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I.1.- RESECCION INTESTINAL

I.l.l.—'CONSIDERACIONES GENERALES

La importancia e interés de esta intervencidn
quirdurgica, debe ser contemplada tanto desde el punto

de vista terapéutico como experimental.

En el hombre, es frecuente que por una situa-
cién digestiva patoldégica o por obesidad, haya que
extirpar un segmento intestinal con el fin de conse-
guir su supervivencia o unas mejores condiciones de
vida. Por otra parte, esta interrupcidén es muy util
para lograr profundizar en el conocimiento del fisio- -
logismo digestivo, asi como en 1avcapacidad de adapta-

cién del organismo ante una situacién carencial.

Los primeros antecedentes constatados de apli-
cacién de esta técnica, han sido los de SEEN (186) y
FLINT ( 57 ) en humanos, y los bosteriorés de BOCHKOV

.(10) en perros.

En las ultimas décadas, se han publicado un
gran numero de trabajos referentes a este tema, sin

que se pueda considerar en la actualidad, que los me-



canismos intimos responsables de las alteraciones y
adaptaciones producidas tras la reseccién intestinal,

sean perfectamente conocidos.

Esto es debido en parte, al gran abanico de
posibilidades experimentales ( 61), que hace dificil

comparar resultados y unificar conclusiones.

Por regla general, en las resecciones proxima-
les, la adaptacidén es mayor y maxima cerca de la anas-
tomosis, disminuyendo distalmente ( 44 )( 15). Por otro
lado, las resecciones distales, por peor adaptacidn del

yeyuno remanente, son menos toleradas.

En el hombre, BUTLER (21 ) indica que puede
ser extirpado el 50% del intestino delgado sin que se
produzcan muy marcadas alteraciones en su capacidad

absortiva.

La mortalidad de los aniﬁales disminuye si se
conser?a la valvula ileocecal ( 34 )( 35); cuando se re-
conétruye una valvula en el yeyuno ( 22 ), la recupera-
cidén de los animales es mucho mejor, ya que su ausencia
permite la colonizacidén bacteriana del intestino rema-

nente, produciéndose competencia por la vitamina B12’



desconjugacidén de sales biliares y empeoramiento de

la diarrea y esteatorrea.

No hay uniformidad de criterios sobre si los
efectos de la reseccidén intestinal son los mismos que
los del bypass intestinal; asi, NYGAARD (146) encuen-
tra los mismos efectos trabajando en ratas, y SWAN(204)
estima que la recuperacidén tras reseccidén es peor que
con bypass intestinal. Por otro lado, LAPLACE (101) en-
cuentra diferencias en el tiempo de renovacidn celular
y velocidad de migracidn celular en la vellosidad in-

testinal.

Otro factor a tener en cuenta en este tipo de
intervencioénes quirurgicas, es la edad en que se rea-
1iz6, pues mientras PILLING (158) y CLAYTON (24 ) opi-
nan que los jévenes se adaptan mejor a la reseccidn,
ALTMANN ( 2 ) cree que la edad éptima es cuando acaba
el crecimiento. Hay casos descritos de reseccién sub-

total de intestino delgado en recién nacido (49 ).

Existe una clara evidencia de que el resultado
de estas intervenciones tendra caracteristicas distin-
tas segun el animal de experimentacién utilizado, y en

su caso el hombre. NYGAARD (145) compara los efectos



de la reseccidén en rata y perro con el hombre, afir-
mando que este ultimo muestra mids analogia en las
transformaciones morfoldégicas con la rata tras re-
seccién distal; sin embargo, COLIN ( 26 ) afirma que
.por ser la rata un animal de crecimiento continuo,
los resultados obtenidos en esta especie no se pueden

comparar con los del hombre.

Existe disparidadde opiniones sobre el tiempo
en que se alcanza el maximo de adaptacidén morfoldgica
en rata, asi HANSON ( 77 ) y WILLIAMSON (228) estable-
cen que ésta llega a los doce dias después de la ope-
racién, y WESER indica que es un mes (221), continuan-
do la hiperplasia de la mucosa durante varios meses
(222)(2275. LAPLACE (101)indica que tras un largo pe-
riodo, es éosible la regresién de las transformaciones,

0 quizas una segunda etapa de cambios morfolédgicos.

Es dinteresante hacer constar que la mayor par-
te de las pruebas experimentales se han hecho en perio-
dos cortos de tiempo, incluso antes de las 48 horas
tras la intérvencién, midiendo RNA, DNA e incorporacidn
de 3H—TdR’, mostrando una gran hiperplasia de la mucosa
ileal de rata (76 )(147)(211); no se considera en este
periodo el stress quirirgico y la disminucién de inges-

ta de comida en este periodo.



En el postoperatorio de una reseccién intesti-
nal, aumenta grandemente el numero de deposiciones dia-
rias (123)(29 ), aumentando en la yeyunectomia terminal
y disminuyendo en el caso de anastomosis yeyuno—céliéa,
distal y proximal. También se ve afectado el tiempo de
transito intestinal ( 68 ) que disminuye mucho. Para sos-
layar estas consecuencias no deseadas, se han hecho o
bien anastomosis especiales (156) o interposicién de

asas antiperistalticas (200)(201).

Existen muchos trabajos sobre bypass y pérdi-
da de peso, como los de MASON (114) y SCHLIENGER (177)
que estudian la relacidén entre la longitud de intesti-
no en continuidad y la pérdida de peso; ademas de los

parametros afectados.

Es evidente que como consecuencia de una resec-
cién intestinal, existan cambios en la microflora in-
‘testinal, asi DANO ( 38 ) observdé que tras anastomosis
yeyuno-ileal, aumentaba el numero de enterobacterias
del yeyuno superior, indicando ademds que habia modi-
ficaciones en ei metabolismo de los acidos biliares,
con un aumento de sales biliares no conjugadas; BJOR-
NEKLETT ( 9 ) tras bypass, encontré en el yeyuno su-

perior, una flora tipica de colon.



Tras la reseccién intestinal, ocurre de manera casi
general, una disfuncién hepatica, asi SIPAROV (193),
en perros, encontré que la reseccién ileal producia

serios disturbios en la funcidén hepatica.

Posteriormente, MURILLO (137), realizando re-
seccidén en perros, observé a los tres meses de la o-
peracidén, que el anidlisis microscépico de cortes his-
tolégicos de higado, mostraba un deterioro parcial de

los hepatocitos.

SPIN (199), GRENIER ( 71 ) y GARCIA ( 63 ) en-
cuentran valores muy elevados de las transaminasas

séricas.

O'LEARY (148) en hombre, ha encontrado que el
bypass produce serias y progresivas alteraciones hepa-
ticas e incluso cirrosis. Estas anomalias se presentan
en los primeros 18 meses que siguen al bypass, y a me-

nudo se asocia con periodos de rapida pérdida de peso.

MARUBBIO y col. (113) y SALMON y col. (173),
hallaron que postériormente al periodo de pérdida de
peso, se produce un proceso adaptativo, y la histolo-

gia hepdtica mejora.



la etiologia de estos cambios hepdticos, esta
mal conocida, pero quizas un factor determinante, sea
la malnutricién producida por la disminucién en la ab-
sorcién de nutrientes. En apoyo a estas hipdtesis, es-
tan los resultados obtenidos en rata por VANDERHOOF y
col. (214), en los que se ponia de manifiesto que ai
aumentar el area absortiva del intestino, disminuye

la gravedad de los desdérdenes hepaticos.

DRENICK ( 46 ) observdé el deterioro que se pro-
ducia en el rifién tras bypass intestinal, ocurriendo
cambios estructurales con una nefriﬁis intersticial y
fibrosis periglomerular, producidas por un depésito en
el parénquima renal de oxalato calcico. Este deterioro
de la funcién renal, puede llegar a ser irreversible
(242). BROCHNER-MORTENSEN (18 ) también tras bypass in-
testinal, observé una disminucién en el GFR ( fraccién
de filtracién glomerular ) con respecto a sujetos pa-

trones.

Tras bypass yeyuno-ileal, DEAN ( 39 )y FULLER
( 59 ), observaron un aumento de cloruros en sangre
junto a una acidosis metabélica ( 65 ), indicando que

este aumento se debe a una disfuncién renal, apoyada



por la hiperoxaluria y por los calculos de oxalato

cdlcico.

También McCABE (115) encuentra tras la reseccidn
intestinal, una-acidemia y aciduria, atribuyéndola a
la malabsorcién digestiva, pues las materias alimenti-
cias pasan mas rapidamente al colon, donde son meta-
bolizadas por bacterias, y sus metabolitos absorbidos,
siendo a continuacién eliminados por orina, por no ser-

vir como intermediarios en el metabolismo humano.

En experiencias hechas con perros, PIETZ (157)
obseryé una pérdida fecal de Na' diez veces superior
de lo normal. Esto fué confirmado en el hombre por-PU—
LLAN (163) y SAUTIER (175) ademads de encontrar aﬁmenta—

da la pérdida fecal de K' y la de C1 .

Segin PIETZ (157), la absorcién de Na' y C1~
se inicia a nivel del intestino delgado proximal, in-
crementiandose a medida que nos aproximamos a la parte
distal, existiendo la maxima absorcién en el colon.
La disminucién de superficie intestinal, supondria
por tanto un descens en los niveles corporales de

iones.



Para paliar estas alteraciones, el organismo
presenta dos mecanismos compensadores:
12.- E1 colon aumenta su capacidad de absorber elec-
trolitos y agua.
22,- Los rifiones tienden a mantener la homeostasia se-

gregando orina muy Aacida.

Con reseccién proximal del 70% de intestino
delgado en perros, ROBINSON (170) observé una dismi-
nucién in viwo de la absorcién de agua, Na~® y K+,
encontrando sin variacién la de Cl , indicando que
la absorcién de K’ queda suprimida en el ileon re-

manente.

Segun VAZQUEZ (215), t;abajandé con reseccidn
de intestino delgado distal en ratas, la diuresis mues-
tra tendencia a la disminucidén en los animales con re-
seccién del 50% y disminuye considerablemente tras la
reseccién del 80%, siendo mis significativo este des-

censo a los cinco meses que a los tres meses.

Se encuentra abundante bibliografia sobre la
nutricién adecuada para estos tipos de intervencién

quiriargica, asi GARCIA ( 63 ) trabajando con ratas



con bypass intestinal, indica que lo mds favorable son
dietas hiperprcdtéicas suplementadas con antibidticos.
STREMMEL (202) y MALLISON (111) proponen utilizar die-
tas con acidos grasos de cadena éorta, por no necesitar
sales biliares para su absorcién. MENICK (123) indica

lo nocivo de dietas ricas en grasas y alcohol.

Entre otros desdrdenes del fisiologismo tras
la reseccidén, podemos citar los encontrados en nues-
tro Departamento por DELGADO ( 40 ) que obtiene un in-
cremento de la fosfatasa alcalina sérica a lo largo
del tiempo, tras una reseccién del 50% de intestino

delgado distal en ratas.

Tambien se han descrito alteraciones articula-
res ( 25) después de un bypass intestinal, y CASTEL-
NUOVODESCO- ( 23 ) constata transtornos nerviosos que

necesitaron tratamiento psiquidtrico.

COMPSTON y CREAMER (27 ) encuentran niveles
plasmaticos de 25-hidroxivitamina D disminuidos tras
reseccién intestinal, atribuyéndolos a la interrup-

cién de la circulacién enterohepatica.

10



Muchos autores estudian la situacidén de la
vitamina B12 en estados postoperatorios (210)( 97 )
(150)( 88 ), indicando que como se absorbe en el seg-
mento ileo-terminal, en resecciones distales en el
hombre, se producen diferencias, pero a largo plazo,
ya que las reservas corporales llegan hasta 4 6 5

afios. Por esta razén recomiendan la administracién

de vitamina B12 en estos casos.

Vistos los efectos poco deseados de la resec-
cién o bypass intestinal, se estd sustituyendo en 1la
actualidad este tratamiento quirirgico de la obesi-
dad morbosa, por un bypass gidstrico (90 ), o incluso
realizando conversiones de bypass intestinal a gas-

trico (72 )(174).

11



I.1.2.- VARIACIONES MORFOLOGICAS INTESTINALES

Algunos autores (14 )( 43)( 44 ) indican
unos cambios mids acusados cuando la reseccidn es
proximal, ya que en este caso la porcidén remanen-
te se ve sometida a una llegada de nutrientes y
secreciones intestinales superior a la que tiene
lugar en condiciones normales, mientras que tras
reseccién distal, los alimentos siguen su ruta
normal, y la alteracién tiene lugar cuando estos
llegan al ciego. Prueba de lo expuesto anteriormen-
te, es que cuando la reseccién es media, las modi-
ficaciones son mas acusadas en la zona distal del
intestino delgado k195), asi HANSON y col. (77 ),
indican que en ratas con reseccidn media del 70%
el nimero de céluas epiteliales de yeyuﬁo por ve-
llosidad, aumenta en un 125% con respecto a los

controles, mientras que en ileon, el aumento es

del 180%.

Con respecto a la renovacidén celular de
la mucosa intestinal, sabemos que la divisién celu-
lar del epitelio intestinal, estd restringida a la

base de las criptas de Lieberkiihn, donde se encuen-

12



tran altas actividades de timidina cinasa y de
enzimas que intervienen en la sintesis de acidos
nucléicos (86 ). E1 ciclo celular completo, dura

de 10 a 17 horas en roedores, y 24 horas en el hom-
bre (116). El1 epitelio intestinal, es completamente
renovado en dos o tres dias en rata y ratén, y en
tres a seis dias en el hombre. La migracidén celular,
se realiza con mas rapidez en ileon que en yeyuno,
como consecuencia de un descenso gradual de la altu-
ra de la vellosidad a lo largo del intestino delgado.
Esta ﬁigracién, finaliza con la expulsién de las cé-

lulas inservibles por el 4pice de la vellosidad( 2 ).

En los casos estudiados con reseccién, es-
ta renovacidén celular aumenta en el postoperatorio
préximo (230)( 26 ), para llegar después de un perio-
do corto de tiempo, a una situacidn similar a los

controles.

Muchos autores (52 )(62)(56 )(70 ) indi-
can que la modificacién mds apreciable, es que au-
menta la longitud y el didametro del intestino re-
manente. En contra de esta opinién, NYGAARD (146)
afirma que tras reseccién proximal en rata, la lon-

gitud del intestino remanente, disminuye incluso

13



en las ratas operadas control.

Existe un aumento de la poblacidén celu-
lar en la vellosidad y en la cripta tras reseécién
(75), pero no se modifica la fraccién RNA/DNA(229),
por aumentar tanto el numerador como el denominador,
Estas fazones demuestran que lo que ocurre es que
la renovacién celular se produce por hiperplasia ti-

sular, y no por hipertrofia de células epiteliales.

Con respecto a la madurez de los enteroci-
tos tras reseccidén intestinal, no hay uniformidad
de criterios en la bibliografia consultada, asi mien-
tras ROBINSON (171) al encontrar disminuida la velo-
cidad maxima de absorcién de aziicares y aminoééidos,
trabajando con ratas sometidas a reseccién proximal,
indica la posibilidad de que sea debido a una falta
de maduracién de la poblacién celular del ileon re-
manente, COLIN ( 26 ) manifiesta que los enterocitos
tras reseccidn intestinal, se comportan como células

maduras.

Después de una reseccién intestinal, hay

un crecimiento compensatorio del intestino remanen-

14



te, que afecta a todas las capas de la pared in-
testinal, siendo lo mas notable, el efecto sobre

la altura de la vellosidad y en la profundidad de
la cripta. Se ha encontrado ( 52 ) un aumento del
33% de la altura media de la vellosidad en yeyuno
funcionante en humanos con bypass intestinal, igual-
mente se encontré un aumento del 70% en la altura
del ileon funcibnante, mientras que en yeyuno inac-
tivo, la altura disminuye en un 30%. En esta linea
estan las investigaciones realizadas con un bypass
del 50% por GRENIER (70 ), que nos indica que mien-
tras la altura de la vellosidad funcionante se do-
bla, ia no funcionante se atrofia moderadamenté.
HANSON ( 78 ), con reseccién media de un 60%, con

y sin fistula Thiry-Vella, encuentra hipertrofia
del intestino residual, y de la zona correspon-
diente a la fistula, tanto en yeyuno como en ileon,
MILONE (125), tras reseccién en rata del 90%, en-
cuentra también una mayor longitud de la vellosi-
dad. COLIN (26 ), en reseccién humana, observa tam-
bién mayor longitud de la vellosidad. BONDAR ( 13 ),
con reseccidén yeyuno-ileal del 80% en perro y coba-
ya, encuentra también hipertrofia de las vellosida-

des. FELDMAN ( 50 )( 51 ), con perros con reseccién

15



proximal del 50%, a las seis semanans, observa au-
mento de la altura de la vellosidad en animales

alimentados por boca, mientras que los alimentados
parenteralmente, no solo no presentan aumento, si-

no que disminuye.

En nuestro Departamento, DELGADO ( 40 ),
observa un claro aumento en la altura de las vello-
sidades intestinales de yeyuno de ratas sometidas
a reseccién distal, sin que encuentre modificaciones
en la altura de las microvellosidades de los entero-

citos en estas condiciones.

Respecto a la superficie media de la ve-
llosidad, ROBINSON (171), en ratas tras reseccién
proximal, afirma que tras tres semanas de la opera-
cidén, la superficie media de la vellosidad, es 2,5
veces mayor que la correspondiente a animales con-

troles.

Debido a que hay una mayor actividad pro-
liferativa en las criptas tras la reseccién, nume-
rosos autores se han ocupado de este tema, asi BOCH-
KOV ( 12), en perros con 70% de reseccién media, en-

cuentra que en diez dias tras la operacidén, se dobla
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el espesor de la cripta. COLIN ( 26 ), describe au-
mento de profundidad en el hombre, NAKAI (140), en
perros, encuentra ademas de acentuada hiperplasia,
un aumento de espesor de la cripta, con incremento
de mitosis. McDERMOTT (117), a los 60 dias tras re-
seccién del 40% en ratas, encuentra un aumento de
la renovacién celular, expandiéndose la zona proli-

ferativa de la poblacién celular de la cripta.

Si se comparan resecciones de distintas
longitudes de intestino délgado, HANSON ( 76 ) des-
cribe que al aumentar el intestino resecado, se
prbduce un aumento casi lineal de la cantidad de
3H—TdR incorporada por cripta, excepto‘en ileon
residual, desconociéndose la causa de esta diferén—
cia. Se sabe, que la reseccidén no altera la canti-
dad de 3H—TdR incorporada a las células individua-
les, sino que el incremento de dpm por cripta, re-
fleja un aumento en el numero de células por cripta.
Por tanto, las criptas aumentan de tamafio, permane-

ciendo su numero constante en duodeno, sea cual sea

la cantidad de yeyuno e ileon extirpado.

Conviene significar, que tras la reseccidn,

17



regularmente se observa un aumento en el grosor
de la pared intestinal. Asi para BOCHKOV (10 )
el incremento es de un 20% a 30% ; LORAN y ALTHAU-
SEN (107) describen un 37% de aumento, que para

MONARY (127) seria del 100%.
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I.2.- ABSORCION INTESTINAL

I.2.1.- MECANISMOS DE TRANSPORTE
I.2.1.1.- DIFUSION

Durante la digestidén, en condiciones
fisiolégicas, se liberan grandes cantidades de

aminoadcidos, absorbiéndose a favor de gradiente

(169).

En estudios cinéticos in vivo, se ob-
serva una absorcidén lineal con la concentraciodn
no saturable, tipica de la difusién pasiva, que

no aparece o es mucho menor in vitro.

HELLIER y col. ( 81 ) indican que los meca-
nismos de transporte sirven para absorber los amino-
dcidos libres que retornan al lumen después de la
hidrélisis intracelular de los dipéptidos, que se
absorben frecuentementé de una manera mas eficien-

te que los aminoacidos.

BOOTH y col. (15 ) manifiestan que la
difusidén tiene un papel muy importante en la ab-

sorcién de sustrato in vivo. ROBINSON y col.(169)
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apoyan esta hipdétesis, indicando que cuando un sus-
trato es absorbido por perfusidén in vivo, una gran
parte entra en la sangre a favor de gradiente; solo
cuando la concentracién en la luz es méas baja que

en la sangre empezaria el transporte activo a actuar,
no solo transportando el sustrato que permanece en
el lumen, sino también reabsorbiendo la parte de sus-
trato que vwelve a la luz por difusién desde la san-
gre o el espacio subepitelial, con el fin de minimi-
zar esa pérdida. Por otra parte, por difusién pueden
entrar todos los aminoacidos, sin especificidad, 1lo
que supone un gran ahorro de energia para los ente-

rocitos.

Existen dos vias de difusidn a través de
los enterocitos, la via paracelular y la transcelu-

lar, como se muestra en el Esquema 1.
DIFUSION PARACELULAR

ROBINSON y col. (169) postulan que la di-
fusién se da casi exclusivamente por una via para-
celular a través de las uniones estrechas y de los
espacios .intracelulares, ya que hay sustancias co-
mo EDTA e inulina (142) que no penetran en los ente-

rocitos, pero que en presencia de oxifenisatina

20



VIA
~TRANSCELULAR

VIA

~PARACELULAR

Esquema 1



( droga que in vitro hace las uniones estrechas

mas permeables (198) ), se ve aumentado el trans-
porte. Otros autores ( 95 ), sugieren que el paso

de inulina no se da necesariamente a través de es-
ta via. WINNE (234), vié que la desaparicién de fe-
nilalanina desde el lumen intestinal, no es un fe-
némeno tan estereoespecifico como la entrada en el

enterocito.

Ademis, las uniones estrechas son permea-
bles al lantano in vitro (110), y pueden hacerse
menos permeables con 2,4,6, triaminopirimidina, y
mas permeables con.OXifenisatina (198)., E1 lantano
in vivo atraviesa libreménte las uniones estrechas

en los tubulos renales de sapo.

