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INTRODUCCION

En los Gltimos tiempos bastante se ha insistido respecto
al papel decisivo que en el desarrollo de los pueblos tiene la
nutricidn. Diversos factores, entre los que cabe mencionar la
ignorancia y la miseria, hacen que desde las etapas mds tempra-
nas“de la vida, el nifio, tesoro Y promesa del futuro de esos
pueblos, sea victima, en 1la mayoria de los casos, de un insu-
ficiente aporte alimenticio que lo lleva a la mala nutricién.
Como consecuencia de ello, temprana o tardiamente, el rendi -
miento del potencial humano cisminuye al punto de constituir

~ lastre ignominieso al avance de las naciones acorde al con-
cierto muncial. Esto se hace mis evidente en pueblos como el
nuestro, en los gue las deficientes conciciones culturales, so
cio-econbmicas e higiénicas constituyen factores decisivos que
favorecen el cdesarrollo de la Malanutricibén proteico-caldrica -

(MpC)

Esa misma mala nutricién oroduce como consecuencia mala
absorcibn. A su vez con cierta frecuencia, procesos que oca-
sionan absorcién deficiente procducen mala nutricién y en tocdo

caso ambos procesos se agregan para producir un cuadro final

de alteracibén funcional integral del organismo. En humanos la




MPC produce alteraciones severas en el aparato gastrointes-
tinal (6,11), siendo la funcién abserptiva, a la cual conver

en todas las demds funciones de este sistema orginico, proba
g =)

blemente la mds afectada.

Nada sin embargo, hasta donde tenemos conocimiento, se ha

escrito en la literatura muncial respecto a estucdios experimen-

tales en animales , efectuades con el fin de establecer una co-
rrelacibn entre el estaée nutricional Y el proceso de absorcién.
Este trabajo trata de contribuir al esclarecimiento de algu

nas de las miltiples interrogantes existentes al respecto.

v D s - —— - — -




ANTECEDENTES

A. Generalidades

Trabajos previos efectuados en el Instituto de Nutricibn
de Centro América y Panamd@ (INCAP) en nifios con mala nutri -
cibg proteico-calérica, indican que existe una intima rela -
cibn entre el grado de desnutricibn y el tipo de defecto en
la absorcibén intestinal.(31). Este defecto de abseorcibn radi
ca principalmente a nivel del sitio de absorcifn : La mucosa
del intestino delgado. Menos importante resulta ser aparente

mente el defecto de secrecién enzimdtica intraluminal.

La mala absorcidén alimenticia como consecuencia de la deg
" nutricidbn se evidencia en forma similar para los diferentes
elementos nutritivos (carkohidrates, lipidns, prétides, vita-
minas, etc), habiéndose cbservado que los estudios de absor -
cifn de carbohidratos y particularmente de glucosa, guardan

~ estrecha relacidn con el estado nutricicnal. Se ha visto asi,
que en nifios con MPC, la absorcién de D~-glucosa es bastante
lenta y que a medida que el estado nutricienal ﬁejora también
mejora aquella, aunque en forma mis lenta en relacibn no solo

a la evolucibn clinica, sino aGn a la absorcibén de otros azfca




res que no requieren consumo de energia como la D-xilosa (31).
En el pressnte trabajo se ha escogido la absorcidén de glu-
cosa como representativa de una serie de substancias muy varia
das que atraviesan la mucosa intestinal por medio ce un proceso
de transporte activo. 1Influyb en la seleccibn de la substancia
a gstudiar,el hecho de que la absorcién de azlcares es talvez
la mejor conocicda cde las funciones de absorcibn intestinal. De
los azlicares comunes Gnicamente la galactosa y la glucosa se -
absorben por transporte activo (24, 28,45, 100, 115), mientras que
el resto de los monosacdridos se absorbe por algGn otro tipo

de transporte mediado o por difusibn pasiva (20, 115). Hestrin-
Lerner y Schapiro (41), han indicado que en estudios in vitro,
una buena parte de la glucosa que desaparece de la luz intes-
tinal, aparece en el lado seroso en forma de un metabolito no
identificable, el cual segfin Wilson y Wisemén (114) podria ser
dcido léctico. Kiyasu y Chaikoff sin embargo, han demostrado
definitivamente que in vivo, la enorme mayoria de la glucosa
aparece en el lado seroso inalterada encontrindose (inicamente
minimas cantidades de dcido lictico (46). Lo mismo parece ocu-
rrir en el caso de la galactosa no asi con 1la fructosa, la cﬁal

aparece del lado seroso tanto en forma de fructosa como de glu




cosa y de &cido lactico (24,27,46,115). La porcién intestinal
que tiene la mdxima capacidad de absorcién de glucosa es el in-
testino delgado superior (47,69,85), habiendo descubierto Cori
en 1925 (14) una alta especificidad del mecanismo de absorcién
para dicho azficar. Dicha absorcién por transporte activo im-
plica : lo.) que para que este fendmeno ocurra normalmente,
se necesitan reacciones energéticas complejas de la célula las
cuales pueden ser inhibidas por anaercbiosis, cianuro, ¢initro-
fenol, malonato y fluoroacetato {24,26,77), substancias éstas
que constituyen venenos celulares por inhibir reacciones de li-
beracidén de energia en diversas etapas del metabolismo. 20.) La
glucosa se absorbe en contra de un gradiente osmolar, indicando
que la absorcién se lleva a cabo por un mecanismo activo de -~
transporte del azfGcar (8,15,18,21,100,116). 30.) Este mecanis-
mo presenta las caracteristicas de ser saturado una vez se al-
canza cierta concentracién de glucosa en la luz intestinal, -
como ha sido demostrado por Cori {14), guien noté velocidades
de absorcién constantes colocando en la luz intestinal solu =~
ciones de glucosa en concentraciones desde el 50 hasta el -
80 %. Crane y Wilsen (21) han demostrado que la absor -

