cidos grasos de las fracciones lipidicas del
suero indica, que la ilectomia produce un incremento significativo
del 4cido araquiddnico en los triglicéridos y ésteres de colesterol,

compensado por uns disminucidén del mismo en los fosfolipidos.

128 - La absorcién total de Acido linoleico en el yeyuno, muestra una
cinética de saturacidn tipo Michaelis-lMenten. tanto en animales
controles como reseccionadas, produciende la reseccidn intestinal un
aumento significativo en su absorcidn a concentraciones iguales o

mayores a 0.4 mif.

138, - lMediante el método de Dixon y utilizando el Acido linolénico
como inhibidor competitivo del transporte del Acido linoleico, se han
calculado las constantes aparentes de transporte Kt y de velocidad
mAxiwa. La Vmax del 4cido linoleico fué de 1470 pmoles/mg/6 min, en
ratas controles, y de 2657 y 3679 pmoles/mg/6 min para ratas con
reseccién del 50 y 75%, respectivamente. Los valores de Kt fueron
0.968 mM para ratas intactas, frente a 2.345 y 2.444 mll para ratas

resecadas.

142 - La absorcidén de 4cido linoleico (0.05 mM) en el ciego y colon
aumentd tras la reseccidén intestinal. E1 4cido linolénico inhibid la
absorcidén de 4cido linoleico por el ciego y colon, siendo el grado de

inhibicidn de igual magnitud en ratas controles y resecionadas.
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152 - La absorcién de colesterol en el yeywno, ciego ¥ colon, aumento
significativamente como consecuencia de la operacidn practicada,
siendo este aumento mayor a medida gque se incrementaba la

concentracidén de colesterol en el medio de incubaciédn.

162 - La constante de difusién (Kd) para el colesterocl, medidas en
pmoles/mg/6 min/mM, fueron: en el yeyuno, 19 para ratas controles y
109 y 114 para ratas reseccionadas; en el ciego, 8§ para controles y
15 y 32, para ratas operadas; y en colon, 10 en ratas controles

frente a 73 y 76 en animales reseccionados.
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