MUNCK y col. (131), haciendo medidas de
potencial eléctrico, vieron que la lisina no uti-
liza la via paracelular, en conformidad con los
trabajos de ANTONIOLI y col. ( 7 ), que observan
que el transporte de lisina es totalmente satura-
ble. In vitro, se observa un componente difusivo
para la lisina en presencia de glucosa(134), este

azucar, parece aumentar la importancia relativa
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del camino paracelular (132)(133).

La via paracelular, ofrece el riesgo
de una difusidén libre de sustratos del plasma
hacia la luz intestinal, no habiendo seguridad
de que exista algun sistema en las uniones es-
trechas que evitase la difusién desde la serosa
a la mucosa,o de que exista alguna especifiéidad

en el mecanismo de transporte.

Referente a la existencia de un cierto
grado de especificidad en las uniones estrechas,
ANTONIOLI y col. ( 7 )'vieron que in vivo la fe-
nilalanina es inhibida por leucina y metionina
en condiciones en que su absorcidén no es saturable,
pero no estd claro que la inhibicién no sea solo
del componente saturable. Si existe especificidad,
no hay evidencia del lugar: unidn estrecha,vpared
capilar, o incluso membrana basal. ANTONIOLI (7 ),
postula que el paso a través de las uniones estre-
chas, se da por apertura y cierre del complejo de
unién, tal vez en respuesta al peristaltismo in-
testinal. Asi se podria explicar porqué la difusidn

in vivo es mas importante que in vitro, y con un
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sencillo modelo estructural de la unidén estrecha,
imaginar un impedimento del flujo de serosal a

mucosal.

Esta ruta paracelular, influye en el

movimiento de soluto a través de las células,

ya que por sus caracteristicas eléctricas de

~baja resistividad y alta conductancia afecta a las
diferencias de potencial transmembrana, ﬂymc (mu-
cosal-célula), a la que hace mids negativa, y ¥cs
(célula-serosal), que resulta menos positiva. Este
aumento de la negatividad celular, favorece la en-
trada reogénica de aminoécidos y otros solutos aco-

plada al sodio (184).
DIFUSION TRANSCELULAR

Ademds de la via paracelular de absorcién
de aminoicidos, estos pueden difundir en mas o menos
cantidad a través de unma via transcelular; para ello
tienen que atravesar dos membranas plasmaticas, mu-

cosal y basolateral.

La difusién a través de la membrana plas-
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mitica, se ha explicado por paso a través de poros
acuosos permanentes de la membrana constituidos por
espacios hidrofilicos de las proteinas intrinsecas;
sin embargo, LIEB y col. (105), postulan que los so-
lutos hidrofilicos pueden difundir directamente a
través de la capa lipidica por medio de poros tran-
sitorios que se abren y cierran continuamente en

la matriz lipidica.

I.2.1.2.- TRANSPORTE ACTIVO

Las caracteristicas principales del trans-
porte activo de aminoacidos en in£estino de mamifero
'son:

a) Gran velocidad de transporte en contra de un gra-
diente de concentracién.

b) Elevada especificidad. Presenta los siguientes
requerimientos estructurales:

- Los aminoacidos deben pertenecer a la
serie L, éunqué algunos aminodcidos de
la serie D también pueden ser absorbidos
por transporte activo.

- La molécula debe poseer un grupo carboxi-

lico unido al carbono alfa.
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- La molécula debe poseer un grupo amino
unido al carbono alfa; su sustitucién
por otro grupo o la unién al carbono be-
ta, disminuye mucho la afinidad por el
transportador.

- Debe haber un hidrégeno en el carbono
alfa; su sustitucién por otro grupo,
disminuye también la afinidad.

- E1 radical unido al carbono alfa del
aminodcido, no tiene demasiada influen-
cia en el transporte activo, aunque su
longitud aumenta la afinidad por el trans-
portador. |

En resumen, las necesidades estructurales para que

los aminodcidos sean transportados activamente son:

]

COOH

c) E1l transporte activo, requiere energia del me-
tabolismo celular, asi es bloqueado por desacoplan-
tes de la fosforilacidn oxidativa, entre ellos el

dinitrofenol y otros inhibidores ( 1 ).
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d) Es dependiente de sodio en el lado mucosal ( 31 )
(180)( 188). También se puede dar transporte de ami-
noacidos no dependiente de sodio, pero se puede ex-
plicar por difusidén facilitada, y en algunos casos
puede darse por acumulacidén en contra de gradiente;
esta acumulacién, puede interpretarse en términos

de cotransporte ( sistema L de las células de Erlich),
o en favor de un potencial eléctrico ( transporte de
lisina en ileon de conejo (130) ).

e) Tiene cinética de saturacién tipo Michaelis-Men-
ten, semejante a las reacciones enzimaticas, pudién-
dose calcular una velocidad maxima, Vmax, y una cons-

tante de transporte K., , que guarda relacidén inversa

T
con la afinidad del tfansportador por su sustrato.
f) Existen inhibiciones de tipo competitivo entre
aminodcidos pertenecientes al mismo grupo de trans-
' porte.

g) La presencia de aminodcidos activamente transpor-
tados en el lado mucosal, estimula el transporte ac-
tivo de sodio hacia el lado serosal (183), qué se’

pone de manifiesto por un aumento del potencial trans-

mural y de la corriente de cortocircuito.

El paso de los aminoacidos activamente
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transportados desde mucosal a serosal ( técnicas

in vitro ), o desde el lumen intestinal a la san-
gre ( téqnicas in vivo ), tiene lugar previa acu-
mulacién del aminoacido en contra de gradiente en
el interior de los enterocitos, y salida posterior
a favor de gradiente a través de las membranas ba-
solaterales. Desde hace tiempo, se suponia que el
transporte de gminoécidos a través de las membranas
basolaterales,es mediado por transportador, ya que
parecia improbable que aminoadcidos solubles en agua,
relativaménte grandes, puedan salir ficilmente de
la célula por simple difusién. Esta teoria ha sido
plenamente confirmada (73 )(124)(134), y ei siste-
ma es independiente de sodio. Por otra parte, no e-
xiste evidencia de transporte activo de aminodcidos

dependiente de sodio a través de la membrana serosal.
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I.3.- TRANSPORTE DE AMINOACIDOS

I.3.1.- ABSORCION DE AMINOACIDOS

Son numerosos los investigadores que se
han dedicado al estudio del transporte de aminodci-
dos, bien sea para conocer las caracteristicas ciné-
ticas del transporte, o para tratar de interpretar
los mecanismos por los cuales se produce éste. Para
ello, se han aplicado técnicas in vitro, empleando
anillos intestinales, cdmaras, enterocitos, o vesi-
culas aisladas de borde en cepillo; asimismo, algu-
nos autores emplean técnicas in vivo, intentando.
aproximar las condiciones experimentales a la rea-

lidad.

A continuacién, recopilamos los trabajos
que nos parecen mis significativos en el camino pa-
ra lograr un mejor conocimiento de la entradé de
los distintos aminodcidos a través de la péred in-

testinal.

Las caracteristicas de la absorcién de

leucina en células intestinales aisladas de rata,
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fueron estudiadas por REISER y cols (164) en 1971,
constatando que la L-leucina se absorbe mucho mejor
que la D-leucina, siendo la absorcidén concentrativa,

y la K., aparente de 3,2 mM; el pH 6ptimo de absor-

T
cién es muy amplio, de 4 a 8, sin que afecten a la
absorcién de L-leucina los inhibidores de la sinte-
sis de proteina. BURSTON y col. en 1978 ( 20 ) obtu-
vieron con anillos evertidos de yeyuno de hamster,
a pH 7,2 y 379C, una KT para la leucina de 2,0 mM
y Vmax 1,1 Pmol.g_l.min—l, que equivale a un 3%.
SMITH y col. en 1981 (194) han comparado
in vitro , con cdmaras, la absorcién de fenilalani;
'na y alanina en cinco'especies aﬁimales ( cobaya,
cerdo, conejo, rata y hamster) observando que 1la
KT permanece invariable para todas las especies
estudiadas, pefo no el Jmax del proceso, que es
mayor en hamster, y disminuye progresivamente en
cerdo, conejo, rata y hamster. Al descartar que es-
tas diferencias estuvieran producidas por varidcio-
nes en el tamafio y area de las vellosidades entre
las diferentes especies, estos autores sugieren
que las diferencias en Vmax podrian reflejar va-

riaciones en la cantidad de transportador en las

distintas especies.
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Al realizar estudios in vivo, ANTONIOLI
y col. en 1978 ( 7 )encuentran un componente de
absorcidon de fenilalanina no saturable ( de 1 a 20
mM ), y otro menor, saturable, obteniendo valores
de transporte de lisina cuantitativamente menores

que los hallados para la fenilalnina.

Mas recientemente, en 1982 (212), se han
empleado técnicas in vivo, perfundiendo en intestino
delgado de rata, aminoacidos metabolizables ( fenil-
alanina y leucina ), o no ( cicloleucina y &cido al-
fa- amino isobutirico ), obteniendo valores para la
constante aparente de transporte KT, inferiores a
los obtenidos sin tener en cuenta el componente de

difusién, pero superiores a los calculados con téc-

nicas in viteo.

Estid bien establecido (162)(164), que los
inhibidores del metabolismo energético, y los proce-
sos que dafian la morfologia de la célula, reducen el
flujo de aminodcidos a través de la pared intestinal.
El hecho encontrado por PRESTON (162), de que la prein-
cubacién con papaina durante 60 a 90 minutos, dismi-
nuye el flujo de fenilalanina un 10-15% respecto al
control, en ileon de conejo, lo que parece indicar
que la papaina ataca a la proteina de membrana re- ,
yuerida para el transporte. No afecta a la absorcién
intestinal, el pretratamdéento con proteasa de Btrep-

tomices griseus (162).
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Los requerimientos idnicos para que se
produzca el transporte, han sido objeto de multi-
ples investigaciones. NEWEY y col. en 1970 (144),
trabajando con sacos evertidos de rata in vitro,
muestran la dependencia de Na® para la absorcién
de metionina, ya que ésta se activa de un 30 a un
60% al reemplazar 5'' el medio sin Na+ por un me-
dio que contenga este ién. REISER y col. en 1971
(164), ponen de manifiesto el descenso de la ab-

+ ++

. . . . +
sorcion de L-leucina en ausencia de Na , K , Ca

++
y Mg .

En anillos intestinales de cobaya, ROBIN-
SON y col. en 1976, obtienen valores decrecientes
de KT para la absorcién de fenilalanina al aumentar
la concentracién de Na' en el bafio de 0 a 143 mM,(168),
ratificando estos hallazgos posteriormente SEPUL-
VEDA y ROBINSON en 1978 (189) e indicando que el
cambio de concentraciones de Na+, no afecta al
max del proceso, siendo los flujos de entrada

del aminodcido funcidén de la concentracién de so-

dio a distintas concentraciones de aminoidcido(188).

En vesiculas aisladas de intestino humano,
también se ha comprobado (108), que la absorcién de
fenilalanina y alanina en presencia de un gradiente

de Na+, es mayor que con un gradiente de K'.

BUCLON y col. (19 ), trabajando con anillos
intestinales de cobaya y en presencia de ouabaina,
que actia como inhibider, observan que el flujo de
fenilalanina o /G—metilglucésido, sodio dependientes

a través del enterocito, es independiente de los ni-

32



. -+
veles intracelulares de Na .

PATERSON y col. (152), mas recientemente,
han estudiado los pardmetros cinéticos para la ab-
sorcidén de serina, alanina y metionina, en medios

carentes de sodio, encontrando que las K. aparentes

T
en estas condiciones, coinciden con sus respectivas

constantes de inhibicién aparentes ( K, ).

En presencia de un gradiente de sodio, la
existencia de distintos aniones, modifica la veloci-
dad de absorcién del aminoacido, como describe LUCKE
(108), al incubar vesiculas de borde en cepillo huma-

no, con SCN . Cl y SO

4 °

cién de L-alanina con SCN , que con Cl~, resultando

encontrando una mayor absor-

dicha absorcidén atn mas disminuida cuando el anién

utilizado es el sulfato.

Se ha comprobado asimismo, la influencia
de muy diversos factores sobre la abksorcién intestinal
de aminoicidos. MITCHELL y col. (126) en 1981, hacien-
do perfusién intestinal en gallinas, encuentran cue
Ta Vmax en yeyuno, es 1,9 veces mayor que en el ileon,
e indican la importancia de lascapas no agitadas a la

hora de calcular los valores de absorcién.

PATERSON y col. (153), que anteriormente
habian postulado sistemas de transporte de aminoa-
cidos neutros, en ileon de conejo in vitro, indican
que la agitacién no tuvo efecto en el sistema 2 de
entrada de alanina, reduciéndose significativamente

la KT en el sistema 1.
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Las variaciones del flujo vascular,
producen cambios en el transporte de aminoa-
cidos, como han puesto de manifiesto PARSONS y
col. (351), en 1980, trabajando en perfusién in-
testianl en rana, observando que la absorcién de

cicloleucina es dependiente del flujo vascular.

PENZES (154), aplicando la técnica in vi-
vo de SHEFF y SMYTH (190) en ratas jovenes y viejas
( 6 y 24 meses respectivamente ), encuentran distin-
tas afinidades para los distintos aminoicidos ensa-
yados segiun la edad; asi observan absorciones pare-
cidas para la L-leucina y glicina en ambos grupos
de animales, siendo mas baja la afinidad para la L-

alanina en ratas viejas.

-El efecto del alcohol sobre la absorcidn
de aminoacidos, ha sido igualmente estudiado por °
HAJJAR ( 74 ), resultando ser igual al de las ratas
patrones si referian los valores a longitud de in-
testino, pero aumentando la absorcidn por peso seco

de mucosa, ya que ésta disminuye su espesor.

Han sido empleados métodos autorradiogra-
ficos para localizar la absorcién de aminodcidos a
lo largo de la vellosidad intestinal (g4 )(152),1lle-
gando a la conclusién de que el proceso absortivo
tiene lugar solamente en los enterocitos perfecta-
mente diferenciados. PATERSON y col. (152) sitdan
el 80% de la absorciénde alanina en ileon de conejo

in vitro, en el tercio superior de la vellosidad.
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1.3.2.— PAPEL DEL SODIO EN EL TRANSPORTE

La teoria de que el idén sodio estimu-
la la absorcidén intestinal de una serie de solutos
organicos e inorgdnicos, fué establecida por QUAS-
TEL, CSAKY y CRANE ( revisada por CRANE en 1977 (30 )),
siendo generalmente asumida en la actualidad, aun-
que se han postulado al menos doce diferentes cla-
ses de sistemas de transporte dependientes de sodio
en el intestino delgado (180), nos limitaremos a
estudiar con mids detalle los que conciernen al trans-
porte de aminoacidos. Se acepta la teoria de que los
aminoacidos y el sodio utilizan un transportador co-

man.

El Na' entra en la célula en el lado mu-
cosal, a favor de gradiente, transportando el ami-
nodcido mediante un sistema de transporte acopla-
do, lo que permite la acumulacidn de éste en el
interior de los enterocitos. Este mecanismo cum-
ple los criterios de un transporte activo sccun-

pd
dario, que se representa en el Esquema 2

El Na© es expulsado activamente fuera de
la célula a través de la membrana basolateral del
enterocito, siendo una reaccidn exergdnica que u-
tiliza la energia liberada por la hidrdlisis de
ATP, catalizado por el enzima ( Na+—K+)—ATPasa
(5 ). Por lo tanto, se mantiene una baja concen-

. d . +
tracion intracelular de Na .
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I.3.3.- MODELOS CINETICOS

Varios modelos cinéticos se han propuesto
para explicar el cotransporte de solutos y sodio,
( abreviadamente : cotransporte S/Na+ ). Todos ellos
postulan la existencia de un'"carrier" de membrana,

poseyendo sitios especificos para cada sustrato.

La informacidn existente scbre la cinética
del transporte intestinal de aminoacidos, procede

generalmente de experiencias in vitro.

'ALVARADO y LHERMINIER ( 5 ), proponen un
modelo general en que bien el aminoacido o bien el
sodio, pueden unirse primero al transportador. El

Esquema 3 ilustra el modelo.

En este modelo, la ecuacién para el flu-

jo de entrada seria:

\Y%
VS =
4 t
Kg K, + |A] K. + fA]
1 +
4 1
sl Kk, + AIRI k! + |AlQ
KS K
siendo R = = 2
Kl K|
a
P \A
y Q= — = —
P2 \Y%
y la K, + [A] Kg Ka
KT:KS siendo R = =
- K + |A] R : K! K!
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-Las movilidades

son diferentes

lo que significa que ambos caminos tienen la misma

probabilidad global.

Aqui,

dria dada por la ecuacién

la velocidad maxima de entrada ven-

K, son funciones hiperbd-

Ké + Al Q
max
VS = V
Ké + |A]
ambos parametros Vgax y Kp

licas de |A| y varian ent

Cuando JA| = 0 , Vgax
Cuando [A]| = R Vgax =

" = =
\ P3 |Ct| y ’th

dénde Ct es la concentracién total de "carrier"

Este modelo gen

re dos limites

Icl + |C-Al + [s-C|

eral,

“+

siendo

|S-C-A]|

estid basado en 1la

hipétesis de formacién del complejo terciario ami-

noacido-"carrier"-sodio.

embargo,

Debe tenerse en cuenta sin

que la formacidén de éste per se, no impli-

ca transferencia de energiaa menos que afecte a las

afinidades del transportador y/o su movilidad (79 ).
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Segin que la formacién del complejo modifique 1la
afinidad o la velocidad del transportador, se pue-
de hablar de modelos tipo afinidad, y modelos tipo

velocidad.

El efecto afinidad, se produciria si la
unién del sodio aumentara la afinidad del transpor-
tador por el otro sustrato y viceversa. Este efec-
to es en si mismo suficiente para explicar una acu-

mulacidén activa en contra de gradiente.

El efecto velocidad se produciria, si el
complejo terciario y el "carrier" libre, atravesa-
ran la membrana mas rapidamente que cualquiera de
los complejos binarios. Este modelo en su forma mas
pura, con afinidades constantes, sélo producird acu-
mulacién activa si el producto de los coeficientes
de velocidad del transportador vacio y del comple-
Jjo ternario, es mayor que el producto de los coe-

ficientes de velocidad de los complejos binarios.

Diferenciar experimentalmente estos dos
modelos, es dificil. En principio, con el primer
modelo, la presencia del ién, disminuiria la KT’
en el segundo aumentaria la velocidad maxima. Un
factor que complica el estudio, es el potencial
eléctrico que esti siempre presente a través de la
membrana, y que influye en el movimiento del idn

sodio y de algunos de los complejos resultantes.

T 7Y Vmax du-

rante el cotransporte en varios sistemas, han da-

Las investigaciones sobre K

do resultados conflictivos. En muchos casos, la KT
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disminuye claramente al ir aumentando la concentra-
cién de sodio, sin variar la Vmax ( 6 Y(87 ); otras

veces, solo varia la Vmax’ y otras. ambos.

Es posible que un tipo mixto esté presen-
te en todos los sistemas, y que segun las circuns-
tancias, uno u otro de los parametros sufra un ma-

yor cambio en presencia del cosustrato ( 79).

Una fuente de conflictividad entre los
resultados obtenidos, radica en la técnica in vi-
tro que se utilice, dado que presentan peculiari-
dades diversas. Desde hace varios afios, muchos de
los datos de cinética, se han obtenido con vesicu-
las de membrana de borde en cepillo, por lo que es
interesante verlas diferencias que ocurren respecto

a los tejidos intactos.

Primero.- Usando preparaciones de tejido intacto,
generalmente, la absorcidén de sustrato sigue una
cinética de Michaelis-Menten cuando el borde muco-

sal es bafiado en tampén sin Na+( 2 ).

Por el contrario, con vesiculas aisladas,
la absorcién de sustrato desciende hasta niveles
practicamente despreciables cuando no hay sodio en
el espacio extravesicular (136). Por tanto, el so-
dio parece comportarse como un activador no obliga-
torio en epitelios intactos, y como un activador

obligatorio en vesiculas aisladas.

Segundo.- En tejidos intactos, no se observan efec-

tos de transconcentracién, por lo tanto la acumula-
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cién de S 6 Na' en el tejido, no tiene efecto sobre
las velocidades de entrada de cualquiera de estos
cosustratos ( 54 )(179)(167)( 19 ). Por el contrario,
los efectos de transconcentracién son facilmente
demostrables en vesiculas aisladas (85 )(191),
Tercero.- La absorcioén Na+—éependiente>por vesicu-
las aisladas, es reogénica, esto es, el Na® entra
como catidén libre con cargua neta positiva. Sin em-
bargo en tejidos intactos, los resultados experi-
mentales pueden explicarse m:diante modelos cinéti-
cos no reogénicos, es decir, que no incluyen el com-

ponente eléctrico (180)( 6 ).

Las diferencias observadas en el compor-
tamiento entre tejidos intactos y vesiculas aisla-
das, sugieren la existencia de factores externos
que modifican la cinética en estas preparaciones.
Una diferencia importante entre los dos, puede con-
sistir en la presencia de Na® en 1la regién inmedia-
ta adyacente a-la vara externa de la membrana en
borde en cepillo, que se mantiene aun en incubacio-

. +
nes largas en ausencia de Na (4 ).

Sin embargo, las vesiculas de membrana
se obtienen después de una fragmentacidén de tejido,
y su aislamiento implica varios lavados, por lo
que la composicién del medio que estd en contacto
con las. vesiculas, puede estar libre de Na'. Pero
en tejidos intactos, parece virtualmente imposible
el asegurar exactamente las concentraciones de Na®

libres en el microclima que bafia la cara externa de
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la membrana del borde en cepillo, porque el espacio
extracelular en contacto con el borde en cepillo,
constituye un gran reservorio de Na+, que puede li-
bremente atravesar las uniones intracelulares que
separan los enterocitos ( 58).