cibn de glucosa y de galactosa por el intestino aislado de ra




ta seguia bastante de cerca las condiciones quinéticas enun-
ciadas por Michdelis - Menten para sistemas enziméticos pu -
ros. 40.) Crane ha demostrado igualmente que habia un efecto in
hibidor de la absorc¢idn cuando varios azQcares se encontraban en
el mismo medio,dando una quinética de inhibicién compatible con
lo ‘que se conoce como "inhibicibén competitiva" (16). 5o0.) O-
tra evidencia de peso para la aceptacibén de que la glucosa -
se absorbe por transporte activo es que el paso de glucosa del
lado seroso hacia el lado mucoso es précticamente nulo, en -
contra de lo gue ocurre con la pentosa D-xilosa las cual es ab
sorbida por difusidn; en este caso, ha sido demostrado (109) -
que el paso del lado mucoso al seroso y viceversa dependen de
la concentracibdn osmolar de D-xilosa en cualquiera de los la -
dos el intestino,llegando al cabo de un tiempo a un equili -
brio perfecto, lo gque indica gue el intestino delgado en es -
tos casOs actfia como una membrana semipermeable. 60.) El -
hecho de que el transporte de glucosa sea afectado marcadamente
pcr cambios leves de temperatura (115), indica que en el -
proceso de absorcidn de este gllicido estén involucradas una

serie de reacciones enzimiticas, lo que contrasta con los ha -




llazgos e investigaciones de la absorcibdn de substancias nque
pasan la luz intestinal por medio de difusibn, las cuales son
poco afectadas por cambios en la temperatura del medio de in-

cubacibébn (109).

g; Teorias sobre los Mecanismos Involucrados en el Transporte
Activo de Glucosa.

Ha sido demostrado desde hace mucho tiempo sgque la veloci-
dacd de difusidn ce la mayoria de las substancias hidrosolubles
tales como los glGcidos, es bastante lenta. Por otro lado, 1la
funcidn especial y primordial del intestino delgado es la ab-
sorcidén eficiente y rdpida de muchos nutrientes, de donde es
imperativo pensar en que se han desarrollado sistemas especia-
les de transporte,de la luz intestinal hacia el lado seroso
y la circulacibén portal,de substancias hidrosolubles. En la
actualidac¢ los mecanismos de transporte activo se consideran
integrados por tres fenbmenos distintos (49,109); el primero
es el del vehiculo de la membrana; el segundo es la reaccibén
de atrape y el tercero es el de permeabilidad diferencial.

La hipbtesis del vehiculo de membrana se considera actual

mente de gran importancia en la explicacibén de los mecanismos




de transporte activo. Esta hipbtesis postula nque una subs-
tancia intracelular se acerca a la superficie luminal de la
membrana de la célula intestinal y reacciona con un componen-~
te de la membrana propiamente dicha. Este complejo luego to-
ma la substancia a absorber y se mueve através de una barrera
Qe permeabilidad soltando la substancia ya del lado interno
de la membrana. Hokin y Hokin (42) han mostrado con datos ex-
perimentales que la substancia vehiculo de membrana es el 4-
cido fosfatidico, en la absorcibén activa de sodio. El esque-
ma No.l muestra una serie de reacciones ciclicas que resultan
en la formacién ce &cido fosfatidico como consecuencia de la
diglicéricdo-guinasa y ATP presentes en la membrana. Dicho 5-
cido acepta dos iones de sodio para formar la sal disbddica cel
écido fosfatidico. Esta sal se mueve desde la parte exterior
hacia la parte interna de la membrana en donde suelta el so-
dio y un ion fosfato para constituir de nuevo un diglicérido
uniéndose a dos &cidos grasos en la fase lipida de la membrana.
Este &cido fosfbrico liberado, por medio de reacciones exer-
gbnicas, puede ser incorporado a una molécula de adenosina-di-
fosfato (ADP) para formar adenosina-trifosfato (ATP) que sir-
ve nuevamente de donador de energia para la conversién inicial

de los diglicéricdos a &cido fosfatidico por medio de la enzima




CITOPLASMA MEMBRANA LUZ INTESTINAL
: . ATP§ DGl - —>» DG
| / DG-quinasa Lo
\ADP= _ R 4
AF - AFF-asa/ |—2Na
+
2Na
Na, AF < Na, AF
HPO, > HPO, —f> *
2CIm - 2¢I”

ESQUEMA No.l. Unesquema para la participacion del dcido fosfa-
tidico como vehn'culo de transporte para el transpdrte activo deiones
de sodio a traves de la membrana de una celula absorbente de sal.

ATP, trifosfato de adenocina; DG, diglicerido; DG-quinasa, digli-

cerido-quinasay AF,dcido 'fosfatn'di,co; AFF-asa, fosforilasa del acido
fosfatidico; (modificado de Hokin y Hokin: (42))




diglicérido-quinasa. Aunque este mecanismo no ha sido demos-
trado para la absorcibn de azGcares, el hecho de que las carac-
teristicas de absorcidén de electrolitos tales como el sodio y
de nbH-electrolitos como la glucosa sean tan similares -salvo
por el hecho que é&sta es metabolizada en las células, no asi
-los iones como el Na-, sugiere que este mecanismo o uno muy si-
milar puede también actuar en el transporte activo de glucosa.
Es interesante notar en este aspecto que Bosal®kov& y Crane ( 8)
Yy 6tros(17,18,54,70)han descubierto que la presencia de sodie
en el lado mucoso del intestino es necesaria para el transporte
de glucosa.

El segundo de estos fenbmenos o sea el de étrape (109), se
basa en que la entrada de una substancia a través de una membra-
na se facilita cuando la concentracibdn intracelular de la subs-
tancia a ser absorbida disminuye rédpidamente. Esto puede lo -~
grarse por medic de una reaccidn la cual convierte a la subs-
tancia recientemente transportada a través de la membrana en un
complejo no difusible, el cual ya no se opone a la entrada de
la substancia libre hacia el interior de la célula, ya que en
realidad la concentracién osmolar de esta substancia se encuen-
tra marcadamente disminuida por la formacién de este nuevo com-

plejo no difusible.
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El tercer fenbmeno, el de la permeabilidad diferencial
(46, 114) consiste en que el lado luminal de la célula es mis
permeable para un compuesto que el lado seroso de dicha célu-
la. Por otro lado, el lado sercso es mis permeable gue el la-
do mucoso para otro tipo de substancias. Este proceso de per-
meabilidad diferencial puede ser utilizado para aumentar el
transporte de una substancia que es particularmente permeable
al lado luminal de la célula al convertirla en otra que es -
més permeable al lado seroso de dicha célula. Por ejemplo
se ha propuesto en el caso de la absorcibén de glucosa, que es-
te mecanismo puede funcionar gracias a la conversibn de este
azficar en lactato y piruvato los cuales son preferencialmente
permeables al lado serose ( 4¢,114)-

La teoria antigua de que para la absorcién de glucosa e-
ra necesaria la conversibn de &sta en un compuesto fosforilado

ha sido totalmente descartada (49, 50,74, 109,118 ).

C. Desarrollo de Metodologia.
Muchos métodos han sido ideados hasta la fecha con el fin
de efectuar estudios experimentales de absorcién intestinal.

Las primeras observaciones hechas al respecto se efectuaron en
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los siglos XVII y XVIII (109) en forma bastante grosera, en
las que se aprecid el cambio de apariencia de los linfaticos
como resultado de la absorcibn de grasas.

En la revisién histérica hecha por Wilson (109), refiere
que en 1854 Jones aisld un segmento de intestino delgado de
mapgéhe poni&éndolo en un medio que tenia una sal de oxalato
del lado seroso y una sal de calcio del lado mucoso. Cuando a
parecia un precipitado en la sal de oxalato indicaba que los
iones de calcio habian cruzédo la pared intestinal. Posterior-
mente Thiry en 1864 ( 93) describié por primera vez la prepa-
racidén de una fistula intestinal en un animal anestesiado con
el fin de hacer estudios sobre la fisiologia de la absorcién.

En 1925, Cori (14) describid en animales pequefios un me~
| tédo més fisiolbgico para el estudio de 1la absorcidén intestinal,
como era el de introducir la substancia a investigar por sonda
al aparato digestivo, la cual era luego recuperada del mismo., ~.

El primer trabajo in vitro en el que se empled un buen sis-
tema de oxigenacién del intestino fué efectuado por Fisher y
Parsons en 1949 (30), Ha partir de entonces los métodos utili-
zados han sido esencialmente los mismos con modificaciones més

0 menos importantes dependiendo de las finalidacdes perseguidas

por los diferentes autores.

,
s
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1. Métodos in vivo

a) Fistulas intestinales. Se han preparado varios ti-

pos de ellas. La fistula de Thiry (64,93,99) consiste en tomar
un segmento de intestino unido a su pediculo vascular, al cual
se le cierra uno de sus extremos en tanto que el otro se aboca
a l; piel de la pared abdcminal cel animal.

Una modificaciédn de la anterior es la fistula de Vella -
(109) en la cual ambos extremos del segmento intestinal aisla-
do son abiertos a la pared abdominal. Otra modificacidn consis-
te en la fabricacidén de fistulas mGltiples en diferentes regio-
nes del intestino delgacdo con el fin de estudiar el quimo cir-
culante a diferentes niveles. Poniendo una doble cdnula por

una de las fistulas y cerrando el intestino con un baldn se -

pueden hacer experimentos de absorcidn. (56)
b) Canulaciones vasculares (56, 80,109 : empleando anima-
les anestesiados se ha podido canular la vena Porta o el con-

ducto tordxico a fin de extraer muestras de sangre o linfa en

las que se determina la presencia de substancias absorbibles -
puestas en la alimentacidn. Algunos incluso han logrado canular
venas mesentéricas que drenan un segmento dado del intestino,

el cual se ha aislado del resto por pequefias ligaduras (66,109).
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En paciéntes con hipertensién Porta (109} o sin ella
(56), <n los que hay un considerable desarrollo de vasos co-
laterales, se ha descrito igualmente el cateterismo de estos
vasos, lo cual permite la extraccidn de sangre a intervalos

repetidos durante el proceso de absorcibdn.

&

¢) Métodos de intubacibén. Cori (14,44), administraba a un ani-
mal en ayuno y nbé anestesiado, un velGmen dado de solucibén den-
tro del estébmago por intubacién. Al final del periodo de expe-
rimentacidn sacrificaba el animal y todo el conjunto gastroin-
testinal era lavado aﬁalizando su contenido.
Estudios de intubacién se han efectuado en humanes (13,109)

empleando una sonda de triple lumen con un balbén inflable en

su punta mediante la cual es posible efectuar estudios de ab-
sorcién de un cegmento definido de intestino delgado.

d) Método de balance. (56,109): Se ha empleado especialmente
para iones inorgdnicos ya aque con substancias orgénicas se tie-
ne el inconveniente de la degradacién bacteriana. Se ha efec-
-tuado tanto en humanos como en animales y consiste en medir cui-
dadosamente la ingesta oral y la excreta fecal de determinada
substancia; la éiferencia entre ambas medidas indica el grado

de absorcibén indirectamente va que en realidad lo que se estd
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nmidiendo es la excrecidén. Este método es también empleado co-

mo prueba de digestibilidad de nutrientes en animales.

e) Aislamiento in situ de asas de intestino delgado en anima-

les anestesiados (23,79,80 ). Mediante ligaduras in situ se

aisla un segmento determinado de intestino delgado en animales

“bajo anestesia, después de lo cual se inyecta una substancia
que puecde permanecer estdtica o hacerse recircular para averi-
guar la parte residual no absorbida después de un tiempo deter
minado.