Por tanto, segun la téoria expuesta recien-
temente por ALVARADO y LHERMINIER ( 5 ), este Na'
apical puede modificar el co-transporte S/Na+, par-
ticularmente cuando se usan preparaciones de epite-
lios intactos, no solo in vivo, sino también in vi-
tro.

La persistencia de este reservorio de Na™©
a pesar de que los tejidos se preincuben por perio-
dos largos en tampones sin Na+, puede explicarse
- por la existencia de un ciclo del ién Na' (4 ).
Este ciclo implica el paso de Na' a través de la

via celular y paracelular ( Esquema 4 ).

El camino paracelular conecta el tejido
‘almacén de Na' con el reservorio apical a través
de los espacios intercelulares y los poros de las
uniones estrechas ( paso 7y 5 ). Por esta via,
algunos iones Na® procedentes del reservorio, po-
drian pasar al medio libre de Na' ( paso 6 ) fi-

cilmente.

En principio, este ‘camino paracelular,
puede llevar Nat en forma electroneutra, como
ClNa; pero puede también llevar una carga neta
positiva ( paso 5 ), para compensar alguna carga

neta transferida a través de la ruta celular.
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Mas atn, los mecanismos electroneutros ( no ilustra-
dos en el esquema ), pueden contribuir decisivamen-
te en el mantenimiento de la actividad del Na® en
el reservorio apical, ya que hay un sistema de co-
transporte Cl_/Na+, localizado en 1a membrana del
borde en cepillo (182). En este sistema, los movi-
mientos de Cl vy Na™ parecen obligatoriamente uni-
dos, y ya que no se transporta carga neta, el ClNa
en teoria podria moverse en ambas direcciones. Pa-
réce probable que esta fuente de Na opere mas efec-
tivamente cuando no hay sodio en el medio de incu-
bacién, ya que en este caso el gradiente de concen-
tracién transmembrana de Na+, puede favorecer la

salida de C1Na (182).

El camano celular ( 2 al 4 en el Esquema ),
incluiria dos pasos unidireccionales: La entrada de
Na a. través del borde en cepillo, mediado por el
co{:ransporte‘S/Na+ (péso 2), y el subsiguiente bom-
beo del catién dentro del espacio intercelular( 30 ).
La unidireccionalidad del pso 4 es indiscutible,
al tratarse de una reaccién exergénica ( hidréli-
sis de ATP catalizada por (Na -K')-ATPasa. Pero
la unidireccionalidad del paso 2, necesitaria u-

na mejor aclaracién.
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Partimos de la base de aceptar la hipdte-
sis generalizada de transporte de solutos organicos
sodio dependiente ( revisiones hechas por SCHULTZ
y CURRAN (180), ALVARADO ( 4 ) y CRANE ( 30 ) que
presupone que el cotransporte S/Na+ implica sis-
temas tipicos de "carrier". Por definicidn, tales
sistemas "carrier" son reversibles, significando
que el sustrato utiliza el masmo camino de entra-
da y salida. La acumulacién de sustrato, se pen-
s6 que dependia de un funcionamiento asimétrico
del ciclo de transporte; por ejemplo, la distri-
bucién asimétrica de Na® en ambas caras de la mem-
brana en borde en cepillo, puede causar un gradien-
te de afinidad tal que para lograr una velocidad
de salida igual a la de enﬁrada, seria necesario
conseguir un estado estacionario con concentracio-
nes intracelulares de sustrato mucho mas altas.Sin
embargo, este mecanismo no puede explicar adecuada-
mente ﬁna propiedad importante del cotransporte in-
testinal S/Na+, que es que siguen una cinética per-
fecta de Michaelis-Menten para periodos relativamen-
te largos de tiempq, aun cuando los tejidos sean
incubados en tampones libres de sodio ( 4 ) .Parece
que bajo condiciones fisiolégiéas ( buena oxigena-

cidén, ausencia de inhibidores ), el sistema de co-
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transporte S/Na es mas asimétrico que lo que gene-

ralmente es creido.

Es opiniédn generalizadé gue el transpor-
te intestinal es '"reversible" como se pone de ma-
nifiesto por el paso de solutos organicos tales
como azucares y aminodcidos desde la sangre al
Jumen ( 36 )( 37 ). Pero no hay evidencia de que el
flujo de salida ocurra a través del cotransporte
S/Na+. Hay razén para pensar que, por el contrario,
la salida de sustrato hacia el lumen en estos expe-
rimentos a tiempos largos, ocurra principalmente

a través del camino paracelular (169).

FINCH (54 ) fué probéblemente el primero
en afirmar que " la disociacién interna de los "ca-
rriers" de aminoacidos, es efectivamente irreversi-
ble", ya que no pudo demostrar el cambio de difusidn
con intestino de rata precargéda con aminoacidos.
Desde entonces, la ausencia de efecto de transcon-
centracién en intestino, ha sido ampliamente confir-

mada (179)(167)( 19).

El fendmeno de "counter—transport" (3 )
o de la salida de sustratos intraluminales ligada

al sodio (32 ), pueden ser demostrados claramente
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solo cuando el tejido es tratado con inhibidores
( por ejemplo, 2,4 dinitrofenol, ouabaina), que
anula el gradiente de concentracidén de Na+, y por
tanto la fuente de irreversibilidad. La aparente
demostracién de "counter-transport" en ausencia,
de inhibidores en experimentos de larga duracidn
descritos por ROBINSON (167), podrian quizas ser
explicados en base a la salida neta de sustrato
que se produce principalmente a través de la via

paracelular,

Para explicar la base funcional de la
irreversibilidad de la entrada S/Na+ en experimen-
tos con tejidos intactos, se propuso primeramente
por ALVARADO en 1976 ( 4 ) una accién especifica
del potasio intracelular, pero actualmente el mis-
mo autor se inclina mas por atribuir este fendme-
no a la reogenicidad del transporte S/Na+, ya que
el sodio entra‘en la célula como éatién libre, e-
xistiendo en el interior del enterocito un poten-

cial de membrana negativo.
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I.3.4.- CINETICA DE LA ABSORCION INTESTINAL

En la absorcién in vivo, junto a los
procesos mediados, suele haber un componente de
absorcidén no saturable, lineal con la concentra-

cién, que no se observa o es mucho menor in vitro.

Este componente es un proceso de difusidn,
y la proporcionalidad’entre flujo y gradiente de
concentracién del sustrato, se establece mediante
una constante de transferencia de masa KD.

Por tanto, in vivo, el transporte intes-
tinal total, sera la suma del.transporte activo y

de la difusiédn.

Se considera la utilizacién de un solo
mecanismo de transporte mediado, y despreciable
la concentracién de soluto al otro lado del epi-

telio.

La medida del componente pasivo en un
sistema de transporte, es un paso previo indis-
pensable para un calculo aceptable de las constan-

tes cinéticas, pues si no conduciria a desviaciones
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respecto de la cinética de Michaelis, y a valores:

de constantes muy superiores a las reales.

La medida de este componente pasivo, no
es facil hacerla experimentalmente; el método mas
utilizado es inhibir totalmente el transporte ac-

tivo.

In vitro, 1la auéencia total de Na' en el
medio de incubacidén ( si el sistema es dependiente
de Na+), la disminucidn de témperatura a 09C y el
empleo de inhibidores metabdélicos, anﬁlan total-

mente el transporte activo.

In vivo, no son aplicables los pfocedi—
mientos anteriores. En el caso de los aztcares, la
floricina llega a inhibir totalmente el transporte
activo in vivo (159)( 160), debido a que su afinidad

por el "carrier" es mucho mayor.

Pero para los aminodcidos, no se coﬁoce
ningan inhibidor especifico, tal como ocurre en
los aztcares; lo que se hace es utilizar aminodci-
dos anidlogos de mayor, o al menos, igual afinidad

a concentraciones muy superiores a la del sustrato,
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que actuan como inhibidores competitivos.

Es posible que la difusién medida en
presencia de un inhibidor del transporte activo,
sea algo mayor que el componente pasivo del trans-
porte total en ausencia del inhibidor, ya que el
gradiente de concentracién en el primer caso, pue-
de ser superior debido a que no estd desaparecien-
do sustrato por transporte acfivo. Este efecto pue-
de ser importante a bajas concentraciones de sus-
trato, y especiélmente en presencia de capas no
agitadas, WINNE (237), ha desarrollado una ecua-
cién en la que conociendo el espesor y la superfi-
cie de las capas no agitadas, se puede corregir
los valores cinéticos en un sistema experimentél

de estas caracteristicas.

Otra manera para calcular la difusién
de un L-aminoacido, es medir 1la absorcién de su
D-isémero, pero estos, aunque con mucha menor afi-
nidad, son también susceptibles de transporte me-

diado (89 )(181). X

Por dltimo, la absorcién a partir de al-

tas concentraciones de sustratu, se debe fundamen-
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talmente a la difusién, y se hace lineal con la
concentracién, de tal forma que la pendiente de
la recta es una aproximacién de la KD; el error

sera menor cuanto mayor sea la afinidad ( menor

KT ) del sustrato por el transportador.

Calculados los valores de transporte
activo mediante rectas de los valores de difu-
sidén pasiva al transporte total, podemos calcu-
lar sus constantes cinéticas, siendo el método de
Lineweaver-Burk, el mas utilizado, con la repre-
sentaciédn de los inversos de la velocidad en fun-
cién de los inversos de la concentracién de sus-
trato. Con ésta y con otras transformaciones de
la ecuacidén de Michaelis-Menten, se puede caer
en engafio, si los resultados experimentales no
son suficientemente consistentes y en numero

adecuado (141).

Por otra parte, para mayor exactitud
de este modelo, se debe medir la velocidad de
transporte usando concentraciones de sustrato

mucho mids altas y mis bajas que la Ky (42 ).
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I.3.5.~- FACTORES QUE ALTERAN LA CINETICA NORMAL

Existen una serie de factores reales,
que pueden alterar una cinética tedrica de entra-
da de aminoacidos, y que implican por tanto, una
no linealidad en la representacidén de Lineweaver-

Burk, asi:

1.- La entrada paracelular de sustrato de la luz

al plasma
Como ya sabemos, esta entrada es mas im-
portante in vivo que in vitro, quizas en respuesta

a los movimientos peristalticos del intestino.

Aunque para el organismo es conveniente
el paso de nutrientes a la sangre a favor de un
gradiente de concentracién, la via paracelular,
ofrece el riesgo de una difusidén libre del plasma

hacia la luz intestinal.

2.- La presencia de capas no agitadas en la super-

ficie celular

Este efecto es mucho mas patente a bajas
concentraciones de sustrato, que a altas concentra-

ciones.
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Asi cuando una molécula se mueve desde
la fase acuosa del contenido intestinal hacia el
epitelio de la célula, debe atravesar, una capa
de agua no agitada y la membrana lipidica de la

superficie del microvilli.

Esta capa no agitada, provoca limitacio-
nes en el transporte pasivo ( 41)(172)(231)(232)
(176), dando como resultados unos coeficiéntes
de permeabilidad mas bajos, y en el transporte
activo, unos valores mas altos de KT (233)(47 )
(236)(240), 1o que exigiria modificacioens en cuan-
to al cdlculo de dicha constante (237)(239)(207)

(200).

El grosor de esta capa, oscila entre

100 y 50 nm en los reodores (223)(236).

Segiin WINNE (235)1la K, aparente seria

T

donde g seria el espesor de las capas no agitadas

y D el coeficiente de difusidn del sustrato en la
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fase acuosa.

3.~ Presencia de exceso de sustrato

Cuando existe mucho sustrato en el con-
tenido intestinal, se produce una cierta inhibicién,
principalmente por dos causas:

a) La acumulacidén excesiva de las moléculas de sus-
trato en los sitios de unién con el "carrier"; que
hacen que la unidén no sea efectiva.

b) Por unién de la molécula de sustrato a otro cen-

tro del "carrier" que sea inhibidor.

Ambas causas provocarian distorsidn de

la ecuacién de Lineweaver-Burk.

4.- Dependencia de una fuente de energia limitada

Un hecho constatado, es que cuando se au-
menta la concentracidénde sustrato, el nivel de acu-
mulacidén en el estado estacionario disminuye, lle-
gando a ser uno o menor que la unidad , la relacién

concentracién intracelular/concentracién extracelular. .

Una posible explicacidén, es que la fuente
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de energia para el transporte sea limitada; si
la cesidén de energia es durante la translocacidn
del complejo "carrier'"-sustrato, la Vmax intrin-
seca disminuye, y la KT aumentara al aumentar

la concentracidén de sustrato.

Asi la representacién de Lineweaver-Burk
a altas concentraciones de sustrato, da una veloci-

dad mixima aparente y una K., mayores que las calcu-

T

ladas a bajas concentraciones de sustrato.

Si el acoplamiento.deAenergia fuera du-
rante la asociacién, la velocidad maxima no varia-
ria, mientras que KT disminuiria al aumentar la
concentracién de sustrato. Si por el contrario,
la cesiéﬁ de energia fuera durante la disociacién,
la Vmax intrinseca, disminuiria, mientras que KT

aumentara al aumentar la concentracién de sustra

to (98 ).
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I.3.6.- METABOLISMO PROTEICO Y RESECCION

La necesidad de estudiar los efectos que produ-
ce la reseccidén, 1llevé a SCHWARTZ y col. en 1955 (185),
a realizar estudios metabdlicos, de los que dedujeron que
en estas condiciones, la falta de absorcidn protéica es
fuerte, y la pérdida de nitrdgeno fecal es grande. Al no
obtener ningun efecto favorable con los agentes terapéu-
ticos que ensayaron, recomendaron una dieta rica en pro-
teinas, con comidas frecuentes de alto contenido energé-
tico. Varios autores se han ocupado de estudiar el meta-
bolismo protéico en distintas condiciones experimentales,
tanto en el hombre (92 ), como en animales de experimen-
tacidén (99 ). WILDEGANS (225) observa un incremento en la
pérdida fecal de nitrégeno, del 40% una semana después
de resecciodn ileal, llegando a valores normales cuatro
semanas después ; se admite en general (99 )(91 )(163)
( 8 ), que la adaptacién de la absorcién protéica es re-

lativamente buena.

Las pérdidas de nitrdégeno, han sido estimadas por SAUTIER
y col. (175), en 40 pacientes después de dos meses de la
operacién, por el método de fecalogramas La composicién

media de las heces de 48 horas, mostrd una excrecién dia-

57



ria de 4,1 g de nitrdgeno total ( 3,4 veces el valor
normal ) y 1,8 .g de nitrégeno soluble ( 6 veces el valor
normal ). Esta excrecién representa 2,6 g / 24 horas en
cinco pacientes con reseccidén proximal de intestino del-
gado, y alcanza 16,8 / 24 horas en 4 pacientes sometidos
a reseccidén ileal digtal, preservando la vadlvula ileoce-
cal. Segun los autores, esto representa una pérdida me-
dia de proteinas correspondiente a 150 g de carne. Valo-
~res similares obtienen PALMER (149) ( un incremento de
la pérdida fecal de nitrégeno de 4-5 veces ) después de
resecciones de la mitad distal del intestino delgado, es-
tableciendo también una alta proporcién de idén amonio en

la excrecidén urinaria de nitrégeno.

NYGAARD (145), relaciona la extensién de la re-
seccidén con la eéxcrecién de nitrdégeno, que es mayor a
medida que aumenta la longitud de intestino extirpado.
Observa también una cierta adaptacién en la absorcién

protéica.

Para reducir las pérdidas fecales de nitrégeno,
STAHLGREN y col. (200) prueban la interposicién de un
asa antiperistaltica, pero este procedimiento implica

riesgos y no parece aconsejable.
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La absorcién intestinal de albumina sérica mar-
cada, ha sido estudiada por CUTHBERTSON y col (33 ) en
perros sometidos a una reseccidén de intestino delgado
del 85%. La curva normal se sitila generalmente entre 10
y 25% ( nivel estacionario ), mientras en perros reseca-
dos alcanza solo de un 2 a 15%. Estos valores no mejoran
dos afios después de la operacién. En la misma especie con
resecbién distal, KRYUKOVA (100) estudidé la absorcién y

355,

utilizacién de metionina asi como la velocidad de
incorporacidén de azufre radiactivo a las seroproteinas.

La reduccién normalmente observada durante los primeros
meses del postoﬁeratorio, es seguida después,‘de 9-10
meses por un incremento en la utilizacidén e incorporaciodn
de metionina capaz de alcanzar valores superiores a los

-registrados en animales normales, en dos de los tres pe-

rros utilizados.
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I.3.7.~ ABSORCION INTESTINAL DE AMINOACIDOS TRAS RESECCION

Ya en 1970, GOLD y col. (66 ), tras observar
que en la rata se producia un midximo de hiperplasia en
el intestino remanente a las cuatro semanas de extirpar
50 cm de intestino proximal o distal, incubaron 6 sema-
nas depués de la operacidén segmentos intestinales ever-
tidos en soluciones conteniendo leucina marcada. Después
de la homogeneizacién, estos autores no encontraron mo-
dificacidén en la cantidad de proteinas/mg de tejido pro-
cedente de ratas normales y operadas. Sin embargo, si que
se incrementdé la cantidad de DNA/mg tejido 6 por mg de
proteina en las muestras procedentes de intestino rema-

nente.

La incorporacién de leucina en proteinas ( acti-
vidad especifica ), se incrementa en casos de reseccidn
. . -
proximal en el ileon remanente, y sufre un aumento muy
significativo en el yeyuno remanente tras reseccibén dis-

tal.
En 1973, DOWLING y col. (45 ), intentan relacio-

nar los cambios morfoldégicos producidos por la operacidn,

con las variaciones en la capacidad absortiva en las mis-
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mas condiciones, indicando que el aumento de la super-
ficie absortiva que origina. la hiperplasia, compensa la
desventaja de la inmadurez funcional de las células, re-
sultando una absorcién neta por unidad de longitud intes-
tinal, incrementada respecto a las condiciones normales.
Este mismo equipo de investigadores (50 )( 51 ), continian
sus trabajos con perrcs sometidos a reseccidén proximal
del 50%, observando que mientras la absorcidén de glucosa
por unidad de longitud de intestino aumentaba, la absor-
cién de leucina in vitro (nmoles/mg tejido), no se incre-

mentaba.

ROBINSON y col. (166), tras someter a perros
a una reseccidén proximal del 70 u 80%, trabajando con
anillos‘intestinalés, encuentrén un aumento en el trans-
porte de aziucares y aminodcidos, proporcional a la hiper-

trofia de las vellosidades.

MENGE y ROBINSON (120) obtienen valores decre-
cientes en la absorcién de L-fenilalanina y/ﬁ -metil-D-
glucésido en anillos intestinales in vitro, a medida que
la reseccidén practicada es de mayor extensidén. Los datos
se expresan en‘pmol de sustrato absorbido por 100 mg de

tejido fresco en el periodo de incubaciédn.
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Paralelamente, estos autores al evaluar las
actividades especificas de sacarasa y estearasa ines-
pecificas en las condiciones anteriores, encuentran un
fuerte descenso de las mismas, a medida que aumenta la

longitud de intestino extirpado.

GARRIDO y col. (64 ) han realizado estudios de
la absorcién de aminoacidos y péptidos in vivo, en ratas
con reseccidn proximal masiva. Empleando mezcla de amino-
dcidos y dipéptidos ( leucina y glicina, L-leucil-glicina
y glicil-L-leucina ), obtienen valores significativamente
mayores en el ileon, aunque.las velocidades de absorcidn
de los dos dipéptidos difieran tras la reseccidn, pues
la absorcidén de L-leucina y L-leucil glicina, es mucho

mayor que la de glicil;L—leucina.

Empleando células aisladas de epitelio intesti-
nalde rata, WESER y HERNANDEZ (220)( 221), estudiaron la
absorcién de 1eucinq, tanto en animales control como so-
metidos a una reseccién proximal o distal. Los resultados
obtenidos en los enterocitos procedentes del intestino
remanente, no difieren de los encontrados en los animales
patrén. Los resultados anteriores, coinciden con los de

WILMORE ( 226), pues no encuentran variacién en la incor-
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poracién de ¥ -metil-D-glucosa, ni aminodcidos como
lisina, valina o cistina en células. aisladas de perros
al afio de sufrir una reseccién distal del 90% de intes-

tino delgado.

Trabajando con vesiculas aisladas de borde en
cepillo, MENGE y col. (119), revelan que las caracte-
risticas funcionales de las membranas de diferentes re-
giones del intestinq, se mantenian después de una resec-
cién proximal o una transposicidén yeyuno-ileal en la ra-
ta. Las vesiculas procedentes de ileon control, desarro-
1lan una capacidad de absorcidén de glucosa que es 3-4
veces mas pequefla que la de las vesiculas yeyunales, en-
contrando la misma diferencia en las membranas prepara-
das de mucosa del tramo ileal, después de reseccién

proximal o interposicidén de yeyuno.

Recientemente, ROBINSON y col. (171), interpre-
taban la disminucién de la absorcibén, como debidos a cam-
bios eén la madurez de la poblacién celular en el ileon
remanente, debida sobre todo al aumento de la velocidad

de migracidén celular hacia el apice de la vellosidad.

Pero ni los métodos que obtienen un aumento de
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la capacidad absortiva ( absorcién de nutrientes/longi-
tud intestinal ) (44 )(64 ), ni los que obtienen resul-
tados contrarios al‘referir la absorcién a unidades de
peso intestinal o superficie mucosal (221)(120)(121),
habian tenido en cuenta que solo una parte de los entero-
citos es capaz de absorber nutrientes (96 )( 94 ), y que
la distribucién de estas células en la vellosidad no es
estable, sino que depende del estado nutricional del ani-

mal (205).
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IT.- OBJETO DEL TRABAJO

Tras una reseccidn de intestiﬁo delgado, se
desarrolla una patente hiperplasia de la mucosa del
intestino residual. En estas circunstancias, se ha compro-
bado que in vivo la capacidad absortiva por unidad de
longitud intestinal es mayor que la normal, estimando-
se que el incremento se debia al mayor numero de célu-
las existentes y no a un cambio en la capacidad de trans-

porte de los enterocitos individuales.