El métocdo de Sols y Ponz ideade en 1947 (79,80, 105) consti

tuye una aplicacibén del anterior,

f) Método del doble marcaje con substancias isotbpicas (10,51):
es un método bastante preciso y consiste en la administracién
por via digestiva de la substancia a estudiar marcada con un isb
topo radioactivo inyectando al mismo tiempo por via endovenosa
la substancia marcada con otro isétopo radioactivo. De esta ma
nera se obtiene la cantidad exacta de la substancia absorbida

al calcular la proporcibn entre las cantidades de ambos iséto-

pos que se encuentran dentro del organismo.
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. 2. Métodos in vitro.

Han sido difundidos ampliamente, siendo el procedimiento
més empleado por diversos autores (19,21, 24,41,72,86,109,111,
112, 115 )s algunos de los cuales incluso han efectuado estu-

Jdios en intestino humano obtenido por operacidn en casos de
gastrectomia (yeyuno) o de colitis ulcerativa (ileon terminal)
(57). Bdsicamente consiste en separar un segmento intestinal
qme puesto en una solucibn tampdn con la substancia a estudiar,
es incubado por un tiempo determinado.

Los primeros trabajos que se hicieron con intestino aisla-

do se efectuaron sin evertir el intestino. Posteriormente, se

introdujo esta modificacibn, tendiente a mejorar las condicio-
nés de sobrevida del mismo.

a) Métodos que emplean intestino no evertido. Hestrin-Lerner

y Schapiro (41), idearon un método muy sencillo que consiste

en tomar un segmento de intestino, atarlo por un extremo y por
el otro se le introduce una solucibn de la substancia a estudiar,
después de lo cual éste también se cierra; el intestino es -
puesto entonces en un vaso de precipitacibn conteniendo una so-
lucibn idéntica a la que se pone dentro, siendo incubado a 37°C

durante 15-30 minutos y en presencia de una mezcla de 02 y CO»

(95% y 5% respectivamente).
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Método de Fisher y Parsons (29,30): es el primero en el que
se efectfia una buena oxigenacibn de la preparacibédn del intes-

tino, tanto del lado mucoso como del lado seroso. Este siste-

ma fué usado por los autores para estudios de absorcibn de ami-
nodcidos y azGcares. Darlington y nuastel (24), emplean el mis-
m; principio que el sistema anterior aunque su construccibn es
mids sencilla.

Wiseman (117) ided un aparato en el que ponia a perfundir tres
segmentos intestinales a la vez, oxigenando siempre ambos la-
dos del intestino. Una modificacién de éste es el aparato crea-
do por Smyth y Taylor (77 ), con la diferencia que en este no
ponen ligquido del lado seroso, con lo que sus estudios los ha-
cen solo con base en el cambio mucoso obtenido.

Recientemente Mansforé (57), ha ideado un aparato aplicable a
estudios con intestino de cerdo o intestino humano obtenido por
operacibn. Tiene piezas cambiables que permiten adaptarlo a di-
ferentes longitudes de intestino, pudiende ponerse a funcienar
a los tres minutos de removido.

b) Mé&todos que emplean intestino evertido. Han sido los mis
empleados Gltimamente para estudios en diversas especies de a-
nimales ( 7,86,87,8?,89,111,115,116).

Wilson y Wiseman (112), fueron de los primeros en usar intesti-
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no evertido para estudios de absorcidn (1953). Su método es
bastante sencillo y con resultados fﬁciles de reproducir, ra-
z6n por la que en algunos lugares se le ha empleado en trabajes
para la ensefianza de fisiologia en escuelas de medicina (111).
Bisicamente consiste en tomar un segmento de intestino, previo
favado, e inmediatamente después de muerto el animal por golpe
en la cabeza., Este segmento (de 3 a 4 cms.) se evierte median-
te una cd&nula y se pone en una caja de Petri conteniendo solu-
cibn salina a temperatura ambiente. Luego de secado, se ata u-
no de sus extremos y por el qtro mediante una jeringa y aguja
se le introduce un volfimen determinado de solucibn tampdn des-
pués de lo cual aquel también se ata. Esto constituye el volG-
men seroso inicial. El pequefio saco asi formado es puesto en-
tonces en frascos de Warburg ¢ Erlenmeyer de 25 ml. contenien-
do 3.0 de la misma solucibn puesta en el lado seroso. Esto es
el volGmen mucoso inicial. Es gaseado entonces con una mezcla
de 95% de 02 y 5% de COy y puesto a incubar en bafio de maria
por una hora a 37° C con cerca de 100 oscilaciones por minuto.
Este ha sido quizéds el método mas difundido (65, 86,87, 88,89,
113,115,116). °

Crane y Wilson {21) en 1958 hicieron una modificacibén muy im-




18

portante al método anterior, mediante’la cual podian obtener-
se muestras seriadas de la solucibn en estudio, tanto del la-
do mucoso como del lado seroso. Para ello hicieron un aparato
muy sencillo, consistente en un tubo de vidrio con un tapbn de

hule a través del cual pasa una cé&nula de vidrio y dos agujas.

G

A la porcibén de la canula gque 7jueda dentro del tubo de vidrio
se le ata un extremo del segmento evertido de intestino cuyo
extremo libre ha sido cerrado mediante una ligadura. Por una
de las agujas se le pasa una corriente de 95% de 0, y 5% de
CO, en tanto que la otra sirve para extraer muestras peribddi-
cas del lado mucoso. Las muestras serosas son tomadas por el
extremo exterior de la cdnula, que es por donde se introduce
también el volGmen deseado de la solucibén en estudio.

Wilson (110) adoptd algunas de las caracteristicas del aparato
de Fisher y Parsons (30) y del aparato de Darlington y nuastel
(24) con la ventaja del empleo del intestino everticdo, que le
permitia una mejor oxigenacibn de su superficie mucosa.
Saltman y Helbock (72) , han hecho estudios de absorcibébn de -
hierro marcado in vitro mediante un aparato cuyo principio es
el mismo que el de Wilson (110).

c) Métocdo de acumulacidn en anillos de intestino: Agar, Hird
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y Siéhu (1) en aminodcidos, Alvarado (?), Crane y Mandelstam

(19) y Crane, Forstner y Eichholz (18) en carbohidratos, han
empleado un método bastante sencillo basado en la acumulacidn
tisular de la substancia a estudiar. Consiste en tomar peque-
flos anillos de intestino de ratas o hamsters, de 2 a 4 mm de
dancho, los cuales son puestos a incubar por el tiempo deseado
en un Erlenmeyer conteniendo una solucibn de la substancia en
estudio y con una corriente de 95% de O, Yy 5% de COp. Después
de ello, los segmentos de intestino se extraen y se homogenizan
determinando en el homogenizado los niveles de la substancia
estudiada.

Analizaremos someramente los principales métodos de cada

grupo, presentados en conjunto: (ver tablas Nos. 1y 2).

—— - O . T W G T




* (0T ‘201’101 79¢) =8

~oonu B 2P Ooprisad I3 U3 S3U0TORIIITY"D
- (0g) soOToRA UY]S> OU SOUI]

-5373uT © OHENQISD AND IY pedTITgrsod*q
* (03) SsoOutr3ls33xUT 2 oberIQlsd

137 exojouw uQIdUNF B Ud S2UOTOERTIRA®R

: 70d urlD3Ie 28 sopei(nsai soT'1

(p7) °eTse3sauR B3TSIDAU ON°C - (v v1) ° (T30D)
- (0g) ©0OTHQTOTSTZ SEW'T | TUGTORANIUT 3P OPOIFN "€

*{038) soatll
TRTIUEND SOTPNISI ®° uatq e3s3xd 25 ON"¢
* (08) uQTIONTIP NS zod seId
- upj3sgns seq AI©2I3Us3D2U0D Oﬂhmwwuwﬂ sH°?Z
(601) seothapartnb sepelanoTITA’]

*JI0TI
B331n owstioqeldW xod sopeutb
Ta0 soTqued IelTad ie eTOUER]} Amoa.om.ow~mmv

~-sqns el 9P ©IIATP UQTOTPaW” 1 o1Inb o 1e3xod 2xburs*¢

“{79) ( o390 'eusib
- ueb’sSTSOUS]SD)0DTUDYF USDIO 3p SBU
31q0ad s0x30 3p SPUIIE (v9‘9g) epesn
12s ospond ek snb us ojudWONU I3 K e
-S33 el zeaedaad sp ojuswou T2 II3US
OTEBAIS3UT T3 U2 BSODnUW el 3P SOATI
—-eI15ushap SOTqued xadqey apand snb ek
(0g) sependape seIn3is}y uod sauwtTuUR 2P
ox3WPU 3JIUSTOTINS seaiedaxd 1TOT3ITAC
*soAT3ElTIURND SOTD
-n3s5 e uaTq e3saxd Is Ou anb o1 xod
(12Td e1 ® sepPEdOqR sein3sty) ODPRIP
-n382 TerIdjEu IIP a3x1ed 2D ©PTPIRA 1

————————————

SYLYLNIASIA

TYNILSHLNI NOIodosdy vi 4d

{

*soptaadax
soTpn3s? ud asIedTdwd apand°t

|

* (08) s©oTh ‘(60T _ |

QTOTSTI SOUOTDTPUOD seuang* T '66 '€6 '79) seTnlstd 1 M
,

SULINAA OQOTAN N

e _
|

YiDoi0oisid ad oIdanLsdE Id Tavd sodvaidwd OAIA NI SOdOLIAN |

“ON VI1dW.L V



21

sopezileroadse odtnbs A jeuosaad*g

*0S03S0D TeTId3RN’T

*pIOUR}SONS BT 2P
owstjoqeiow 13 xod sepronp
0ad sauoTOoRTIARA SB[ 9BTAIOD T

* S3UOTDO
~-RUTMIS]OP Se] Us pulriIodexd i

(15 ‘01)

oleoaew 37qo0d*9

*Ted2I uQio

~I108qe Qu A esoonw ugQrotiedessp IPTH°E
(08 ) 1exl’dsta ugroeindiuel" ¢

( 08) eTsajsoue 9p BITS9DON"T

( og)epexaad O ©vlI9dT(JR ese
us SOTpPn3Ise asIsoery uapand*g
*{ 08) ese 13p osad A pny
-THhUuoT ® EBPTISIDI UQTDIOSAV' Y

( 08) ®ese 1ap opeaeI‘T

(08'6L'€2)
(zuod sTOS) n3
-TS UT sese IJp
OQUSTWRISTY ° ¢

*SOATISabTp 508300ad SOT 9P Teury
o3onpoad 1o 9pTW onb eA ‘IO0aId 9p Ses
-neo seyonu e 033fns £ ostoaad oood Anp*1

SYLVILNIASHA

odinba oood Anw e3rssoaN 1

SYLYLNIA

TugToenurjzuod) 1 "ON VIgVL

(60T “99)
aoueied °*¥

OQOLIAN




«xau93qo 3P 1TPI3TP & 0803

~S00 Spu OTPN3IS> 3P TeTIIeW °T

* souenny ua m0>..nu.GH&EOU

soTpn3sd 95190y IPANnd° T

AT ——————— L -

(LS) PIOFsuel “¥

TH505nM OTqueo € oseq
-y OYOS U3IdDRY IS SOTHNISd SOI

1eno Of uocd 0s0x3$ Opel T3P
optnb3y1 Key ou’(LL) 101hey, A
yaiug 9P uQIOEODTITHOW e Ud~
snb ojupy ua ‘osoxas opey T3IP
oPTnbIT 3D sagqetoaxde s3ped