Por otra parte, estudios in vitro, revelan
que la capacidad absortiva de no electrolitos en la
mucosa hiperplasica decrece, atribuyendo la disminucidn

a una inmadurez de la poblacién celular.

En nuestro Departamento, se ha estudiado la
absorcién de monosacaridos in vivo, después de una re-
seccidén distal de intestino, habiendo obtenido valores
superiores a los controles. Sin embargo, al distinguir
entre los distintos componentes de la absorcién, se
comprobé que el aumento era debido en realidad a una
mayor capacidad aifusiva del yeyuno remanente, sin que

se modifique la cantidad de azicar transportado por un
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mecanismo activo.

Continuando la misma linea de trabajo, inves-
tigamos el comportamiento de la mucosa intestinal hiper-
plasica, respecto a la entrada de aminoacidos tras re-
seccibén del 50%, a los cuatro meses de la intervencién
guirurgica, calculando los componentes activo y pasivo
del transporte, con el fin de conocer en profundidad
los mecanismos que intervienen en el mismo, en nuestras

condiciones experimentales.
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IIT.1.~ ANIMALES UTILIZADOS

Para este trabajo se han utilizado ratas

blancas ( Ratus norvergicus raza Wistar albina ),

machos, adultos, procedentes del Servicio de ani-
males de la Facultad de Medicina de la Universidad

de Sevilla, con pesos en el momento de la operacidn

de 250 - 300 g

La alimentacién desde el destete, se ha

realizado utilizando el pienso comercial "Sander‘mus"R

‘IIT.2.- PREPARACION QUIRURGICA

Los animales se mantienen en ayunas las. 24 horas
que preceden a la operacién, permitiéndoseles la

ingesta de agua " ad libitum ".

Pasado este periodo de ayuno, son anes-
tesiadas por inyeccién intraperitoneal de pento-
barbital sédico a dosis de 4 mg / 100 g de peso

corporal.

El grado de anestesia se controla por

la observacidén del reflejo 6culo-parpebral, su-
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plementando la anestesgsia de ser necesario con

inhalacién de éter.

III.3.- RESECCION INTESTINAL

Tras laparatomia media, mediante la
que se seccionan los diversos planos musculares,
se penetra en la cavidad abddminal; una vez lo-
calizado el intestino y tomando como guia un hilo
de lino, se midetla longitud total del intestino
delgado, contando desde el comienzo del duodeno

hasta la valvula ileocecal.

Se han realizado resecciones del 50%
de intestino delgado distal ( IDD ), midiendo de
nuevo para identificar el punto medio, y a partir
del mismo, se comienza a ligar los vasos de la zo-
na restante, preservando intacta la vascularizacion

del primer tramo de intestino.

Los vasos ligados, se seccionan, dejan-
do libre la zona a resecar; a continuaciédn, se
secciona el intestino, tanto por la parte ante-

rior, como por la posterior prdéxima a la valvula
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ileocecal.

La unién del segmento proximal al ciego,
se efectiia mediante anastomosis término-terminal,

cuidando de preservar la valvula ileocecal.

Debido al tamafio del intestino en 1la
rata, el material de sutura empleado es Mersilene

5/0 con aguja atraumitica.

Una vez efectuada la intervencidn, se
procede a cerrar el plano muscular con puntos en-
trecortados de catgut n? 6; y la aponeurosis, con

puntos sueltos de lino del n?2 60.
La herida se trata con desinfectante
local ( tintura de yodo ) siendo la duracién de

la operacidén aproximadamente de una hora.

ITI.4.- PERIODO POSTOPERATORIO

Tras la intervencidn qudirtrgica, los
animales se mantienen privados de agua durante
24 horas, y a las 48 horas, se les administra co-

mida "ad libitum". No se les ha sometido a nin-
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gan tratamiento farmacolégico.
Observando la evolucién del animal, se
puede considerar, que por término medio, estos

se han recuperado a la semana de la intervencidn.

ITI.5.- TECNICA DE ABSORCION IN VIVO

La absorcidén intestinal se ha medido
mediante la técnica de aBsorcién in vivo de PONZ
y col. (160), consistente en el estudio de la ab-
sorcién en un segmento del intestino delgado ais-
lado mediante cédnulas conectadas a un sistema de
perfusién que bombea la solucién a absorber, a
lo largo del asa inteswinal. La cantidad de sus-
trato absorbido se calcula por diferencia entre
la cantidad contenida en el liquido a la entrada
del intestino y la contenida en el liquido eflu-

yente, referida al tiempo de absorcidén elegido.
ITT.5.1.- DESCRIPCION DEL DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

Se trabaja en un vitrina marntenida a u-
na temperatura de 28-30 2C, mediante un sistema
de calefaccidén regulable. En el interior de 1la

misma se encuentra una camilla calentada con una
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manta eléctrica , para evitar el descenso de tem-

peratura provocado por la anestesia.

El sistema de perfusidén consta de los
siguientes elementos, acopladds como muestra el
Esquema §

. Reservorio que contenga la solucidn
a perfundir.

- Tubo de plastico flexible por el que
circula el liquiao.

- Bomba peristdltica ( GILSON mod. mini-
puls 2 ) que impulsael liquido a una
velocidad de 5,6 ml/min.

- Bafio termostatado ajustado a la tem-
peratura adecuada para que el liquido
penetre en el intestino a 379C.

- Canulas de entrada y salida de liqui-

do ligadas al intestino.
ITI.5.2.- COMPOSICION DEL LIQUIDO DE PERFUSION
Todos los experimentos realizados en es-

te trabajo, han sido realizados utilizando como

liquido de perfusién una solucién de cloruro sédico
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Esquema 5



al 9 %, que contenia el aminodcido estudiado a las

distintas concentraciones.

Los aminoicidos usados han sido:
L- fenilalanina ( Phe ), L-leucina (leu) y
L-metionina de la casa Merck, y cicloleucina
(dcido l-amino ciclopentano, l-carboxilico) de

Sigma.

Junto a los anteriores, se han utiliza-
do los correspondientes aminodcidos marcados:
L-(2,4,6—3H) fenilalanina; L—(4,S—3H) leucina y
14

(carboxil-""C) cicloleucina de Radiochemical

Centre Amersham.
IIT.5.3.- REALIZACION DEL EXPERIMENTO

Una vez transcurridos 4 meses de la re-
seccidbén del 50% de IDD, se mantiene a los animales
24 horas ayunas con agua "ad libitum" y se aneste-
sia con uretano al 12,5%, mediante inyecciédn sub-

cutdnea a razén de 10 ml/Kg.

Se realiza la laparatomia, se selecciona
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el asa a perfundir desde unos dos centimetros a
partir del asa de Treitz hasta unos 20 centime-
tros aproximadamente en direccién caudal. Se in-
troducen a través de un pequefio corte en la pared
intestinal, las canulas de vidrio de entrada y sa-
lida del liquido de perfusién, que se atan con dos
hilos dispuestos previamente para tal fin. Con an-
terioridad se ligan los vasos sanguineos del mesen-
terio que irrigan la zona donde va a realizarse

el corte.

Se reintroduce el asa intestinal en la
cavidad abdominal y se conectan ambas canulas al
sistema de perfusidén, posteriormente, se procede
a lavar el intestino con suero fisiolégico, has-
ta que el liquido recogido aparezca claro y trans-

parente ( aproximadamente 50 ml ).

Seguidamente se procede a la perfusiodn
con reciclado de las soluciones en estudib, toman-
do como tiempo cero el momento en que se comienza
a succionar el liquido, y al final del periodo ex-
perimental desead6 ( 5 minutos) se interrumpe la
aspiracidén de la solucién y se recoge todo el 1i-

quido contenido en el sistema mediante paso de aire.
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La temperatura rectal del animal se man-
tenia con un valor constante de 37,2 + 0,2 2C du-

rante todo el proceso experimental.
ITI.5.4.-COMPOSICION DEL LIQUIDO DE CENTELLEO

El liquido de centelleo utilizado fué:
Tolueno ......... 2 litros
Tritén X-100 .... 1 litro

P.P.O0. .¢...cevv..15 gramos

Se disuelve el P.P.0. en medio litro de
tolueno; a la mezcla se le incorpora la parte de
tritén X-100 y finalmente se completa con el to-

lueno restante.

El conjunto queda con un aspecto turbio,
por lo que se procede a afladir agua destilada has-
ta que la solucidén quede transparente.

ITI.5.5.- DETERMINACION DE AMINOACIDOS
El liquido de perfusién contenia el a-

minoidcido marcado, con el aminodcido inerte en

la cantidad adecuada para obtener la concentra-
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cién adecuada y radioactividad deseadas en la so-

lucién de perfusién.

La concentracidén final de sustrato en
el liquido efluyente, se determiné tomando par-
tes alicuotas de la solucién y comparando las
desintegraciones por minuto finales en relacién

a las iniciales patrén:

DPM

£
Cf - Cl
DPM.
i
siendo Cf = concentracién final
C. = s inicial
i
DPMf = desintegraciones por minuto finales
DP‘M:.L = s s s iniciales

Todas las determinaciones fueron hechas
por duplicado en un contador de centelleo liquido

Betamatic I ( Kontron ).
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IIT.6.~ EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se han expresado en na-
nomoles absorbidos por cm2 y por 5 minutos, espe-
cificando la superficie del asa intestinal, la ve-
locidad de perfusidn Vp , y habiéndose realizado
todas las determinaciones en circuito con recicla-
do. Todos estos datos influyen en los resultados

obtenidos para un determinado asa intestinal.

También se especifica la concentracién
final del aminodcido en el liquido de salida, 1la
cual nos indica la proporcién de sustrato absor—
bido, y nos da una idea del error cometido al
considerar como concentracién real en la luz in-
testinal la concentracién de entrada en el intes-

tino.

Se estudié la posibilidad de corregir
la concentracidén inicial de sustrato en-funcién
de la concentracién final, como proponen algunos
autores (55 )(67 ), con el fin de que al calcular
la afinidad del sustrato por el portador, se obten-
gan valores de afinidad mas reales; sin embargo,

no se ha utilizado ninguno de estos métodos, debido
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a que en realidad lo que hacen es corregir la

concentracién de aminoacido en la fase libre

luminal, correccién que en nuestro caso es de

escasa significacidén, pero no dan la concentra-

cién real de aminoic¢ido en contacto directo con

los enterocitos, la cual seria necesaria para

medir la afinidad real del aminodcido por su

transportador, debido a que no tienen en cuenta

la diferencia de concentracién entre fase libre

y membrana, por la

agitadas ofrecen a

resistencia que las capas no

la difusién del sustrato, la

cual es muy importante en los sistemas de trans-

porte in vivo.

Por otra
centracidén inicial
a) media

b) media

parte, la correccién de la con-
por distintos métodos:
aritmética entre Ci y Cf

geométrica entre Ci y Cf

C; - Cg
C, i
1n
Ce

En nuestros experimentos obtendriamos

valores similares debido a que la diferencia entre

Ci y Cf es pequefia, alrededor del 10 - 15%.
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El aminodcido absorbido se ha calculado
por da cantidad de aminoacido desaparecida del 1i-

quido de perfusidén, siendo ViCi - Vv.C (

£f°f, V. vy

i
Vf son los volumenes de liquido contenidos en el

circunito en los momentos inicial y final.

Las medidas de volumen inicial y final
se han hecho por pesada, encontrandose que las
variaciones eran del orden del orden del 5% en
uno u otro sentido. Por este motivo, se ha con-

siderado en la practica V, = Ve = 15 ml.

Para la medida de la superficie intesti-
nal perfundida, se ha seguido el ﬁétodo descrito
por VIDAL-SIVILLA (216), y que describimos a con-
tinuacidén. Al acabar el experimento se extrae el
asa intestinal cbn sus dos canulas, se fija por
una de ellas y se cuelga por la otra un peso de
30 g, lo que provoca una distensidén maxima. La
longitud en estas condiciones se multiplica por '
el factor 0,6 para referirlo aproximadamente a

la longitud propia del intestino in situ.

El ancho se mide abriendo longitudinal-
mente el asa sobre una superficie lisa y disten-

diendola convenientemente.
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ITIT.7.- CALCULO DE .LOS PARAMETROS CINETICOS

El objetivo del presente trabajo, era
la determinacién in vivo de los parametros ciné-
ticos para tres aminoacidos neutros, tanto en ra-

tas patrones como en reseccionadas, asi:

12, - KT , concentracidén de sustrato para que la

velocidad sea la mitad de la velocidad maxima.

22.- Vmax , velocidad maxima de transporte mediado.

3e,- KD , coeficiente de transferencia de masa del

componente pasiwvo.

Se ha seguido el siguiente eSquema de
trabajo, tanto en ratas operadas como en intactas,

y para cada aminodcido:

12,- Absorcidén del aminoadcido en funcidén de su

concentracién en la luz intestinal.

22,- Medida del componente de difusién y del trans-

porte mediado.

39,- Cdlculo de la K, y V por el método de los
T max

dobles inversos de Lineweaver - Burk.
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IIT.7.1.- MEDIDA DE LA ABSORCION DEL AMINOACIDO EN
FUNCION DE SU CONCENTRACION EN EL LIQUIDO

DE PERFUSION

Se estudibé la velocidad de absorcién de
cada aminodcido dentro de wuna amplia gama de con-
centraciones diferentes en el liquido de perfusidn,

que varid entre 1 y 50 mM.

Los resultados se representaron colocan-
~do en ordenadas las velocidades de absorcién, y en
abcisas las concentraciones del sustrato. En todos
los casos, se obtuvo una curva cuyo trazado corres-
pondia a un proceso con un Componente satufable, y
otro no saturable, de modo que a partir de ciertas
concentraciones,se hace recta con una determinada
pendiente. Matemiticamente corresponde a una ecua-
cién suma de una transferencia de sustrato directa-
mente proporcional a la concentracién ( difusién

pasiva ), y un transporte mediado saturable tipo

Michaelis - Menten, es decir,
A S
max
V = + K, . S
D
Kt + S

81



siendo

V = absorcién neta del aminoacido
Vmax = velocidad maxima del transporte
mediado

S = concentracidén del sustrato

KT = concentracidén del sustrato en que el
transporte mediado alcanza la mitad
de su velocidad maxima.

KD = coeficiente de transferencia de masa

del proceso pasivo.

ITI.7.2.- MEDIDA DEL COMPONENTE DE DIFUSION Y DEL

TRANSPORTE MEDIADO

El componente de difusiéﬁ pasiva, es fun-
cién lineal de la concentracién, y puede medirse
inhibiendo totalmente el tfahsporte activo del ami-
noacido, o bien trazando desde el origen una para-
lela a la porcidén recta final de la curva de absor-
cibén total. Este Ultimo método es menos riguroso y
puede dar mayores errores en la medida posterior de
la K, , especialmente cuando ésta tiene valores al-

T

tos.

Como inhibidor, se utilizd otro aminodacido
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neutro, la L-metionina, que actua compitiendo con
un grupo de aminodcidos neutros, por el mismo trans-
portador, para el que tiene elevada afinidad segun

se ha demostrado in vitro ( 87 )(161).

La absorcidén de un aminoacido neutro
en presencia de metionina a elevada concentracién,
representada en funcién de la concentracién del

sustrato, define una recta cuya pendiente es KD.

El valor del componente de transporte
mediado, se ha obtenido restando de cada valor de
absorcién total, el correspondiente al componente
pasivo a la misma concentracién, y la curva dife-
rencia sigue bastante bien la ecuacidn de MIchaelis-

Menten.

IIr.7.3.- CALCULO DE LA KT Y Vmax POR EL METODO DE

LINEWEAVER - BURK
Los datos correspondientes a transporte

mediado a cada concentracidén de sustrato, se utili-

zaron para realizar el método de los dobles inversos
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de Lineweaver - Burk.

La representacidén grafica de los inversos
de la velocidad frente a los inversos de la concen-
tracién, se ajusta muy aceptablemente a una recta,
lo que confirma que es un transporte tipo Michaelis-
Menten. El corte de esta recta con el eje de absci-
sas, corresponde al punto - 1/KT , ¥y el corﬁe con

el eje de ordenadas corresponde al punto I/Vmax'
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IV.- RESULTADOS

IV.1.- OBSERVACIONES GENERALES. ABSORCION DE AMINOA-

CIDOS EN FUNCION DE SU CONCENTRACION EN EL

MEDIO DE PERFUSION.

Se han ensayado para el calculo de la ab-
sorcidén total, seis concentraciones de aminoacido:

1, 2,5, 5, 10, 25 y 50 mM.

En el mismo animal, se realizaron absor-
ciones sucesivas de 5 minutos cada una, dos para
cada una de las concentraciones estudiadas. Se o-
peré con perfusidén en circuito cerrado, velocidad
de perfusién de 5,6 ml/min y recogida total del
liquido de perfusién al final de cada periodo de

absrocién.

El area perfundida, se localiza a unos
2 cm. después del asa de Treitz, calculando la.
longitud de la misma, de manera que la superficie

utilizada fuera de unos 15 cm

El protocolo de trabajo que se ha segui-

do en-todos los casos, ha sido idéntico, perfundien-
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do siempre de menor a mayor concentracién de amino-

adcido.

Después de cada absorcidén, se deja un in-
tervalo de 5 minutos sin pasar ningan tipo de solu-
cibén por el asa intestinal, solo aire, con el fin
de eliminar los restos de liquido de la perfusién

anterior.

Tanto en ratas patrones como en resecciona-
das, se observa una curva de absorcidén que a concen-
traciones altas se convierte en una recta, lo que su-
giere que es suma de dos componentes, uno de trans-

porte activo y otro de difusidn.

Para conocer el aminoadcido transportado
por difusién, el método empleado ha sido el de intro-
ducir en el medio un L~aminodacido, en este caso L-
metionina, a una concentracidén muy elevada.(60mM);
al ser la concentracién de L-metionina mids alta que
la del aminoacido estudiado, teniendo en cuenta ade-
mas que la afinidad por el transportador es superior
a la de estos, se puede considerar que las cantidades

de aminodcidos (L-Fenilalanina, L-Leucina, L-Cicloleu-

cina) que se absorben en presencia de L-Metionina,
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corresponden casi totalmente al componente de di-

fusiédn.

En los experimentos con L-Metionina, la

pauta de perfusidén fué:

12.- Aminodcido 1 mM con una perfusién de 5 minutos.

22.- Vaciado del asa, con paso de aire de 5 minutos.

32, - Aﬁinoécido 1 mM, mds L-Metionina 60 mM durante
5 minutos.

42.- Vaciado del asa, con paso de aire durante 5 mi-
nutos.

5¢.- Lavado del asa con solucidén salina fisiolégica
de 5 minutos.

S o 6 6 06 005 06 0. 0 0.0

Y asi sucesivamente y en la msima secuen-
cia para todas las concentraciones ensayadas, en or-

den creciente de concentracién.

Durante todas las perfusiones se controlé
la temperatura del liquido a la entrada del asa in-
testinal, éue fué de 372C, mediante un bafio termos-
tatico interpuesto en el circuito, que se reguléd a

una temperatura de 45°2C.
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El volumeﬁ inicial utilizado en cada per-
fusién, fué de 15 ml, comprobando por pesada tanto
el volumen inicial como el volumen final. Al efec-
tuar los cdlculos de absorcidén, dado que las dife-
rencias de volumen se pueden considerar desprecia-

bles, se considera solamente el volumen inicial.

Una vez terminada la perfusién, se sacri-
ficaba el animal, se extraia el asa intestinal; y
se determinaba la superficie serosal, por medida de
su longitud ( colocando un peso de 30g en un extre-

mo y midiendo ), y de su anchura.

IV.2.- ABSORCION DE L-FENILALANINA EN RATAS PATRO-

NES Y RESECCIONADAS, EN FUNCION DE SU CON-

CENTRACION EN EL MEDIO DE PERFUSION.

Se han perfundido asas intestinales de ra-
tas patrones y reseccionadas, con soluciones conte-
niendo concentraciones de L-Fenilalanina entre 1 y
50 mM, realizandose estas perfusiones en orden cre-
ciente de concéntraciones. Los resultados obtenidos
se encuentran en las tablas 1 para ratas patrones,

y 3 para animales resecados, hébiéndose representa-

do graficamente en las Fig. 1 y 2 respectivamente.
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\
La absorcién de L-Fenilalanina en los

dos lotes de animales, sigue una evolucién seme-
jante, encontrindose los valores correspondientes

a ratas con reseccidén del 50% de intestino delga-

do distal, por encima de los obtenidos para ratas
controles. Las diferencias son menores a bajas con-
centraciones de sustrato en el medio de perfusién,
incrementandose a medida que la cantidad de L-Fenil-

alanina presente en la solucién perfundida es mayor.

Los errores calculados en ambas series pa-
ra cada concentracibén, se encuentran dentro de los
limites admisibles en estas clases de experimentos,
incrementandose como es légico, a medida que la con-
centracién de aminodcido presente en el medio, es

mayor.

Los porcentajes de caida de concentracioén
respecto a la L-Fenilalanina presente inicialmente
en el medio, se han calculado en las Tablas 2 ; 4
( patrones y resecadas respectivamente ), habién-
dose obtenido dichos datos, de la diferencia entre

los valores de concentracién inicial y final en ca-

da uno de los medios estudiados.
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Estos porcentajes, van disminuyendo su
cuantia a medida que es mayor la concentracidn en
el medio de perfusién, pudiéndose considerar bas-
tante similares cuando los comparamos dos a dos en

ambos grupos de animales estudiados.