-y3ued 39 o3fdws 3 axatnbay- 1

* epeoT1dMOD

53USWRATIRTSI UQTOONIFISUCD T

*(L11‘LL) 8BITBUTI
-s33ur sojusuwbas soTIRA
ua soaup3[NWES SOTPNISI"1

(L11) USasTM °€

SOpe| soquit ap SepeTIasd
gexjsonw IsIiewold uspand° ¢
Tewtly

dg et s3 ou anbuna’(601
‘0g) ugrTOERUIHTXO T0(3an" T

—y ”

*(¥2) 193sen)
X uosbuarixed A
(0€) SUosSTeq KX A9Ustd'c

“§eoetra9s

spI3sanu 3sIvuol CW@@Q& ON*Z

*opeatdud uawuyioa
12 10d IE30239p 9P SITTOIITD

Knu 0S013s Opel 129 SOTqUWED'T

SYLVLNIASEA

ZOTIIOUSS 1

SVYLVYLNAA

——————————————————————— L

IT3ISAD UTS out3So3uI’‘yY

(1y) oIrdeyss

w——

IoUI91~-UrI3S3aH" T

OdOoLINW

Z°ON VI1dvYdL




*0S0I9S5-0500NU 93

~uatpeab T3 3sierpnisd 3p3nd ON'¢
*SEpPeTX

-9s5 seajssnu 9saewmol uadpand ON*E
*{BUT3IS33UT 03

~-uaubas a0 OTADId oOprzTuabHOoWOY
usxaTNbax snd ek sesoraoqel spu

seoTwInbOTq S3UOTOLUTWIZYSQ®T °*OJUSTWRUOTOUNT US ZI[{ToUaS§° T

(61'8T'¢) soijo X
(1) DUDPTIS X pATH AebY °6

*IIOTITO UQTO=dTAqeI 3p ojexedy T

FODTIQWADY OTIRITUN BWSISTS'T

(¢L) 3DOqIsH A uewjies °8

*O3UITWRUOTOUNT NS IRITNOTITY
uspand anb S3ITqeTIRA SBSIDATA T

* seaugbou
-0y Spu SepeTIDS seixjlsanu
33TUIZd eSOJI3S UQTORINDIATO T
*sopel
SOCUER 2P UQTORUSHIXO ©Luang* T

——

(0TT) UOSTIM °L

*ugIoIOosSqe e[ Iet

~-nbazxT 20y A 231nOTITL ond of

‘TeTnosnut uUQTOORIJUOD K sebH T2

Iod epTONPUT PERPTITTAON BT 309X
-0ARI SIYTT IOTIAIDIUT OWDAIXT*T

*SepeIIas
sex}ssnul 3SITWO]} uapaNd°{

(Tz) UOSTIM X 3ueID°9

“sSeperaos
Sex3sanu 3siewol uapand ON°T

SYLVYLNIASHA

(TTT)PepTITqTONPOIdayd* g
(?T1) 2zZ9TTTOULS°1

SYLYILNIA

*(z17) UCWSSIM X GOSTIM'G

OdOLIMW

(esooniu UQTORUIHBTXO eUSNY USUST] SOPO} Tradusb ul)

L

OpIq10A3 ourgjsejul °d




24

OBJETIVOS

Estudiar en intestino de ratas in vitro si tanto en
grados diversos de depauperacién como de repletacién pro-
teica del animal, ocurren cambios en la absorcién de glu -

cosa y si estos se correlacionan con alteraciones morfolé-

gicas o con el contenido proteico del intestino.

G - — - -




MATERIAL Y METODOS

A. Animales de Experimentacién.
Se a#Aron: doer lotes de ratas blancas machos de la raza -
Sprague-Dowley nacidas para cada lote, en la misma fecha + 1

dia, las cuales después de 21 dias de lactancia materna fue-

ron destetadas y puestas en jaulas con una dieta balanceada
(zd% de caseina,descrita mis adelante), y agua ad libitum du
rante una semana. A partir de entonces se dividieron en 3
grupos de igual nGmero de ratas " ,cada uno de los -
cuales tenian un promedio de peso similar. El lote 1 consis-
ti6 de 18 ratas por grupo. El lote 2 de 12 ratas por grupo.

(ver cisefio experimental).

B.Composicidén y administraciétn de las dietas experimentales.

La composicidn por 5kg de dieta utilizada en los diver-

s0s grupos experimentales, es la siguiente:

No. 1 20% de caseina

Caseina (libre de vitaminas)* 1, 000 gramos
Minerales (Hegsted)* (39) 200 gramos
Alfacel (Harina de celulosa)?* 100 gramos
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Dextrina (Almiddn de maiz)* 3,150 gramos
Aceite de higado de bacalaoc® 50 ml.
Aceite de Algoddnt 500 ml.
Solucibn de vitaminas 250 ml.

o

No. 2 5% de Caseina

Caseina (libre de vitaminas)* 250 gramos
Minerales (Hegsted)* (39) 200 gramos
Alfacel (Harina de celulosa)* 100 gramos
Dextrina (Almiddbn de maiz)#* 3,900 gramos
Aceite de higado de bacalao® 50 ml.
Aceite de Algodént 500 ml.
Solucibn de vitaminas 250 ml.
No.3 5% de Maiz

M2iz Amarillo 2,800 gramos
Minerales (Hegsted)* (39) 200 gramos
Dextrina (Almidbn de Maiz) * 1,700 gramos
Aceite de higado de bacalao® 50 ml.
Aceite de Algoddnt 250 ml.
Solucidn de vitaminas 250 ml,

* Nutritional Biochemicals Corp., Cleveland, Ohio
& McKesson Laboratories, Bridgeport, Conn.
+ Kbng Hermanos. Guatemala, Guatemala.
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La solucién de vitaminas contenia a su vez, para dos litros
de solucidn, los siguientes elementos:

Clorhidrato de tiamina¥ 1.2 gramos
Riboflavina, U.S.P.*+ 1.2 gramos
Acido nicotinico * 2.0 gramos
gantotenato de calcio D.L.* 4.0 gramos
Clorhidrato de piridoxina* 1.2 gramos
Biotina (cristalina)* 0.004 gramos
Acido Fblico¥* 0.008 gramos
Bis (al o.l%)* 1.2 gramos
Inositol¥* 16.0 gramos
Cloruro de Colina¥* 60.0 gramos

Acido para-amino benzoico,U.S.P.* 12.0 gramos

Menadiona¥ 0.4 gramos
Alcohol a 95° 1,684.0 ml.
Agua destilada,c.s.p. 2,000.0 ml.
Acido acético glacial 2.0 ml.