IV.3.- CALCULO nNEL COMPONENTE DE DIFUSION EN LA AB-

SORCION DE L-FENILALANINA EN RATAS PATRONES

Y RESECADAS

En presencia de altas concentraciones de
L- Metionina en el medio de perfusién ( 60 mM ), ob-
tenemos una disminucidén patente en los valores de ab-
sorcién de L-Fenilalanina, tanto en animales control
como en los que han sufrido una reseccién distal del
.50%. En las Tablas 5 y 7 se encuentran los resulta-
dos obtenidos en ambos grupos de animales. Se ha per-
fundido previamente la solucidén de L-Fenilalnina sin
L-Metionina, y posteriormente con el aminoacido a la
concentracién en estudio y con L-Metionina 60 mM, p;—
ra lavar luego con el fin de_eliminar la L-Metionina
presente en el medio, y poder comenzar la perfusién
de la siguiente solucidén sin ningin tipo de inter-
ferencia. Se comprueba que el lavado es efectivo,

pues los valores de absorcién total obtenidos res-
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pecto a las experiencias en que no se ha usado

inhibidor, son similares.

Las concentraciones restantes en las
soluciones, una vez perfundidas, se encuentran
en la Tabla 6 para ratas patrén, y 8 en las de
reseccién del 50% de intestino delgado distal.
Los porcentajes de caida de concentracién, en los
dos grupos de animales, son muy inferiores en los
experimentos realizados en presencia de L-Metioni-
na, puesto que dicho aminodcido inhibe la absorcién
de L-Fenilalanina presente en la solucién que per-

funde.

Los resultados de las Tablas 5 y 7, se
han representado en las Figuras 3 y 4. En dichas
Figuras, se observan claramente cada uno de los
componentes de la absorcién de éste aminoacido,
correspondiendo la linea superior, a la absorcidn
total, sin inhibidor, la intermedia, a los valores
de difusién ( obtenidos en presencia de L-Metionina
60 mM, que inhibe el transporte activo ), siendo 1la
inferior saturable y procedente de la diferencia en-
tre el transporte total y la difusidén a cada una de

las concentraciones estudiadas, es decir, representa
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las cantidades de L-Fenilalanina que atraviesan la

pared intestinal, por un mecanismo activo.

Los valores de difusidén, se ajustan a
una recta que pasa por el origen, cuyas pendientes
indican la constante de difusién ( KD). En las ra-

tas patrones da un valor de K. = 0,060 pmol/cm2/5'/

D
mmol/1, siendo el coeficiente de regresién r= 0,997,
y en las reseccionadas es de KD = 0,075 pmol/cmz/S'/
mmol/1, con un coeficiente de regresién r = 0,999.

Estos valores nos indican que el componente difusivo

es mayor en las ratgscon reseccién intestinal.

IV.4.- CALCULO DE LOS PARAMETRUS CINETICOS, PARA LA

ABSORCION INTESTINAL DE L-FENILALANINA EN RA-

TAS PATRONES Y RESECADAS.

Los valores de transporte activo, se han
obtenido por diferencia entre la absorcidén total y

la difusién ( en presencia de L-Metionina 60 mM ).
En la Tabla numero 9, se encuentran los

valores de 1/|S| y 1/V, que al ser representados

graficamente en la Figura 5, dan una recta cuya
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ecuacién es y = 0,532 + 13,465 x , con un coefi-
ciente de regresién r = 0,999. De donde se deduce

— 2 1 —
una V___ = 1,88 pmol/em”/5'.y una K. aparente = 25 mM.

T
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TABLA 1

ABSORCION TOTAL DE L-FENILALANINA EN FUNCION DE SU

CONCENTRACION EN EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS PATRONES.

Periodos de absorcién de 5 min. Perfusidén con reciclado

“

%): 5,6 ml/min. Datos en‘umol/cﬁﬁ/S'

| L-Fenilalanina | mM

Peso Asg
)

(g) (cm 1 2,5 5 10 25 50

380 17,82 0,134 0,345 0,718 1,132 2,585 3,161
0,122 0,344 0,668 1,317 2,873 -—-

0,143 0,216 S 1,087 1,969 5,250
0,113 0,325 0,408 - 1,671 3,471

476 13,20

417 10,20 0,189 0,411 0,541 1,379 3,826 5,126

167 13,86 0,136 »0,267 0,360 - 2,119 3,188
- 0,226 -— 1,196 2,241 3,600
525 9,90 0,136 0,204 0,745 0,837 1,627 2,854
0,131 0,260 S— _— 1,840 —
x 0,138 0,288 0,573 1,158 2,305 3,807
£ 0,007 0,024 0,067 0,078 0,234 0,367

n 8 9 6 6 9 7
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TABLA 2

CONCENTRACIONES FINALES DE L-FENILALANINA CORRESPONDIENTES

A L0OS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 1

| L-Fenilalanina | mM
Peso Asa
(g) (cm?) 1 2,5 5 10 25 50
0:78 1:89 3:81 7)65 19)88 -
476 13,20 0,85 2,28 - 8,89 23,00 44)75
0,88 2,17 4,58 - 23,30 46,53
417 10,20 0,87 2,22 4,63 9,06 22,40 46,51
467 13,86 087 2525 4,67 ——— 23,04 47,05
— 2,29 - 8,89 22,93 46,67
525 9,90 9591 2,36 4,51 9,45 23,93 48,11
0991 2)33 -== - 23)78 ——
0,85 2,19 4,32 8,65 22,52 46,28
0,02 0,06 0,18 0,28 0,48 0,49
8 9 6 6 9 7
% caida de
15 12,4 13,6 13,5 9,9 7,4

concentracién
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TABLA 3

ABSORCION TOTAL DE L~-FENILALANINA EN FUNCION DE SU

CONCENTRACION EN EL MEDIO DE PERFUSION . RATAS RESECCIONADAS

Periodos de absorcién de 5 min. Perfusidén con reciclado

%):‘5,6 ml/min. Datos en/umol/c&z/S’

| L-Fenilalanina | mM
Peso Asa
(g) (cm?) 1 2,5 5 10 25 50
0,164  --- 0,732 1,314  --- -

416 12,60
0,134 0,291 0,582 1,341 4,211 5,459

553 36,00 0133 0,219 0,380 0,783 o -
--- 0,250 - e o L

0,228 0,308 0,711 1,538 3,974 4,800
0,114 0,308 . 1,168 2,370 4,163

288 13,02

0,264 0,412 0,821 1,125 1,729 4,266
0,147 0,438 0,530 1,203 -—- 5,096

312 11,07

0,186 0,504 0,782 1,263 2,608 —_——
0,191 0,358 0,976 1,004 2,740 5,103

421 12,99

0,190 0,406 0,692 1,461 - e

402 13,20
© 0,127 0,311 0,623 - 1,594 2,277
X 0,170 0,346 0,683 1,220 2,759 4,452
£ 0,013 0,025 0,052 0,069 0,382 0,403
n 11 11 10 10 7 7
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TABLA 4

CONCENTRACIONES FINALES DE L-FENILALANINA

CORRESPONDIENTES A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 3

| L-Fenilalanina | mM
P A
a;f (ci%) 1 2,5 5 10 25 50
416 12,60 0,86 - 4,38 8389 - -
0,88 2,26 4,51 8,87 21,46 45,41
553 36,00 0:68 1;97 4;09 8:12 - -
- 1,90 ——- ——- ——- ——-
288 13,02 0)80 2,23 4,38 8,67 21,55 45}83
0,88 2,23 - 8,99 22,94 46,39
312 11,07 2079 2,18 4,36 9,12 23,65 46,67
: 0,88 2,16 4,58 9,06 - 46,03
421 12,90 0,84 2,07 4;33 8,01 22,68 —
0,84 2,19 4,16 9,14 22,64 45,01
402 13,20 0:83 2,14 4539 8:71 - -
0,89 2,23 4,45 - 23,60 47,99
0,83 2,14 4,36 8,85 22,65 46,28
0,01 0,03 0,04 0,09 0,33 0,33
11 11 10 10 7 7
% caida de
concentracidn 17,0 14,4 12,8 11,5 9,4 754
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ABSORCION DE L-FENILALANINA EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE L-METIONINA 60 mM

EN FUNCION

DE SUS CONCENTRACIONES EN

TABLA §

Periodos de absorcién de 5 min.

V:
p

5,6 ml/min.

Perfusidén con reciclado.

Datos en }J.mol/cm2 /5!

EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS PATRONES.

Sin Metionina

Con metionina

| L-Fenilalanina | mM | L-Fenilalanina | mM
Peso Asa 5
(g) (em?) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
436 22,32 0,101 0,348 0,550 0,901 3,059 0,059 0,173 0,381 0,811 1,502
404 12,27 0,125 0,285 0,833 1,101 2,954 0,064 - -—— 0,845 2,469
431 18,33 0,130 0,293 - 1,349 -—= 0,014 0,048 —— - 1,533
502 24,78 0,136 0,251 R _—— 2,172 0,021 0,087 0,278 0,338 1,083
453 17,16 0,130 0,218 0,602 A 0,922 1,590 0,109 - 0,455 - 0,970
542 14,70 0,136 0,325 0,496 1,014 ——— 0,032 -——- 0,404 0,521 2,217
569 14,10 -——= 0,262 0,544 0,841 2,110 -——- 0,050 0,355 0,531 -—=
559 15,72 0,125 0,309 0,570 -——- 2,417 0,078 0,166 0,293 0,329 0,735
x 0,126 0,286 0,599 1,036 2,383 0,053 0,105 0,361 0,562 1,501
£ 0,004 0,015 0,044 0,073 0,226 0,013 0,027 0,027 0,001 0,244
n 7 8 6 6 6 7 5 6 6 7
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CONCENTRACIONES FINALES DE L-FENILALANINA CORRESPONDIENTES

A LOS EXPERIMENTOS DE LA

TABLA 6

TABLA 5§

Sin Metionina

Con Metionina

concentracién

| L-Fenilalanina mM L-Fenilalanina | mM
Peso Asa
(g) (cm?) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
436 22,32 0,85 1,98 4,18 8,66 20,45 0,91 2,24 4,43 8,79 22,76
404 12,27 0,89 2,27 4,32 9,03 22,58 0,95 -—- -—= 9,31 22,98
431 18,33 0,89 2,14 - 8,35 ——- 0,98 2,44 S ——- 23,13
502 24,78 0,77 2,08 - -——= 21,41 0,96 2,36 4,54 9,36 23,21
453 17916 0)85 2)25 4)31 8)94 23)18 0)87 - 4)47 - 23389
542 14,70 0,86 2,18 4,51 9,00 - 0,96 —-—- 4,60 9,49 23,50
569 14)‘1‘0 -0 ) 2)25 4)48 9;21 23:02 - 2’;45 4:51 9367 -
559 15)72 0;89 2)17 4:40 - 22’;46 0)91 2;32 4)69 9)66 24723
X 0,86 2,17 4,36 8,86 22,18 0,93 2,36 4,54 9,38 23,38
€ 0,01 0,03 0,05 0,13 0,43 0,01 0,04 0,04 0,13 0,20
n 7 8 6 6 6 7 5 6 6 7
% caida de
14,0 13,2 12,6 11,2 11,2 7,0 5,6 9,2 6,2 5,9
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TABLA 7

ABSORCION DE L-FENILALANINA EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE L-METIONINA 60 mM

EN FUNCION DE SUS CONCENTRACIONES EN EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS RESECCIONADAS

Periodos de absorcién de 5 min. Perfusidén con reciclado

Vp: 5,6 ml1/min. Datos en umol/cm2/5'

€0t

Sin Metionina Con Metionina
| L-Fenilalanina | mM | L-Fenilalanina | mM
Peso Asa
(g) (cm?) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
305 15,84 0,133 0,219 -—= 0,929 - —_—— 0,169 -—- - -—
397 11,40 0,189 0,382 0,930 1,746 2,792 0,106 0,215 - 0,780 3,146
283 14,44 0,122 0,287 0,530 0,910 2,452 0,097 0,114 ‘0,235 0,625 1,806
499 13,80 0,155 0,489 - -—= -—- 0,090 -—= 0,588 - -=-
268 13,87 0,202 —_— 0,765 1,593 3,651 0,060 - - 0,833 1,860
405 17382 05152 ’ 03402 ) 0)800 1:377 3,638 0)090 - - 03494 - 2)063
407 16,83 0,139 0,295 0,791 0,914 2,589 0,091 0,189 0,314 0,851 1,909
389 21,30 0,106 0,314 0,609 - 1,076 1,808 0,045 0,127 0,374 0,589 1,209
426 23,10 R - 0,442 1,211 2,570 0,067 0,176 -——— 0,434 1,242
X 0,150 0,341 0,695 1,220 2,786 0,081 0,165 0,400 0,685 1,890
£ 0,012 0,033 0,065 0,114 0,250 0,007 0,015 0,063 0,067 0,244
n 8 7 7 8 7 8 6 5 6 7



TABLA 8
CONCENTRACIONES FINALES DE L-FENILALANINA CORRESPONDIENTES

A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 7

Vo1

Sin Metionina Con Metionina
| L-Fenilalanina | mM | L-Fenilalanina | mM
Peso Asa -
(g)  (cm?) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
305 15,84 0,86 2,27 S 9,01 - o 2,32 — . o
397 11,40 0,86 2,21 4,29 8,67 22,88 0,92 2,34 — 9,41 23,98
283 14,44 0,88 2,22 4.49 9,12 22,04 0,901 2,39 4,77 9,39 23,26
499 13,80 0,86 2,05 - ~-- --- 0,92 -—— 4,46 - ---
’ 268 13)87 0)81 -~ 4)29 8953 21)62 0594 - - -~ 9)23 ' 23328
405 17;82 0782 2702 4305 8:36 20)68 0189 I 4;41 - 22)55
407 16,83 0,84 2,17 4,11 8,97 22,09 0,90 2,29 4,64 9,05 22,86
380 21,30 0,85 2,05 4,13 8,47 22,43 0,94 2,32 4,47 9,16 23,28
426 23,10 - —— 4,32 8,13 21,04 0,90 2,23 —— 9,33 23,09
x 0,85 2,14 4,24 8,00 21,91 0,91 2,32 . 4,55 9,26 23,18
£ 0,002 0,04 0,06 0,12 0,31 0,006 0,02 0,06 0,06 0,17
n 8 7 7 8 7 8 6 5 0 7
% caida de -
concentracioén 15,0 14,4 15,2 13,4 12,3 9,0 7,2 9,0 7,4 7,2
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VALORES MEDIOS DE ABSORCION TOTAL,

Periodos de absorcidén 5 min.

EN RATAS PATRONES Y RESECCIONADAS

TABLA 9

DIFUSION Y TRANSPORTE ACTIVO DE L-FENILALANINA

Perfusidén con reciclado. V =

5,6 ml/min. Datos en Pmol/cm /5!

Patrones Reseccionadas
| mM | Absor.Total Difusion T.activo 1/V 1/]|S]| Absor.Total Difusidn T.activo 1/V 1/]|S]
1 0,126+0,004 0,053+0,013 0,073 13,7 1 0,150+0,012  0,081+0,007 0,069 14,5 1
(7) (7) (9) (9)
2,5 | 0,286+0,015 0,105+0,027 0,181 5,5 0,4 0,341+0,033  0,165+0,015 0,176 5,7 0,4
(8) (5) (7) (6)
5 0,599+0,044 0,3061+0,027 0,238 4,2 0,2 0,695+0,005 0,400+0,0063 0,295 3,4 0,2
(7) (6) (7) (5)
10 1,036+0,073 0,562+0,001 0,474 2,1 0,1 1,22010,114 0,685+0;067 0,535 1,9 0,1
(7) (6) (8) (6)
25 2,383+0,226  1,501+0,244 0,882 1,1 0,04 | 2,786+0,250 1,890+0,244 0,896 1,1 0,04

(6)

(7)

(7)

(7)
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Representaci6én de los dobles inversos para el transporte

activo de L-Fenilalanina, en ratas control (@) y reseccio-

nadas ().



IV.5.- ABSORCION DE L-LEUCINA EN. RATAS PATRONES

Y RESECCIONADAS, EN FUNCION DE SU CONCEN-

TRACION EN EL MEDIO DE PERFUSION.

Se usaron concentraciones de L-Leucina en
el medio de perfusidén, de 1 a 50 mM. Los datos obte-
nidos en cada animal, se muestran en las Tablas 10
y 12, que se representan griaficamente en las Figuras

6y 7.

En las Tablas 11 ( ratas patrones ) y 13
( con reseccién del 50% de intestino delgado distal),
estan reflejados los valores de concentracién que
quedan en el liquido de perfusién después de los 5
minutos de experimentacién; observindose una caida
de concentracidén que va desde un 13% que correspon-
de a una concentracién inicial de L-Leucina 1 mM,
hasta un 3,8%, correspondiente al de 50 mM para ani-
males éontrol; la caida de concentracién en las ra-
tas resecadas, oscila entre 8,5 y 16%, como queda

reflejado en la Tabla 13.
Al comparar los resultados de absorcidn

de L-Leucina en ratas patrones y con reseccion del

50% de intestino delgado distal, resultan valores
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similares cuando las concentraciones existentes en

el medio de perfusién son bajas ( 1, 2,5, 5y 10 mM);
sin embargo, a altas concentraciones del aminoacido,

la absorcidén se ve incrementada en los animales ope-

rados, pasando de unos valores de 1,443 a 1,869 pmol/
Cm2/5' a 25 mM, y de 2,215 a 2,873 pmol/cmz/S', cuan-

do la concentracidén fué de 50 mM.

IV.6.- CALCULO DEL COMPONENTE DE DIFUSION EN LA AB-

SORCION DE L-LEUCINA, EN RATAS PATRONES Y RE-

SECCIONADAS.

Se han usado concentraciones de 1, 2,5, §5,
10y 25 mM, y altas concentraciones de L-Metionina
( 60 mM ), para estudiar el coﬁponente difusivo de
la absorcién de L-Leucina, siguiendo el protocolo

descrito anteriormente.

En las Tablas 14 y 16, se encuentran los
valores obtenidos a las diferentes concentraciones

empleadas.
Como era de esperar, la absorcién dismi-

nuye claramente cuando existe L-Metionina, por in-

- hibir competitivamente el transporte activo de
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L-Leucina, correspondiendo estos valores a la L-Leu-

cina que pasa por difusidn.

En las Tablas 15 y 17, se encuentran los
valores de concentraciones finales de L-Leucina en
el medio de perfusidn, correspondientes a los expe-

rimentos de las Tablas 14 y 16.

Si se observan los resultados de absorcidn
total de L-Leucina de la Tabla 10, con los de la Ta-
bla 14 sin L-Metionina, comprobamos gque son compara-
bles, lo que indica que se elimina la L-metionina
durante el lavado del asa. Lo mismo ocurre cuando se
comparan los datos contenidos en las Tablas 12 y 16,

que corresponden a ratas reseccionadas.

En las Figuras 8 y 9, se han representado
graficamente, tanto los datos de absorcién total,
como los correépondienteé al aminéécido absorbido
por difusidén, en ratas patrones y reseccionadas
respectivamente; asimismo, la curva inferior, co-
rresponde a la diferencia entre el transporte total
y difusidén, en cada una de las concentraciones en-
sayadas, por consiguiente, expresa las.cantidades

de -aminodcido transportado mediante un mecanismo
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activo, que como se observa en las Figuras, es

saturable.

Se puede comprobar a simple vista, la 1li-
nealidad de los datos obtenidos‘en'presencia de L-
Metionina, ‘que se reflejan en una recta de coeficien-
te de regresién r = 0,999, cuya pendiente nos indica
la KD , que es igual a 0,065 pmol/cmZ/S'/mmol/l, en
ratas patrén, y KD = 0,073 pmol/cmz/S'/mmol/l, en
los animales operados. Esto indica que en los anima-

les resecados, el componente difusivo es mayor.

IV.7.- CALCULO DE LOS PARAMETROS CINETICOS PARA LA

ABSORCION INTESTINAL DE L-LEUCINA, EN RATAS

PATRONES Y RESECCIONADAS.

E1l cidlculo de los pardmetros cinéticos
del componente de transporte activo, se ha hecho
mediante la representacidén de dobles inversos, cal-

culandose las Vm y KT aparentes, a partir de las

ax

intersecciones de las rectas resultantes, con los

ejes de ordenadas y abscisas respectivamente.