* Nutritional Biochemicals Corp, Cleveland, oOhio.

+ California Foundation for Biochemical Research. Los Angeles,
Calif.
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Estas dietas experimentales se administraban a los a-

nimales en forma ad libitum, al igual que el agua; 20 a 24

horas antes del sacrificio, se retird la dieta experimental
de las jaulas de las ratas y el agua de bebida se sustituybd
por Dextrosa en agua al 10%, la cual se administr® también

‘ad libitum. La razdn de ello era favorecer la limpieza Jdel

intestino para el momento del sacrificio, a la vez de man -
tenerles una adecuada ingesta calérica con el fin de no pro-
ducir cambios significativos en los niveles de absorcién de
D-glucosa como consecuencia de la inanicién absoluta, tal co

mo ha sido indicado por diversos autores (I4) y comprobado

por nosotros (106),

C. Sistema de Perfusién del Asa Evertida.

El método de perfusibn utilizado fué el descrito por -
Wilson @10) con ciertas modificaciones como seri descrito en
detalle (ver figura No.l). El material empleado para este -
sistema de perfusidn fué el siguiente:

1. Sistema de regulacién de temperatura: Para esto se uti-

lizaron dos frascos de vidrio, cortados, llenos de agua e in-
tercomunicados por un sistema de bomba recirculante, la cual

a su vez tiene un sistema de precisién de temperatura por me-
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dio del cual se mantenia el sistema de perfusién a 38 + 1OC.
Este aparato de bombeo y regulaciédn de temperatura consistid
en un aparato marca Precision-Porta-Temp (Precision Scientific

Co., Chicago, Ill.).

2. Sistema de oxigenacibn

La oxigenacibn del asa evertida tanto del lado mucoso
como del lado seroso se logrd por medio de una bomba de perfu-
sidén constante marca Sigma Motor modelo TM~10 (Sigma Motor Inc.
Middleport, New York). El gas empleado fué 95% de oxigeno -

5% CO5 el cual entraba en el lado mucoso a la velocidad de -
20<:"m3 por mituto y en el lado seroso a 10 ¢m3 por minuto.
Con este flujo en el lado seroso y haciendo entrar el gas en
el sentido vertical se conseguia también la circulacibn de 1la
solucidn serosa,

3. Colocacibn del asa v funcionamiento del sistema.

Minutos antes del sacrificio, se les extrafa a las ratas
sangre de la cola para la determinacién de proteinas séricas.
Para esto la rata era envuelta en gasa dej&ndole fuera la ca-
beza y la cola finicamente. Esta iltima se introducfa en un re-

cipiente con agua a 40°C aproximadamente, durante 10 minutes -
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mis o menos con el fin de provocarle vasodilatacién que favo-
reciera la toma de la muestra de sangre (22,71). Luego el a-
nimal de experimentacibn era descerebrado con un golpe en la

cabeza, con el fin de mantenerlo vivo pero inconsciente e in-
mbévil para proceder a aislar y obtener el asa que seria per -

fundicda. Especificamente se evitaba la muerte del animal con

el objeto que durante este periodo de tiempo, tanto el intes-
tino como el higado mantuvieran una adecuada circulaciétn y o-
xigehacibn que les permitiera conservarse hasta el momento de
utilizarlos.

Acto seguido se le abria el abdomen en la linea media

y se efectuaban los siguientes pasos:
lo.) Se tomaba un segmento delgado de higado y se introducia

rapidamente en formalina tampbén (53).

20.) Se identificaba el dngulo de Treitz y a 1 o 2 cms. del mis-
mo se tomaba dos segmentos de yeyuno de 1 - 2 cms. de largo ca-~

da uno, uno de los cuales se introducia en un frasquito conte -

niendo solucidn tampbn sin glucosa y el otro era abierto longitu
dinalmente y puesto sobre un pedazo de papel filtro grueso so -

bre su lado seroso, el cual se introducia prontamente en forma-

lina tampbn a fin de evitar cambios estructurales, visibles al
microscopio de luz que sigan a los cambjios ultramicroscbpicos
como los descritos por diversos autores (38,119).

30.) A continuacibn se tomaba un segmento de yeyuno de apro -
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ximadamente 12 cms. de largo (ver fotografia No.i), separdndo-
lo cuidadosamente de su mesenterio. En este momento se conside-
raba muerta la rata y se comenzaba a contar el tiempo que to-
maba poner el asa en un medio que mantuviera adecuada integri-
dad, oxigenacién, humedad y temperatura. Este medio consistia

en una solucidén tampdn compuesta asi (48, 98):

l.NaCl 0.9%

2.KC1 1.15%

3.cacCl, 1.22%

4 .KH2PO, 2.11%

5.Mg&0sg . 7H20 3.82%

6 .NaHCO3 1.30% (corriente de gas con
5% de CO2 por una -

hora).