Los valores inversos de |S| y V utilizados
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para el cadlculo, se encuentran en la Tabla 18, en-
contrindose representados en la Figura 10, tanto

los valores correspondientes a ratas control como
a las resecadas, pudiéndose apreciar la gran coin-
cidencia de puntos encontrada en ambos casos. Es-

ta similitud, se refleja en el calculo de KT y V
max,

resultando una KT aparente alrededor de 14 mM y

2
Voax = 110 pmol/cm“/5¢'.
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TABLA 10

ABSORCION TOTAL DE L-LEUCINA EN FUNCION DE SU
CONCENTRACION EN EL MEDIO DE PERFUSION

RATAS PATRONES

Periodos de absorcidén de 5 min. Perfusién con reciclado

\' :‘5,6 ml/min. Datos en umol/cm /5!

| L-Leucina | mM
P
5;f (ng) 1 2,5 5 10 25 50
538 10,08 ©-139 0,376 0,653  --- - -
0,008 0,278 0,586 - 1,778 2,584
410 10,56 0,147 0,348 ——— 0,995 1,099 1,919
0,210 0,367 _— - — _—
497 11’22 0:169 0,398 - 1)365 —— 3)863
: ‘ 0,168 0,241 0,498 0,858 1,066 1,469
406 15.12 0,156 0,258 0,501 0,585 1,109 1,726
0,117 . 0,247 0,362 0,777 1,408 1,872
486 15,62 0,197 0,331 0,633 0,982 2,396 1,776
0)1651 - 03459 1;015 13249 2:513
x 0,156 0,316 0,527 0,939 1,443 2,215
€ 0,011 0,020 0,039 0,001 0,184 0,271
n 10 9 7 7 7 8
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TABLA 11

CONCENTRACIONES FINALES DE L-LEUCINA

CORRESPONDIENTES A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 10

| L-Leucina | mM

P
.t s 1 2,5 5 10 25 50

538 10,08 0,91 2,25 4,56 —— - -
0,93 2,31 4,61 - 23,81 48,26

0,90 2,26 S 9,30 24,23 48,65
0,85 2,24  --- - S —

410 10,56

0,87 2,20 S 8,98 S 47,11

497 11,22
’ 0,87 2,32 4,63 9,36 24,20 48,90

106 15,12 084 2,24 4,49 9,41 23,88 48,26

486 15’62 0,79 2:16 4,34 8,98 22,50 43,15

0383 -~ 4’52 8994 23)70 47)38
X 0,87 2,25 4,54 9,17 23,70 48,10
€ 0,01 0,02 0,04 0,08 0,22 0,21
n 10 9 7 7 7 8
% caida de
13 10 9,2 8,3 5,2 3,8

concentracién
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TABLA 12

ABSORCION TOTAL DE L-LEUCINA EN FUNCION DE SU
CONCENTRACION EN EL MEDIO DE PERFUSION
RATAS RESECCIONADAS

Periodos de absorcidén de 5 min. Perfusidn con reciclado

%): 5,6 ml/min. Datos en.pmol/cﬁz/S'

| L-Lencina | mM
P A
é;f (CZ%) 1 2,5 5 10 25 50
492 20,509 ©-139 0,399 - 1,436 3,102 -
0,160 0,343 0,649 1,091 2,752 5,328
484 14,40 O0»171 0,368 0,633 0,806 1,986 2,217

0,181 0,397 0,630 1,160 1,330 2,531

402 17,10 0,137 0,347 0,517 0,972 1,567 2,362
0,123 0,309 0,510 0,806 — 2,423

0,133 0,235 0,611 0,804 1,759 2,401
0,091 0,192 0,371 0,514 1,285 3,202

323 12,60

0,151 0,311 0,535 0,751 1,840 3,104

404 18,00
0,132 0,310 0,412 0,715 1,190 2,201
x 0,142 0,321 0,541 0,906 1,869 2,873
'3 0,008 0,021 0,033 0,084 0,221 - 0,328
n 10 10 9 10 9 9
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TABLA 13

CONCENTRACIONES FINALES DE L-LEUCINA

CORRESPONDIENTES A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 12

| L-Leucina | mM
Peso Asa
(g) (cm?) 1 2.5 5 10 25 50
492 20,50 081 1,95 - 8,04 20,76 -
0,78 2,03 4,11 8,51 21,24 42,71
484 14,40 0,84 2,15 4,36 9,23 23,09 47,81
' 0,82 2,12 4,40 8,89 23,72 47,57
0,86 2,14 4,41 9,07 -—= 47,20
323 12,60 989 2,30 4,49 9,32 23,52 47,98
404 18,00 9,82 2,13 4,36 9,10 22,79 46,27
0,34 2,13 4,51 9,14 23,57 47,25
0,84 2,14 4,41 8,98 22,87 42,82
0,01 0,04 0,05 0,14 0,37 0,54
10 10 9 10 9 9
% caida de
concentracion 16 14,4 11,8 10,2 8,5 14,3
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Fig. 7

Absorcién total de L-Leucina, en funcién de la concentraciédn.

Ratas reseccionadas.
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TABLA 14

ABSORCTON DE L-LEUCINA EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE L-METIONINA 60 mM

EN FUNCION DE SUS CONCENTRACIONES EN EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS PATRONES

Periodos de absorcidén de 5 min.

P

Perfusidén con reciclado

2
V.= 5,6 ml/min. Datos en pmol/cm /5!

Sin Metionina

Con Metionina

| L-Leucina | mM | L-Leucina | mM
Peso As%
(g) (cm®) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
416 11,40 0,161 0,367 0,578 1,046 2,163 0,082 0,156 0,338 0,643 1,342
549 12,60 0,126 0,252 0,565 0,780 1,535 0,032 0,092 0,163 0,427 1,055
490 15,97 0,169 0,376 0,691 1,214 2,683 0,100 0,200 0,522 - 2,166
438 19,89 0,119 0,276 0,684 1,010 2,086 0,070 0,154 0,344 0,710 1,175
540 14,85 0,185 0,449 0,809 1,442 2,752 0,111 -—= -—- -—= 2,374
535 18)60 0)154 0;352 0)716 1)363 2;541 0)071 - 0)525 17008 1:418
474 14,40 0,084 0,350 -——= - - 0,052 0,241 - -——= -——=
570 14,70 0,169 0,436 - 1,114 2,294 —_— —_— ——— 0,662 2,008
x 0,145 0,357 0,673 1,138 2,293 0,074 0,168 0,378 0,690 1,648
£ 0,011 0,024 0,037 0,084 0,158 0,010 0,024 0,067 0,093 0,198
n 8 8 6 7 7 7 5 5 5 7
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TABLA 15
CONCENTRACIONES FINALES DE L-LEUCINA CORRESPONDIENTES

A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 14

Sin Metionina Con Metionina
| L-Leucina | mM | L-Leucina | mM
Peso As%
(g) (~m?) 1 2,5 5 10 25 . 1 2,5 5 10 25
416 11,40 0,88 2,22 4,56 ‘ 9,21 23,36 0,94 2,38 4,74 9,51 23,98
549 12,60 0,89 2,29 4,53 9,34 23,71 0,97 2,42 4,86 9,604 24,11
490 15,97 0,82 2,10 4,26 8,71 22,14 0,89 2,29 4,44 - 22,69
438 19,89 0,84 2,13 4,009 8,66 22,23 0,90 2,29 4,54 9,06 23,41
540 14,85 0,82 2,06 4,20 8,57 22,28 0,89 — — _— 22,65
535 18,60 0,81 2,06 4,11 8,31 21,85 0,91 ——= 4,35 8,75 23,24
474 14,40 0,92 2,16 -—- -—= -—- 0,95 2,27 - - -—-
570 14,70 0,83 2,07 -—- 8,91 22,75 -=- -—= -—- 9,24 23,03
x 0,85 2,13 4,29 8,81 22,62 0,92 2,33 4,59 9,24 23,30
£ 0,01 0,03 0,08 0,14 0,26 0,01 0,03 0,09 0,16 0,22
n 8 8 6 7 7 7 5 5 5 7
% caida de
15,0 14,8 14,2 11,9 9,5 8,0 6,8 8,2 7,6 6,8

concentracidn
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Cinética de la absorcién intestinal in vivo, de L-Leucina
en ratas patrones.
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TABLA 16

ABSORCION DE L-LEUCINA EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE L-METIONINA 60 mM

EN FUNCION DE SUS CONCENTRACIONES EN EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS RESECCIONADAS
Periodos de absorcidén de 5 min. Perfusidén con reciclado
%): 5,6 ml/min. Datos en‘umol/cmZ/S'
Sin Metionina Con Metionina
“Peso Asa | L-Leucina | mM | L-Leucina | mM

(g) (cm?2) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
420 17,94 0,131 0,357 0,660 1,032 2,831 0,081 0,225 0,387 ——— 1,514
427 12,60 0,177 0,348 0,663 0,982 2,653 0,070 0,196 0,326 0,859 2,015
452 21,12 0,117 0,361 0,594 1,049 2,460 0,068 0,235 0,423 0,869 1,498
445 18,06 0,157 _—— — - _—— 0,078 R E—— S -
405 16,56 0,163 0,384 0,664 1,339 3,259 0,082 - == -—- 2,184
472 15,48 0,142 0,301 0,676 1,248 2,227 0,052 0,168 0,443 0,902 R
417 17,16 0,122 0,273 0,482 0,915 2,214 0,047 0,143 0,372 0,558 1,553
461 12,54 0,163 0,466 R — - 0,082 — S - ——
466 10,08 G,174 - 0,675 2,002 —_— 0,083 ~——— —— ——— 2,449
457 13780 0’183 0)388 0)840 1:638 -~ 0;095 - - = -~ 1’533
467 20,13 0,102 0,276 0,533 1,032 2,171 0,070 0,154 0,318 0,769 1,856

X 0,148 0,350 0,643 1,248 2,545 ©,073 0,187 0,378 0,791 1,825

£ 0,008 0,020 0,038 0,120 0,151 0,004 0,015 0,020 0,062 0,128

n 11 9 9 9 7 11 6 6 5 8



A

‘ TABLA 17
CONCENTRACIONES FINALES DE L-LEUCINA CORRESPONDIENTES

A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 16

Sin Metionina ’ Con Metionina
| L-Leucina | mM | L-Leucina | mM

Peso Asa
(g) (cm?) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
420 17,94 0,84 2,07 4,21 8,76 21,61 0,90 2,23 4,54 -——- 23,19
427 12,69 0,85 2,20 4,44 9,17 22,75 0,94 2,33 4,72 9,27 23,29
452 21,12 0,83 1,99 4,16 8,52 21,54 0,90 2,17 4,40 8,78 22,89
445 18,06 0,81 —-—— -——— e ———= 0,90 -—— e —— e
405 16,56 0,82 2,07 4,27 8,52 21,40 0,91 -—— -——— -——— 22,59
472 15,48 0,85 2,19 4,30 8,71 22,70 0,94 2,33 4,54 9,07  --—--—-
417 17,16 0,86 2,19 4,44 8,95 22,46 0,94 2,33 4,57 9,36 23,22
461 12,54 0,86 2,11 - —e- —m—e- 0,93 ——— ———— ———— e
466 10,08 0,88 -——— 4,54 8,65  -——-——- 0,94 -——— -——— - 23,35
457 13,80 0,83 2,14 4,23 8,49  --—-- 0,91 —--- ---- ———- 23,59
467 20,13 0,86 2,13 4,28 8,61 22,09 0,91 2,29 4,57 8,97 22,51

x 0,84 2,12 4,32 8,71 22,08 0,92 2,28 4,56 9,09 23,08

£ 0,006 0,02 0,04 0,07 0,21 0,005 0,03 0,04 0,10 0,13

n 11 9 9 9 7 11 6 6 5 8
% caida de :

16,0 15,2 13,6 12,9 11,7 8,0 8,8 8,8 9,1 7,7

concentracion
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TABLA 18

VALORES MEDIOS DE ABSORCION TOTAL,DIFUSION Y TRANSPORTE ACTIVO DE L-LEUCINA

Periodos de absorcién 5 min. Perfusidén con reciclado. %): 5,6 ml/min. Datos en‘pmol/cng/S'

EN RATAS

PATRONES Y RESECCIONADAS

Patrones Reseccionadas

|mM|| Absor.Total Difusién T.activo 1/v 1/|s| Absor.Total Difusiodn T.activo 1/v 1/]s|

1 0,145+40,011 0,074+0,010 0,071 14,1 1 0,148+0,008 0,073+0,004 0,075 13,3 1
(8) (7) (11) (11)

2,5 0,357+0,024 0,168+0,024 0,189 5,3 0,4 0,35010,020 0,187+0,015 0,163 6,1 0,4
(8 (5) (9) (6) '

5 0,673+0,037 0,378+0,067 0,295 3,4 0,2 0,643+0,038 0,378+0,020 0,265 3,8 0,2
(6) (5) (9) (6)

10 1,138+0,084 0,690+0,093 0,448 2,2 0,1 1,248+0,120 0,791+0,062 0,457 2,2 0,1
(7) (5) (9) (5)

25 2,293+0,158 1,648+0,198 0,645 1,5 0,04 2,545+0,151 1,825+0,128 0,720 1,4 0,04

(7)

(7)

(7)

(8)




0.04 0.2 04 1

Fig.10

Representacidén de los dobles inversos para 'cl transporte
activo de L-Leucina, en ratas control ( @) y resecciona-

das (%).



IV.8.- ABSORCION DE L-CICLOLEUCINA EN RATAS PATRO-

NES Y RESECCIONADAS, EN FUNCION DE SU CON-

CENTRACION EN EIL MEDIO DE PERFUSION.

Siguiendo la linea de trabajo iniciada,
parecia interesante estudiar la absorcidén de un
aminoacido como la L-Cicloleucina, que no es meta-
bolizable. Se ha usado un protocolo idéntico a las
anteriores ocasiones, es decir, concentraciones de
L-Cicloleucina en el medio de perfusidén, entre 1 y
50 mM. Los resultados se encuentran en las Tablas
19 y 21, yv en las Figuras 11 y 12, para ratas pa-
trén y con reseccién de intestino delgado distal

respectivamente.

En ambos casos, se produce un aumento pro-
gresivo de la absorcién del aminoacido a medida que
la concentracidén del mismo se eleva en el medio de
perfusién. En los animales operados, se advierten
valores superiores a los control, cuando las con-
centraciones presentes en el medio, son mas eleva-

das ( 10, 25 y 50 mM ).

Se han calculado asimismo, los porcenta-

jes de caida de concentracién producidos en las
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medidas de perfusién después de los 5 minutos en
contacto con la superficie intestinal. En la Tabla
20, estan los valores obtenidos en animales control,
observidndose que a medida que aumenta la concentra-
cién de aminodcido en el medio de perfusidén, la cai-
da de concentracién es menor. Cuando los animales
estan operados ( Tabla 22 ), se produce también una
disminucién progresiva del porcentaje, pero menor

que en animales intactos.

De los experimentos descritos anteriormen-
te, se deduce que en animales reéecados, la absor-
cién de L-Cicloleucina, es similar a los controles
cuando la concentracién del aminoacido en el medio
es baja (1, 2,5y 5 mM ), pero se incrementa en
valores superiores de concentracién,»paséndo de
0798 a 0,913 ( 10 mM ), de 1,640 a 1,930 (25 mM ),
y de 2,845 a 3,122 Fmol/cmz/S', cuando la L-Ciclo-
leucina presente en el medio de perfusidn, fué 50

mM.
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IV.9.- CALCULO DEL COMPONENTE DE DIFUSION EN LA

ABSORCION DE L-CICLOLEUCINA, EN RATAS PA-

TRONES Y RESECCIONADAS.

Utilizando concentraciones de 1 a 25 mM
de L-Cicloleucina en el medio de perfusién con o
sin L-Metionina 60 mM para estudiar el componente
difusivo de la absorcién de L-Cicloleucina, se ha
comprobado que el método es valido, puesto que la
inhiﬁicién en presencia de L-Metionina, se produce
siguiendo un comportamiento anidlogo al comprobado

con los aminoacidos estudiados anteriormente.

En la Tabla 23, se encuentran los resulta-
dos obtenidos en ratas patrén, & en la Tablé 25, los
correspondientes a ratas con reseccién del 50% de
intestino delgado distal. Al representar graficamen-
te dichos valores, se obtuvieron la Figura 13 para

ratas patrones, y la Figura 14 para ratas resecadas.

Los valores de concentracién final en los
medios de perfusidén, se expresan en la Tabla 24 para
animales control, y 26 para los intervenidos quirur-
gicamente, resultando porcentajes de caida de concen-

tracidn, siempre inferiores cuando habia L-Metionina
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en el medio.

En las Figuras 13 y 14, se ha representa-
do graficamente, tanto los datos de absorcién total,
como los correspondientes al aminoacido absorbido
por difusién, en ratas patrones y resecadas respec-
tivamente. En ambos casos, la curva inferior corres-
ponde a la diferencia entre el transporte total y
difusién, a cada una de las‘concentraciones ensaya-
das, por\tanto, expresan las cantidades de L-Ciclo-
leucina transportadas por un mecanismo activo. Se
puede observar en ambas Figuras, la naturaleza sa-
turable del transporte activo de L-Cicloleucina,
si bien se advierte cierto retraso en alcanzar la
saturacién respecto a los aminoicidos estudiadds

anteriormente.

Los valores de difusién ( en presencia de
L-Metionina ), son lineales en ambos casos ( ratas
patrén y resecadas ), con un coeficiente de regre-
sién de 0,999. Las pendientes de las rectas, nos

indican los valores de K que son de 0,058 y 0,069

D)
pmol/cm2/5'/mmol/1 para animales control y con re-

seccidén respectivamente.
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IV.10.- CALCULO DE LOS PARAMETROS CINETICOS PARA

LA ABSORCION INTESTINAL DE L-CICLOLEUCINA

EN RATAS PATRONES Y RESECCIONADAS.

El cidlculo de los parametros cinéticos
del componente de transporte activo, se ha hecho
mediante la representacidén de dobles inversos,

calculandose 1la Vm y KT aparentes a partir de

ax
las intersecciones de las rectas resultantes con

los ejes de ordenadas y abscisas respectivamente.

Los valores inversos de |S| y V utiliza-
dos para el calculo, se encuentran en la Tabla 27.
Se ha representado en la Figura 15, tanto los va-
lores correspondientes a animales contrél, como
a los de reseccibén, pudiéndose advertir, que en
ambos casos, el trazado de la recta es muy similar.
Se ha calculado un valor de V___ = 1,16 pmol/cm2/5'

y una KT aparente igual a 19 mM.
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ABSORCION TOTAL DE L-CICLOLEUCINA EN

TABLA 19

FUNCION DE SU

CONCENTRACION EN EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS PATRONES.

Periodos de absorcién de

5 min.

Vp: 5,6 ml/min. Datos en‘pmol/cmz/S'

Perfusidén con reciclado

| L-Cicloleucina | mM
Peso Asa

(g)  (cm?) 1 2,5 5 10 25 50
492 21,45 0,092 0,266 0,432 0,648 1,330 2,339
0,083 0,256 0,448 0,594 1,206 2,183
0,097 0,228 0,364 0,623 1,500 2,213
501 15,18 0,161 0,339 0,590 0,849 1,688 3,799
0,153 0,330 0,650 0,956 1,877 3,552
477 14,82 0,138 0,334 0,548 0,907 2,255 3,483
0,117 0,267 0,486 0,986 1,765 3,222
511 11,70 0,143 0,308 0,557 0,869 1,616 2,832
0,117 0,282 0,556 0,833 1,426 1,971
X 0,121 0,281 0,504 0,798 1,640 2,845
£ 0,008 0,014 0,028 0,045 0,094 0,205

n 10 10 10 10 10 10
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TABLA 20

CONCENTRACIONES FINALES DE L-CICLOLEUCINA CORRESPONDIENTES .

A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 19

| L-Cicloleucina | mM

ﬁi;f (ézg) 1 2,5 5 10 25 50

0,87 2,12 4,38 9,07 . 23,10 46,66
0,88 2,13 4,36 9,15 23,27 46,88

492 21,45

508 16,83 0,87 2,27 4,55 9,20 23,06 46,79
0,89 2,24 4,59 9,30 23,32 47,52
501 15,18 0,84 2,16 4,40 9,14 23,29 46,20
0,85 2,17 4,34 9,03 23,12 46,41
0,86 2,16 4,46 9,10 22,77 46,56

477 14,82
. 0,88 2,23 4,52 9,03 23,26 46,82

0,89 2,26 4,57 9,32 23,74 47,79
0,91 2,28 4,56 9,35 23,89 48,46

511 11,70

X 0,87 2,20 4,47 9,17 23,28 47,00
£ 0,01 0,02 0,03 0,04 0,10 0,22
n 10 10 10 10 10 10
% caida de .
concentracién 13 12 10,6 8,3 6,9 6
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Fig. 11

Absorcién total de L-Cicloleucina,en funcién de la concentracién,

Ratas patrones.



TABLA 21

ABSORCION TOTAL DE L-CICLOLEUCINA EN FUNCION DE SU

CONCENTRACION EN EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS RESECCIONADAS

Periodos de absorcién de 5 min. Perfusidén con reci-

clado, Vp = 5,6 ml/min. Datos enwpmol/cmz/S'.

| L-Cicloleucina | mM
P A .
() (em?) 1 2,5 5 10 25 50
483 23,04 05105 0,237 0,401 0,841 1,581 2,902
0,092 0,209 0,434 0,840 1,451 2,354
373 21,60 0,083 . 0,210 0,403 0,776 1,801 2,877
0,084 0,211 0,404 0,729 1,618 2,395
456  19.47 0s151 0,322 0,589 1,113 2,535 4,011
' 0,130 0,338 0,591 1,033 2,265 2,952
351 1716 0,122 0,283 0,519 0,998 2,146 3,659
0,107 0,271 0,507 0,863 1,700 2,311
392 16.50 0159 0,339 0,615 1,047 2,161 4,178
0,144 0,310 0,568 0,888 2,044 3,584
x 0,117 0,273 0,503 0,913 1,930 3,122
3 0,008 0,017 0,027 0,040 0,111 0,219
n 10 10 10 10 10 10
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TABLA 22

CONCENTRACIONES FINALES DE L-CICLOLEUCINA EN mM

CORRESPONDIENTES A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 21

| L-Cicloleucina | mM

ﬁi;f (233) 1 2,5 5 10 25 50

483 23,04 0,84 2,14 4,38 8,71 22,57 45,54
0,86 2,18 4,33 8,71 22,77 46,38

0,88 2,20 4,42 8,88 22,41 45,86

373 21,06

0,87 2,20 4,42 8,95 22,07 46,55
. 0,83 2,06 4,23 8,66 22,06 46,17
351 17 .16 0,86 2,18 4,41 8,86 22,54 45,81
0,88 2,19 4,42 9,01 23,06 47,36

392 16,50 0,82 2,13 4,32 8,85 22,62 45,40
‘ 0,84 2,16 4,38 9,02 22,75 46,006
x 0,85 2,15 4,36 8,82 22,52 45,99

£ 0,01 0,02 0,02 0,05 0,12 0,22

n 10 10 10 10 10 10

% caida de

15 14 12,8 11,8 9,9 8,0

concentracién
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Fig. 12

Absorcién total de L-Cicloleucina, en funcién de la concentracién.

Ratas reseccionadas.
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TABLA 23

ABSORCION DE L-CICLOLEUCINA, EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE L-METIONINA 60 mM

EN FUNCION DE SUS CONCENTRACIONES EN EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS PATRONES

Periodos de absorcién de 5 min.

Perfusidén con reciclado

%): 5,6 ml/min. Datos en,umol/c&a/S'

Sin Metionina

Con Metionina

| L-Cicloleucina | mM | L-Cicloleucina | mM
P&;f (Qiﬁ) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
447 14,40 '0,156 0,401 0,660 1,140 2,537 0,086 0,177 0,405 0,771 1,635
527 17,16 0,103 0,243 0,534 0,749 2,291 0,059 0,157 0,343 0,529 -—-
485 - 18,60 0,121 0,304 0,523 0,908 2,287 0,068 0,173 0,321 0,614 1,785
454 18,48 0,125 -—= - -—= - 0,074 ——= -——- - -——
437 17,82 0,132 0,285 0,475 0,857 2,507 0,066 0,177 0,371 0,733 1,760
455 18,00 0,130 0,275 0,491 0,868 1,882 0,051 0,142 0,336 0,553 1,222
596 10,50 0,127 0,362 0,620 1,255 2,282 0,087 0,161 0,270 - 1,204
535 10,80 -——- - - - 1,454 - _—— —— -——- -
516 13,20 0,128 -——— 0,553 1,193 2,654 0,077 0,154 0,367 0,769 1,218
x 0,128 0,311 0,551 | 0;996 2,236 0,071 0,163 0,344 0,661 1,470
I3 0,005 0,024 0,025 0,074 0,139 0;004 0,005 0,016 0,044 0,116
n 8 6 7 7 8 8 7 7 6 6
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CONCENTRACIONES FINALES

TABLA 24

A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 23

DE L-CICLOLEUCINA CORRESPONDIENTES

Sin Metionina

Con Metionina

| L-Cicloleucina | mM | L-Cicloleucina | mM
Peso Asa
(g) (em®) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
447 14,40 0,85 2,12 4,37 8,90 22,56 0,92 2,33 4,61 9,26 23,43
527 17,16 9,88 2,22 4,38 9,14 22,71 0,93 2,32 4,60 9,39 -
485 18,60 0,85 2,12 4,35 8,87 22,16 0,92 2,29 4,60 9,24 23,21
454 18,48 0,85 ———— -——— -—— - 0,91 ——— ———— ———- -
437 17,82 0,84 2,16 4,44 8,98 22,02 0,92 2,2 4,56 9,13 22,91
455 18,00 0,84 2,17 4,41 8,96 22,74 0,94 2,33 4,60 9,34 23,53
596 10,50 0,901 2,25 4,57 9,12 23,40 0,94 2,39 4,81 —-—— 24,16
535 10,80 ——— ———— ——— —_—— 23,95 - —-———— —— - -
516 13,20 0,89 - 4,51 8,95 22,66 0,93 2,36 4,68 9,32 23,93
X 0,86 2,17 4,43 8,99 22,78 0,92 2,33 4,64 9,28 23,53
£ 0,01 0,02 0,03 0;04 0,22 0,003 0,01 0,03 0,04 0,19
n 8 6 7 7 8 8 7 7 6 6
% caida de )
concentraciébn 14,0 13,2 11.4 10,1 8,9 8,0 6,8 7,2 752 5,9
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EN FUNCION DE SUS CONCENTRACIONES EN EL MEDIO DE PERFUSION. RATAS RESECCIONADAS

TABLA 25

ABSORCION DE L-CICLOLEUCINA EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE L-METIONINA 60 mM

Periodos de absorcion de

5 min.

Perfusidén con reciclado

%)z 5,6 mi/min. Datos en’pmol/cmz/S'

Sin Metionina

Con Metionina

| L-Cicloleucina | mM | L-Cicloleucina | mM
Peso Asa :
(g) (cm®) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
431 14785 0)139 0)376 0)715 1)328 —= = 03072 09229 03403 0)744 1)911
340 14,10 0,130 0,334 0,664 1,376 3,229 0,059 0,194 0,410 0,850 1,888
279 11,09 0,113 0,251 0,669 1,172 2,164 —_— 0,102 S— —_— R
432 19,47 0,116 0,287 0,517 0,952 2,435 0,053 0,167 0,355 - -——
343 15,84 0,119 0,254 0,526 1,083 2,658 0,055 0,185 0,362 0,659 1,436
x 0,117l 0,300 0,597 1,196 2,568 0,059 0,167 0,381 0,753 1,722
£ 0,006 0;024 0,039 0,075 0,183 0,003 0,017 0,011 0,039 0,111
n 6 5 6 6 5 5 6 5 4 4



A

CONCENTRACIONES FINALES DE L-CICLOLEUCINA CORRESPONDIENTES

A LOS EXPERIMENTOS DE LA TABLA 25

TABLA 26

Sin Metionina

Con Metionina

| L-Cicloleucina | mM | L-Cicloleucina | mM
Peso Asa
(g)  (cm?) 1 2,5 5 10 25 1 2,5 5 10 25
431 14)85 0)86 2:13 4)29 8369 - 0,93 2;27 4)60 9,26 23}11
340 14,10 0,88 2,19 4,36 8,71 21,96 0,94 2,32 4,61 9,20 23,22
279 11,09 0,92 2,31 4,50 9,13 23,40 —eem 2,42 —mem e ——-
432 19:47 0)85 2313 4)33 8:76 21784 0)93 2328 4754 9922 -
343 15,84 0,87 2,23 4,44 8,94 22,19 0,94 2,30 4,62 9,30 23,48
433 16,17 0,90 ———— 4,47 8,55 22,27 0,94 2,36 4,59 9,18 23,22
X 0,88 2,20 4,40 8,80 22,33 0,94 2,33 4,59 9,23 23,26
£ 0,01 0,03 0,03 0,08 0,28 0,002 0,02 0,01 0,05 0,08
n 6 5 6 6 5 5 6 5 5 4
% caida de
concentracidn 12,0 12,0 12,0 12,0 10,7 6,0 6,8 8,2 757 6,9
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VALORES MEDIOS DE ABSORCION TOTAL, DIFUSION Y TRANSPORTE ACTIVO DE L-CICLOLEUCINA

TABLA 27

EN RATAS PATRONES Y RESECCIONADAS.

Periodos de absorcidén 5 min. Perfusidén con reciclado. %): 5,6 ml/min. Datos en‘Pmol/cmz/S'

Patrones Reseccionadas
| mM | Absor.Total Difusidn T.activo 1/v 1/]s] Absor.Total Difusién T.Activo 1/v 1/]s]
1 0,128+0,005 0,071+0,004 0,057 17,5 1 0,117+0,006  0,059+0,003 0,058 17,2 1
(8) (8) (6) (5)
2,5 | 0,311+0,024  0,163+0,005 0,148 6,7 0,4 0,30040,024 0,167+0,017 0,133 7,5 0,4
(6) (7) (5) (6)
5 | 0,55140,025 - 0,344+0,016 0,207 4,8 0,2 0,597+0,039  0,381+0,011 0,216 4,6 0,2
(7) (7) (6) (5)
10 0,996i0,074 0,66110,044 0,335 3,0 0,1 1,196i0,075 0,75310,039 0,443 2,2 0,1
(7) (6) (6) (4)
25 2,236+0,139  1,47040,116 0,766 1,3 0,04 2,568+0,183  1,722+0,111 0,846 1,2 0,04

(8)

(6)

(5)

(4)
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Representacién de los dobles inversos para el transporte
activo de L-Cicloleucina, en ratas control (@) y reseccio-

nadas (#).




IV-11.- ESTUDIO DE LA DIFUSION TRANSCELULAR Y PARACELULAR

DE L-FENILALANINA EN RATAS CONTROL Y RESECADAS.

Se ha iniciado el estudio de la influencia
que la reseccidn intestinal pudiera tener sobre la di-
fusién trans y paracelular, partiendo de la base de que
en presencia de 2,4,6 Triaminopirimidina (TAP), decre-
ce el paso de sustancias a través de las uniones estre-
‘chas, sin que tenga ningin efecto en el transporte trans-

celular (129)(138)(139).

Para ello, se han llévado a cabo experimentos
con L-Fenilalanina 10 mM y L-Metionina 60 mM en el me-
dio de perfusidén. Alternativamente se afiadia o no
TAP 20 mM al medio: Los resultados obtenidos, con ratas
patrén y resecadas se expresan en las Tablas 28 y 29.
Como se observa en la Tabla 29, la difusidén transcelu-
lar fué de 0,46 y 0,32 pmol/cmZ/S' en las ratas patrén
.y resecadas respectivamente, lo cual indica que la di-
fusién paracelular es alrededor de un 43% (patrones) y

61% (reseccionadas) de la difusién total.
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TABLA 28

ABSORCION DE L-FENILALANINA ( 10 mM )
EN PRESENCIA DE L-METIONINA ( 60 mM ), CON Y SIN INCLUSION
DETAP ( 20 mM ) EN EL MEDIO DE PERFUSION,

EN RATAS PATRONES Y CON RESECCION

Periodos de absorcidén de 5 min. Perfusidén con reciclado.

Vp = 5,6 ml/min. Datos en pmol/cmz/S'

L-Fenilalanina 10mM + L-Metionina 60mM

Peso Asa
(g) (cm?) Sin TAP Con TAP (20 mM)
479 6,0 1,00 ‘ 0,55
2 530 8,4 0,73 --
Z
ﬁ 492 7,5 0,93 0,31
Lol
A~ 0,60 0,52
423 6,9 0,97 0,32
g 470 7,2 0,87 0,16
& 0,70 0,19
Z
— 411 8,1 1,10 0,38
(&)
2
= 0,68 0,54
m .
o 0,68 --
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TABLA 29

VALORES MEDIOS DE DIFUSION TOTAL , TRANSCELULAR Y
PARACELULAR DE L—FENILALANINA, CORRESPONDIENTES A

L0S EXPERIMENTOS DE LA TABLA 28

Dif. paracelular = Dif. total - Dif. transcelular

Pmol L—Fenilalanina/cmz/S'

TAP 20 mM
Difusidn
Animales Difusidn Dif.Transcelular Paracelular
Patrones 0,81+0,00 0,46+0,07 0,35
(4) (3)
Resecadas  0,83+0,07 0,32+0,06 0,51

(6) (5)
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V.- DISCUSION

V.1.- METODOLOGIA

La técnica de absorciones sucesivas(196)
con la introduccién de un sistema de perfusién con-
tinuada (160), consigue una situacién mds fisiold-
gica y asegura una mayor constancia en la concen-
tracién de éustrato, lo que hace mas fiables los
estudios cinéticos de la absorcién. Este método
ha sido aplicado, con resultados satisfactorios,

en estudio de azticares (160) y aminodcidos (213).

La absorcién de los aminoacidos, in vivo,
es menor que la de azicares activamente transporta-
dos ( unas 10 veces menor ); esto hace que haya que
utilizar una velocidad y tipo de perfusién adecua-
dos. Una velocidadkde perfusién alta, produce una
mayor absorcién por cm2 que otra menor, debido a
que disminuye el espesor de las capas no agitadas,
pero si es demasiado alta puede llegar a lesionar
el epitelio, y ademds, la caida de concentracién
de sustrato es tan pequefia, que puede ser dificil

de detectar. Esto se evita, por un lado escogiendo
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una velocidad de perfusién intermedia, de 5,60 ml/min.
y por otro, utilizando un circuito de perfusién con
reciclado y un tiempo de absorcién de 5 minutos,con
lo que se consigue qué la caida de concentracién de
sustrato, debida a su absorcidén, sea medible. E1 vo-
lumen inicial era de 15 ml y teniendo en cuenta la
velocidad y el tiempo de perfusidén, se deduce que
todo el liquido pasa varias veces por el asa intes-
tinal durante cada periodo de perfusién. Otra ven-
taja es que la fegulacién de la temperatura del 1i-
quido al entrar en el asa intestinal, es mas facil
que si la velocidad fuese menor, ya que en este

ultimo caso, la solucién de perfusidn se enfria

Las variaciones de volumen durante la
perfusién, se caléularon por pesada, y en geperal
dieron resultados inferiores al 4% del volumen
inicial, tanto en un sentido como en otro, y los
cdlculos hechos teniendo en cuenta la corfeccién
del volumen final, daban valores menos homogéneos,
por lo que no se tuvieron en cuenta y no se inclu-
yen en esta memoria. ANTONIOLI y col. (7 ), mi-
diendo movimientos de agua con rojo fenol, obtu-

vieron un aumento en su concentracién del 20% en
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experimentos con reciclado de 60 minutos de du-

racioén.

Se ha descrito ia existencia de un rit-
mo circadiano en la absorcién de aziicares (60 )
(135), por lo cual, hemos realizado el experimen-
to siempre a la misma hora, entre las 8 y las 11
de la mafiana, con el fin de obtener unos resulta-
dos mas homogéneos y reducir las posibles modifi-

caciones debidas al cambio horario.

Los valores de absorcidn obtenidos con
ratas control, son comparables a los obtenidos
por otros autores ( 7 )(213) en condiciones si-
milares, y superiores a los obtenidos por GREEN
y col. (69 ), quizas porque estos autores utili-
zan todo el intestino delgado, y de este modo, no
distinguen las diferencias de absorcidén que exis-

ten entre las zonas del intestino delgado (218).

V.2.- EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de absorcidén intestinal
in vivo, obtenidos por distintos autores, se han

expresado de muy distintas maneras. CORI (28 )

UNIY RS
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utilizé un coeficiente de absorcidn definido co-

mo la cantidad absorbida/100g de peso corporal/hora,
lo cual implica una proporcionalidad entre superfi-
cie mucosal y peso corporal, éue solo es comparable
en un rango muy estrecho de peso. También se han
expresado en relacién con el peso del tejido, fres-
co o seco (67 ), longitud del intestino (112)(102)
(203)(48 ), peso de la mucosa raspada (192), area
de la serosa (84 ), cantidad absorbida por todo el

intestino (104), porcentaje absorbido (93 ).

Un término bastante aceptado, es la de
"longitud fisiolégica" que se representa por la
expresién I

X 0,6, donde I es la longitud

30g 30g
del asa intestinal perfundida, separada del cuer-
po vy della que pende un peso de 30g, con lo que
se evita la variabilidad del asa in situ, por
cambios del tono muscular. El1 factor 0,6 es ar-

bitrario, calculado por relacidén entre I y la

30g
longitud del asa intestinal en condiciones fisio-

légicas (216)( 160).

Sin embargo, cuando se estudia la absor-

cién intestinal en animales en los que , por cual-
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quier motivo, se ha producido una hipertrofia o
hiperplasia intestinal, este método podria indu-
cir a error, pues a igual longitud, puede darse
distinta superficie. En estos casés, se hace ne-
cesario calcular la superficie serosal, el peso
himedo y el peso seco, refiriendolo tanto a uni-
dad de longitud, como a unidad de superficie, y
de acuerdo con los resultados obtenidos, elegir

la expresidén mds acertada y con menor error.

En nuestro caso, hemos trabajado con
ratas control, y con reseccién del 50% de intes-
tino delgado distal. Los valores obtenidos en los
segmentos intestinales perfundidos, se representan

en la Tabla 30.

TABLA 30
¢ Peso Peso Peso Peso
hiimedo humedo seco seco

(mm) mg/cm 'mg/cmz»mg/cm mg/cm2

Control 3,1 99 99 19,5 19,5

Reseccién 50% . 3,5 112 102 22,8 20,8
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Puede observarse que al referir el peso
del intestino humedo y seco / unidad de longitud,
existe una cierta variabilidad, que se reduce ca-
si completamente al expresarlo por unidad de su-
perficie. Dado que tanto el peso humedo como el
seco, son un buen indice de la superficie mucosal,
es decir, de la altura de las vellosidades, y te-
niendo en cuenta los resultados practicamente idén-
ticos, obtenidos al referirlos alunidad de super-
ficie, se eligié como mejor modo de expresiodn de
los resultados, la cantidad de sustrato absorbida
por cm2 durante todo el periodo de perfusidn, es

decir, los pmol/cmz/S'.

V.3.- VELOCIDAD DE ABSORCION DE LOS AMINOACIDOS.

EFECTOS DE LA RESECCION INTESTINAL.

La absorcién total de los tres aminoaci-
dos estudiados, representada frente a las concen-
traciones iniciales de sustrato en el liquido de
perfusién presenta, tanto en las ratas patrones
como en las resecadas, un trazado tipico, que con-
siste en un primer tramo mas o menos curvo, que
se hace recto con las concentrqciones mas altas

de sustrato ( Fig. 1, 2, 6, 7, 11’y 12 ).
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El tramo curvo indica la existencia de
un componente saturable, atribuible a un componen-
te activo, similar a los descritos in vitro, con
cinética de saturacidén y capacidad de acuﬁulacién
activa. El1 tramo recto de la grafica, con concen-
traciones altas de sustrato, indica que la absor-
cidén total no es saturable, incluso con las con-
centraciones mids altas utilizadas en este traba-
jo, que exceden de las que se dan en condiciones
fisiolégicas tras la digestién de los nutrientes.
Este componente, es debido a difusién pasiva, sin
que pueda descartarse a priori un sistema de difu-

sién facilitada de alta capacidad.

La curva de absorcién de fenilalanina,
presenta un tramo curvo entre las concentraciones
1 y 25 mM, pasando a ser lineal con concentracio-
nes superiores ( Fig. 1 ). Los resultados obteni-
dos concuerdan con otros realizados en condicio-
nes similares ( 7 )(213)(241)(155). La resec -
cidén proximal, produce un aumento de la absor-
cidén total, expresada en Pmol/cm2 superficie sero-
sal/5', que empieza a ser patente con concentra-
ciones de sustrato de 5 mM, y se hace mayor a con-

centraciones superiores (Fig. 2 ).
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La curva obtenida cuando el sustrato
era leucina, puede observarse en la Fig. 6. Es
semejante a la obtenida por la fenilalanina, aun-
que los valores de absorcién son algo mas bajos.
También se observa que el componente saturable es
mas marcado, estableciéndose la linealidad a una
concentracién menor. Resultados semejantes han

sido descritos por otros autores (212).

La reseccién del 50% de intestino delga-
do distal, no produce una variacién significativa
en la absorcién total, a concentraciones bajas
(1, 2,5, 5y 10 mM ), sin embargo, hay un aumen-
to significativo a concentraciones mayores ( 25

y 50 mM )( Fig. 7 ).

En el caso de la cicloleucina ( Fig. 11),
la curva de absorcidén total, presenta un componen-
te saturable menor que el de la leucina, estable-
ciéndose antes la linealidad. Por otra parte, los
valores de absorcidén son menores a concentraciones
de 2,5, 5 v 10 mM, y mayores a las concentraciones
de 25 y 50 mM, produciéndose el cruce de las cur-
vas a una concentracién alrededor de 20 mM, lo

que sugiere que o bien su sistema de transporte
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tiene mayor capacidad, o bien el componente de

difusidén pasiva es mayor.

La reseccidén intestinal produce un au-
mento de la absorcidén total de cicloleucina que
es significativo desde la concentracién 10 mM,

aumentando a 25 y 50 mM ( Fig. 12 ).

V.4.- DETERMINACION DEL COMPONENTE NO SATURABLE

MEDIANTE LA INHIBICION POR L-METIONINA.

Los azucares, pueden ser inhibidos com-
petitivamente por floricina, que presenta una ele-
vada afinidad, anulando totalmente su transporte
mediado. Sin embargo, no se conoce ningin inhi-
bidor semejante del transporte de los aminoicidos

neutros.

Una posibilidad para suprimir el trans-
porte mediado de aminoacidos, seria eliminar el
ién sodio, pero esto es practicamente imposible
in vivo, e incluso con harmaliné, inhibidor com-
petitivo del transporte de Na‘t (69 )(196)(197),

no se observa disminucidén en la absorcidén (212).
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Por estas razones se ha elegido el aminoacido L-me-
tionina como inhibidor competitivo, pues esta des-
crito en la bibliografia como uno de los que mas
afinidad tiene por los sistemas de transporte de
los aminoacidos neutros, tanto in vitro (161)(143)
(189), como in vivo (143)(213). Se ha utilizado

una concentracién de 60 mM para tener seguridad

en la inhibicidén del transporte saturable.

El hecho de que en todos los aminoacidos
estudiados, la pendiente de la recta de absorciodn
en presencia de L-Metionina, sea igual o menor que
la pendiente de la recta de absorcidén total con
altas concentraciones, inaica que la metionina
bloquea el transporte activo. Esta pendiente,'obte—
nida en presencia de metionina, permite calculér
la constante K,, cuyas unidades son: velocidad
de absorcidén/concentracién, es decir, pmol/cmz/
5'/mmol/l.'Esta constante guarda relacién directa
con la difusién de los aminodcidos desde el borde
mucosal hasta la sangre, tanto por rutas celuldres

como paracelulares.

La KD calculada en presencia de metioni-

na, seria igual al componente nasivo de la absorciédn
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controi en ausencia de capas no agitadas. Segun
WINNE (237), en presencia de capas no agitadas,

el componente pasivo de la absorcidn total, es
siempre menor que el obtenido en presencia de

un inhibidor, ya que en el estado estacionario,

Sm’ sera mayor en presencia que en ausencia de
metionina, porque el transporte activo -2-, esta in-
hibido ( Fig. 18 ). Sin embargo, el estado estacio-
nario que se establece con y sin metionina, es di-
ferente, porque en ausencia de metionina, el gra-
diente SO - Sm , sera mayor y hari que el sus-
trato desde la fase libre, atraviese las capas

‘no agitadas a mayor velocidad, -1-. Si ademas,
parte de la difusidén se da por la via paracelular,
la competencia entre difusidén y transporte activo
tendra menos importancia. Por todo ello, la difu-
sién en presencia de metionina se puede conside-

rar como el exponente del componente pasivo.

Como puede observarse en las Fig. 3, 8
y 13, en las ratas control, el componente difusi-
vo es importante, incluso a concentraciones rela-
tivamente bajas de sustrato en la luz intestinal.
‘Concretamente, entre 2,5 y 5 mM, el 50% de la ab-

sorcibén total, se realiza por difusién, y es de
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suponer que después de las comidas, en el duodeno
y yeyuno, las concentraciones de aminoacidos sean
de este orden. Como la concentracién de aminoaci-
dos individuales en sangre de rata oscila de 0,08-
0,17 mM (219), existe un gradiente de concentra-

cién favorable a la entrada de aminoacidos a tra-

vés del intestino.

Los datos de difusién en animales con-
trol obtenidos a varias concentraciones, muestran
una buena linealidad, con la recta pasando por el
origen de coordenadas, y un coeficiente de corre-
lacién significativo. Las pendientes de estas rec-
tas, como hemos dicho, nos permiten calcular las
KD’ que son: 0,060 pmol/cm?/S'/mmol/l para la
fenilalanina ( Fig. 3 ), 0,065 pmol/cmz/S'/mmol/l
para la leucina ( Fig. 8 ), y 0,058 Pmol/cmz/S'/
mmol/1 para la cicloleucina ( Fig. 13 ), ﬁuy si-

milares entre si.

En ratas con reseccién intestinal, se
produce un aumento del componente de difusidn,

que se traduce en un aumento de las K, aparen-

D

tes, obtenidas de las pendientes de las rectas

de regresidén resultantes. Los valores de KD ob-
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tenidos, han sido:

0,075 pmol/cmz/S'/mmol/l para la fenilalanina(Fig.4),
0,073 pmol/cmZ/S'/mmol/l para la leucina ( Fig. 9 ),y
0,069 pmol/cmz/S‘/mmol/l para la cicloleucina(Fig.14).
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en las ra-
tas con reseccidén, el espesor de las capas no agi-
tadas es mayor que en las control por dos motivos:
1.~ Por ser el didmetro intestinal mayor ( 3,5 mm
frente a 3,1 mm ), y dado que la velocidad de per-
fusién utilizada en todos los casos ha sido la mis-
ma ( 5,6 ml/min ), esto implica una disminucién

en la agitacién del liquido de perfusién conforme

nos acércamos a la pared de la luz intestinal.

2.- Porque en la bibliografia hay coincidencia
unanime de que la reseccién intestinal provoca

un aumento en la altura de las vellosidades, que
aunque es mas patente en la reseccidén proximal,
también es demostrable en la reseccidén distal ( 77 )
(195), 1lo cual favorece el aumento'de espesor en

las capas no agitadas.

En el estado estacionario, es de espe-
rar que la difusién de sustratos a través del in-
testino, sea igual a la que difunde a través de

las capas no agitadas, y si igualym,g obtendremos:
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Kp- S, = (so-sm)
Siendo:
SO = Concentracién de sustrato en el liquido de
perfusidn.
Sm = Concentracién de sustrato en contacto con

el enterocito.

K., = Constante de difusidén aparente.

D - Coeficiente de difusién del sustrato a través
de las capas no agitadas.

S = Espesor de las capas no agitadas.

En un proceso pasivo, la velocidad de
permeacién de la mucosa intestinal es una funciodn
lineal de Sm, y al aumentar el espesor de las ca-
pas no agitadas, la concentracién de sustrato en
contacto con la membrana se hace menor. por aumen-
to de la resistencia de dichas capas. Por esta
razén, si las condiciones experimentales no va-
rian, un aumento en el espesor de las apas no a-
gitadas, conduce a una disminucién en el valor
de las KD’ o lo que es lo mismo, a una subesti-

macién de las KD aparentes obtenidas experimen-
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talmente.

Todo esto nos hace pensar, que las KD
reales de los intestinos remanentes de ratas re-
seccionadas, son todavia mayores que las obteni-
das por nosotros. Numerosos trabajos que de modo
directo estudian el efecto de las variaciones de
espesor en las capas no agitadas sobre parametros

cinéticos de absorcidén, demuestran este efecto

(417(230)(206)(208)(239)(237).

V. 5.- EFECTO DE LA 2,4,6-TRTIAMINOPIRIMIDINA
( TAP ), SOBRE LA ABSORCION INTESTINAL

DE AMINOACIDOS.

Se ha postulado que una de las vias de
entrada de los azicares por difusién, en experi-
mentos in vivo, es la ruta paracelular (169), que
se situaria a través de las uniones estrechas, ya
que se comprobdé que eran permeables al agua y a
iones pequefios ( 58 ). Asimismo, se demostré in
vitro, que dichas uniones eran permeables al
lantano (110), comprobidndose en colon de rata
que la permeabilidad a este elemento disminuia

por efecto del TAP (198). Otros autores observaron
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que el TAP producia una inhibicidén de la permea-
bilidad de las uniones estrechas para los catio-
nes, en tejidos como la vesicula biliar, intes-

tino delgado y plexo coroideo ( 128)(192) (129 .

Aunque estudios realizados in vitro pa-
recen concluir que el componente paracelular del
transporte de azicares a través del intestino del-
gado es muy pequefio (106)( 165 (16 ), recientemen-
te se ha demostrado in vivo (217) que el TAP es
capaz de inhibir la difusién pasiva de D-glucosa
un 32% , por lo que si se asume que a la concen-
tracién de TAP utilizada se impermeabilizan to-
talmente. las uniones estrechas, se podria prede-
cir que el 32% de la difusién pasiva de glucosa

- L4 4
se realizaria por la via paracelular.

ANTONIOLI y col. ( 7 ), al estudiar la
cinética de absorcidén de los aminodcidos fenilala-
nina y lisina, in vivo, comprueban que en el pri-
mero, el componente pasivo es muy importante, lo
cual concuerda con nuestros resultados, mientras
que la absorcién de lisina seria debida casi ex-
clusivamente a un proceso saturable. Los mismos

resultados los encuentra in vitro MUNCK y SCHULTZ
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(130

Los resultados obtenidos por nosotros
( Tabla 28 ), claramente demuestran que in vivo,
la difusién de fenilalanina tiene un componente
paracelular, el cual es inhibido por TAP. Si asu-
mimos que a la concentracién de TAP utilizada por
nosotros, la inhibicidén de la via paracelular es
toﬁal, podemos postular que esta via representa
aproximadamente el 45% de la difusidén total, sin
embargo es posible que el % sea mayor, dado que
no es facil que el bloqueo de las uniones estre-
chas producido por el TAP sea 'del 100%. Este
resultado es algo mayor que el encontrado pa-
ra la glucosa en condiciones experimentales si-

milares(217).

Cuando se utilizaron animales reseca-
dos para ver el efecto del TAP(Tablas 28 y 29),
pudo comprobarse que la inhibicién de la difu-
sién de fenilalanina producida era mayor que
en el caso de las ratas controles, representan-
do el componente paracelular en este caso alre-
dor del 60%. O sea que en las ratas reseccionadas

el componente paracelular de la difusién de fenil-
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alanina es mayor. Si aplicamos estos %, a los da-
tos de difusidén de la Tabla 9, asumiendo que el

’
componente paracelular no varia con la concentra-
cioén, y calculamos el componente transcelular en

pmol/cmz/S', obtenemos:

Fenilalanina
Patrones Resecadas

| mM |

1 0,029 0,032
2,5 0,057 0,066
5 0,108 0,160
10 0,309 0,274
25 0,825 . 0,756

Como puede observarse, las diferencias
son pequeflas y en ambos sentidos, lo cual nos in-
duce a pensar que el incremento de la difusién
producido por la reseccidén se e#plica exclusiva-
mente por un aumento del éompoﬁente paraceluiar
Yy que el componente transcelular no varia. Esto
coincide con los experimentos hechos con vesicu-
las de borde en cepillo (119), donde se observa

que la permeabilidad de la membrana no sufre al-
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teraciones tras la reseccion.

Dado que , en trabajos previos ( 40)

se ha demostrado que las uniones estrechas no pre-
sentan ninguna alteracidn apreciable al microsco-
pio electrénico y sin descartar que tras la re-
seccidén intestinal sean efectivamente mas permea-
bles, una posible explicacidén del aumento de la
difusién paracelular seria el aumento del clearan-
ce subepitelial, puesto que la resecciébén provoca
un aumento de mastocitos con abundante degranula-
cién (40 ), que produciria vasodilatacidén y aumen-
to del flujo sanguineo, con lo que los gradientes
favorables a la entrada de aminodcidos por esta
via, sé verian especialmente favorecidos, al no

tener que atravesar una doble membrana.
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V.6.- VALORES DE TRANSPORTE ACTIVO Y DE LAS CONSTAN-

TES CINETICAS. EFECTO DE LA RESECCION.

Los valores de transporte activo de cada
aminoacido, se calcularon por diferencia entre los
valores de absorcién total y los de la difusidén pa-
siva en presencia de metionina. La representacidn
grafica de estos valores segin el método de los
dobles inversos o de Lineweaver-Burk, se ajusta
bien a una recta, cuya interseccidén con el eje de
ordenadas nos da el valor de la velocidad maxima
aparente, Vm, y la interseccidén con el eje de abs-

cisas, el de la constante de tranporte aparente,
KT.

La Vm es una medida bastante aproximada
de la capacidad del sistema de transporte, siem-
pre que las condiciones experimentales aseguren
la saturacién de dicho sistema. La KT indica la
concentracién de sustrato que debe haber en la

luz intestinal para que la velocidad de transporte

sea la mitad de Vm.

En 1la Fig. 16, se representan los valores

de transporte activo de los tres aminoicidos estu-
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diados, y en las Fig. 5, 10 y 15 estan representa-
dos segun el método de Lineweaver-Burk dichos valo-
res para la fenilalanina, leucina y cicloleucina

respectivamente.

La KT aparente obtenida para la fenilala-
nina es de 25 mM, mucho mayor que la obtenida por
ANTONIOLT y col. ( 7 ) y TORRE y col. (213), y se-
mejante a la encontrada por PENZESy col. (159 ¥y
WINNE y col. (241) in vivo. Sin embargo, las compa-
raciones son muy dificiles, pues hay que tener en
cuenta la velocidad de perfusidén utilizada, la e-
dad del animal, el espesor de las capas no agita-
das, etc.. En cualquier caso, son valores mucho
mayores que los‘obtenidos in vitro en rata, que

son de 3,3 mM (54) y 1,4 mM (103). La Vm obteni-

da es de 0,376 Pmol/cmz/min.

En el caso de la leucina, 1la KT obtenida
es de 14.mM, algo mayor que la enconttada por TO-
RRE y col. (212) en rata, y BOYD ( 17 ) en rana, y
semejante a la encontrada por PENZES en rata (154).
Los valores encontrados in vitro son inferiores,
2,3 mM en rata (103), 1,5 mM en cobaya ( 83), 2,0
mM en pollo (82 ). La Vm obtenida es de 0,220 Pmol/

cmz/min, parecida a la obtenida por TORRE y col.(212).

171



Para la cicloleucina, la KT obtenida es
de 19 mM, parecida al dnico dato que se conocia
in vivo para este aminodcido, que es de 15 mM

(212). La Vm ha sido 0,232 pmol/cmz/min, semejante

a la encontrada por TORRE y col.(212)

En los animales con reseccién intestinal,
los valores de transporte activo obtenidos, no va-
rian respecto a los controles, como puede obser-

varse en la Fig. 16.

Lo mismo ocurre al representar los datos
segun el método de los dobles inversos, como se
observa en la Fig.5 ( fenilalanina ), Fig. 10 ( leu-

cina ) y Fig. 15 ( cic¢loleucina ). ( Fig. 17 ).

Estos resultados coinciden con los obte-
nidos por MENGE y col.‘(119) al estudiar el trans-
porte de glucosa por vesiculas de borde en cepillo,
tanto en yeyuno como en ileon, después de una re-
seccibdn proximal o una transposicidén yeyuno-ileal.
Ellos demuestran que las caracteristicas funciona-
les de las membranas apicales, se mantienen después
de las operaciones indicadas, concluyendo que el

aumento de absorcidén de ileon in vivo, tras la re-
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seccibén proximal, se debe fundamentalmente a un
aumento de la superficie, y no a cambios en las
propiedades de la membrana del borde en cepillo
de los enterocitos. Los mismos hechos se habian
ya demostrado en enterocitos aislados del intes-

tino remanente de perros (226).

En estos resultados, aparece sin embargo
un aparente dato conflictivo. En la discusién de
los resultados sobre la difusién, se decia que
las KD aparentes aumentaban en el intestino re-
manente, y que este aumento debia ser mayor en la
realidad, debido al aumento de espesor de las ca-
pas no agitadas. Si esto es asi, un aumento en el
espesor de las capas nolagitadas, llevaria a una
disminucién en la concentracién de sustrato en con-
tacto con el borde en cepillo, y por lo tanto, da-
rian como resultado valores de KT mas altos que los
reales. Segun esto, nosotros deberiamos haber obte-
nido KT aparenteé mayores en los intestinos remanen-

tes, y sin embargo, esto no ha sido asi, como puede

verse en las Fig. 5, 10 y 15.

Para intentar explicarlo, en la Fig. 19

se han representado los datos morfoldgicos que
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conocemos. En primer lugar, el didmetro, que segun
nuestros resultados es de 3,1 mm en ratas control,
y 3,5 mm en reseccionadas. MENGE y col. (118), en
el Unico estudio morfoldégico completo que existe

con reseccién distal del 60%, miden las criptas,

vellosidades, etc., resultados que se representan
en la Fig. 19. El1 punto A, representaria el centro

del intestino.

Dos hechos llaman la atencién; el primero
es la mayor altura y anchura de las vellosidades,y
el segundo, la similar distancia al centro desde

la punta de las vellosidades.

En un reciente e interesante trabajo,

MENGE y col. (122), estudian autoradiograficamente
la distribucién de los enterocitos maduros ( es
decir, con capacidad de acumular aminodcidos ), a
lo largo de la vellosidad, observando que en el
ileon, tanto en rataé,control como en ratas con
reseccidén proximal, estos enterocitos se circuns-
criben a la punta de la vellosidad ( aproximada-
mente el tercio superior ), aumentando con la re-
seccidén su velocidad de migracidén desde las crip-

tas.
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Si, como es de esperar, lo mismo ocurre
en el yeyuno tras una reseccidén distal, observa-
mos que los enterocitos con capacidad de trans-
portar aminodcidos, estdn casi a la misma distan-
cia del centro del intestino, por lo que el espe-
sor de las capas no agitadas debe ser similar, y
como consecuencia, las K, aparentes, también lo

T

seran.

En cuanto a los espacios entre las vello-
sidades, seguramente estaran menos agitados en los
intestinos remanentes, tanto por la mayor altura
de las mismas, como porque segin algunos autores

. . 2
(122), el nGmero de vellosidades por mm”~ de super-
ficie serosal no varia, y esto Hafé que este espa-
cio sea mids estrecho. Dado que la difusidén, en prin-
cipio, puede realizarse a lo largo de toda la vello-
sidad, aqui si que la reseccidn supondria un aumen-
to efectivo de espesor en las capas no agitadas,
que conduciria a una subestimacién de las KD, tal

como ya habiamos indicado.
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V.7.- RESUMEN FINAL

De los resultados obtenidos, y teniendo
en cuenta las consideraciones anteriores, puede
deducirse que tanto en las ratas control como re-
seccionadas, al hacer un estudio de la absorciédn
in vivo, es necesario dilucidar los componentes
activo y pasivo, pues de otra forma, se pueden ob-

tener| parametros.cinétices equivocados.

Ain con la velocidad de perfusién, rela-
tivamente alta, utilizada por nosotros (5,6ml/min),
los valores de KT y Vm son en general mayores que

los citados in vitro.

En cuanto a la reseccidén intestinal, nues-
tros resultados indican que se produce un aumento
de la absorcidén total por area de superficie sero-
sal, que este aumento se debe fundamentalmente a
un aumento del componente nolsaturable, obtenién-
dose unos valores de KD mayores en el intestino
de los animales reseccionados, y que probablemente
sean mayores todavia en la realidad, debido a los

cambios morfolédégicos, y a las capas no agitadas.

Dentro de este componente no saturable, una parte
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significativa se absorbe por via paracelular, que
aumenta en el intestino remanente de ratas rese-
cadas. Este aumento, sin descartar un efectivo
aumento de permeabilidad en las uniones estrechas,
puede explicarse por un mejor clearance del espacio
subepitelial, producido por un aumento del flujo
sanguineo, que se deduce de estudios ultraestructu-
rales previos. Falta la confirmacidén directa de es-

te dato.

En cuanto al transporte activo, nuestros

resultados indican que la K. vy Vm no varian en a-

T
nimales con reseccién‘intestinal, lo cual coincide
con resultados in vitro. Debido a la disposicién
de los enterocitos maduros,en la punta dellas ve-
llosidades, la variacidén en la resistencia de las

capas no agitadas, no afecta a las constantes ci-

néticas.

De todo ello puede concluirse que ante un
estimulo adaptativo fuerte, como es la reseccién,
el intestino remanente responde aumentando su su-
perficie, ligeramente la serosal y marcadamente
la mucosal, y sin cambiar las caracteristicas de

las membranas del enterocito, aumenta la absorciédn
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total, por aumento del componente no saturable. E1l
hecho de que no se haya realizado una correccidn
efectiva de la resistencia de las capas no agita-
das, no debe preocuparnos cuando intentamos expli-
car lo que ocurre al animal, pues en condiciones
fisiolégicas, la presencia de estas capas adyacen-

tes a la membrana mucosal , es un fendémeno natural.
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VI.- CONCLUSIONES

1.-

La absorcién intestinal total de los aminoicidos
estudiados, L-fenilalanina, L-leucina y L-ciclo-
leucina, representada frente a las concentracio-
nes iniciales de sustrato, presentan un desarro-
1lo caracteristico, no saturable a las concen-
traciones ensayadas, tanto en animales control,
como en los sometidos a una reseccién del 50%

del intestino delgado distal.

La reseccién intestinal produce un aumento de
la absorcidén total de L-fenilalanina respecto
a animales control, que empieza a ser patente
a concentraciones de sustrato de 5 mM, hacién-

dose mayor a concentraciones superiores.

A bajas concentraciones de sustrato
en el medio de perfusidén, no se produce una
variaciobén significativa de la absorcidn total
de L-leucina en los intestinos remaﬁentes, re-

sultando un aumento significativo, cuando las

-concentraciones son de 25 y 50 mM.

La extirpacién del 50% del intestino
delgado distal, provoca un aumento de la absor-

cidén total in vivo de L-cicloleucina, que es
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significativo a la concentracién 10 mM, aumen-

tando la diferencia a 25 y 50 mM.

3.- Utilizando L-metionina 60 mM como inhibidor
competitivo del transporte activo, se obtie-
nen valores de absorcién que guardan relaciodn
directa con la concentracién de los aminoacidos
en el liquido de perfusién, pudiéndose calcular
la K; o constante de difusidén aparente.

4.- En ratas control, los valores de KD calculados
son:

0,060 pmol/cmZ/S'/mmol/l para L-feneilalanina
0,065 pmol/cmz/S'/mmol/l para L-leucina

0,058 pmol/cmz/S'/mmol/l para L-cicloleucina

5.- En ratas resecadas, se produce un aumento del
componente de difusidén de todos los aminoacidos
estudiados, encontrando valores de KD de:

0,075 pmol/cmZ/S'/mmol/l para L-fenilalanina
0,073 pmdl/cmz/S'/mmol/l para L-leucina

0,060 pmol/cmz/S'/mmol/l para L-cicloleucina.

Seguramente, las constantes de difu-
si6n obtenidas en los animales problema, estéan

subestimadas, debido a la mayor influencia de
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las capas no agitadas, por lo que las KD reales,

serian superiores a las encontradas.

Se ha estudiado por primera vez, el efecto

del 2,4,6-Triaminopirimidina ( TAP ) como
inhibidor de la permeabilidad de las uniones
estrechas para la L-fenilalanina en animales
control y resecados. Se han conseguido porcen-
tajes de inhibicién de la difusién de L-fenil-
alanina, del 45% en ratas control, alcanzando
hasta un 60% tras la reseccidén. De los datos
anteriores, podemos deducir que el incremento
de la difusién producido por la reseccidén intes-
tinal, se debe principalmente a un aumento del
componente paracelular, sin que se afecte sig-

nificativamente el componente transcelular.

El componente activo del transporte, se ha de-
terminado por diferencia entre absorcién total
y difusién pasiva ( absorcién en presencia‘de
L-metionina ), habiéndose calculado las cons-

tantes aparentes de transporte, asi como las

A , por el método de Lineweaver-Burk. En

. max

animales control, las KT'han resultado ser

25 mM para la L-fenilalanina, 14 mM para la
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10.-

L-leucina, y 19 mM para la L-cicloleucina.

Las Vmax en ratas control, fueron de 0,376 pmol/
cmz/min para la L-fenilalanina, 0,220 pmol/cmz/
min para la L-leucina, y 0,232 pmol/cmz/min para

la L-cicloleucina.

Tras la reseccibén intestinal, se obtienen datos
de las constantes de transporte y Vmax coinci-
dentes con los descritos en animales intactos,
de lo que se deduce gque no se modifica el com-
ponente activo del transpofte intestinal de
aminoacidos, al extirpar parte de la super-

ficie intestinal.

Estos resultados indican, que las discrepancias

entre los valores obtenidos in vitro e in vivo

por distintos autores tras reseccién intestinal,
se debian a la comparacién de resultados dispa-
res, ya que in vitro normalmente’se calcula el
transporte activo, mientras que in vivo se cal-
culan los dos componentes, el saturable, y el
no saturable, siendo este trabajp el primero

que discrimina entre estos dos ultimos.
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