Estas soluciones individuales son entonces mezcladas en la si-
guiente proporcibn:
100 partes de la solucibn 1
4 partes de la solucibn 2
3 partes de la solucibn 3
1 parte de la solucibn 4

1 parte de la solucibn 5

21 partes de la solucibn 6
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Una vez mezcladas en esta forma no fué necesario volver-

le a pasar gas como recomienda Umbreit, Burris y Stauffer (' 98)
ya que tenia un pH de 7.4. A la solucibn asi preparada se agre-
‘g6 D-glucosa para obtener una concentracibédn de 0.1%.

Al extraerse el segmento intestinal, era puesto inmediata-
hente en un vaso de precipitar conteniendo dicha solucibén a -
38-39°C de temperatura. Dicho segmento era lavado con esa mis-

ma solucién a fin de extraer de su lado mucoso cualquier posible

resto alimenticio.

40.) Después de ello, se jntroducia cuidadosamente a través de
 su lado mucoso un alambre delgado de acero inoxidable con una
pequefia dilatacibn en su punta, a la cual se ataba el intestino

en su porcién distal con el fin de evertirlo. Una vez evertido,

el extremo libre del intestino se introducia en la cénula su -
perior el sistema (a), (ver figura No.l) la cual previamente
se habia introducidc dentro del tubo de vidrio (b) que se lle-
naba posteriormente con lo que constituye el medio de perfusibn

mucoso. Este extremo del intestino era deslizado sobre dicha

cdnula con un excedente de aproximadamente 1-2 cms. at&ndolo -

luego al extremo dilatado de ésta, a fin de evitar que quedara

e
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como parte funcionante del asa un segmento de intestino gue
habia sido manipulado.

50.) El extremo del segmento intestinal que habia nuedado unico
al alambre de acero era seqcionado y por él se introducia una
spequeia coneccidbn de vidrio (c) delgada de 1-2 cms. de largo
con un pequefio estrechamiento en su parte media la cual se ha-
cf{a avanzar con cuidado 2-3 cms. dentro del asa, sitio en el
que ésta se ataba. Las porciones Ce intestino sobrantes en am—

bos extremos eran resecadas. Durante todo este proceso && man-

tenia el intestino dentro del tampbn para evitar que se secara.
60.) Esta unibn de vidrio se introcducia entonces en la luz de
un nequefio segmento de hule (d) que la conectaba con el sistema
de perfusibn seroso, gue atraviesa un tapbdn de hule (e), aque -
dando asi separados ambos lados de la pared intestinal.

70.) La unicad que constituian el intestino con sus conecciones
superior e inferior se hacia avanzar entonces dentro del tubo

de vidrio (b), evitando que la mucosa rozara sobre sus paredes;

luego se aseguraba el tapbn (e) en el extremo inferior.
80.) Traccionando suavemente la unibn superior del asa intes-
tinal, se lograba estirarla convenientemente. Esta posicidn

se mantenia mediante un pedazo de cinta acdhesiva que fijaba la
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| canula superior a otro tapbn perforado (f) colocado en el
extremo superior del tubo de vidrio. En esta forma quedaba com
pletamente armado el sistema de incubacién del intestino, el
cual era sostenido por un pié de metal en posicién vertical.

90.) Se efectuaban las conecciones para el paso de gas (g,h)

)

y se introducia dentro del recipiente empleado para el mante-
nimiento de la temperatura. (ver fotografia No.2).

100). Se procedia entonces a la introduccidn del tampbn con
glucosa en ambos lados mediante jeringa, primero en el lado mu-
coso (16.0 ml) y luego en el seroso (15.0 ml),esto filtimo a tra
vés de una de las entradas de la llave de tres vias (i). El ni
vel seroso siempre se estabilizb entre 2 y 3.5 cms. por arriba
del nivel mucoso, para evitar exceso de presiébn hidrostética
del lado seroso (110).

llo.) Se ponia a funcionar entonces la bomba de perfusibén cons-
tante que regulaba el paso del gas, momento que se consideraba
como el inicio del funcionamiento del experimento, el cual du-
raba una hora. El tiempo empleado desde que se separaba de la
rata el segmento de intestino hasta que comenzaba a oxigenarse
el sistema era de 10 a 1l minutos. A partir del momento en que

comenzaba a funcionar el sistema se tomaban muestras de aproxi-

£
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madamente 0.4 ml de la solucibn de cada laéo a intervalos de
15 minutos. Cada 15 minutos también se tomaba la temperatura
del liquido del lado seroso la que se mantenia dentro de los
limites ya indicados. Al cabo de una hora de funcionamiento
Ael sistema de perfusifn se media la velocidad del flujo se-

roso y los volGmenes finales de ambos lados, de los que se

tomaba muestra también para la determinacién de glucosa. E1

asa que habia sido incubada se medifa usando en su extremo in-

ferior un lastre de 17.887 gramos de peso para evitar la con-

traccibn de su musculatura (1Q3) (ver fotografias Nos.3 y 4)
Yy a continuacibn se pesaba previo secado cuidadoso. Igualmen-
te era pesado entonces el segmento de intestino que se habfa
extraido inicialmente y que habia permanecido hasta entonces
jen la solucién tampbdn sin glucosa. Esto se efectuaba después

‘de haberle quitado los remanentes de mesenterio y de szcarlo

cuidadosamente haciéndnlo rodar sobre papel filtro. Este seg-
mento entonces era congelado .para determinar en &l nitrégeno

‘total.

4, Verificacién de funcionamiento del asa.

Con el fin de verificar el funcionamiento adecuado del a

sa evertida y perfundida, se efectuaron los siguientes experi-
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“

mentos empleando para ello ratas consideradas como normales, -
que hasta ¢l momento del sacrificio habian permanecido en die-
ta balanceada (20% de caseina).

a.) Comprobacibébn de la integridad de la pared. En varias opor-
tunidades de corridas experimentales del sistema de perfusibn,
se colocd, ya sea del lado seroso o del lado mucoso, una con -
centracibébn de azul de Evans al 1/5000 con ¢l objeto de determi-
nar si existia perforacidn microscbpica del asa o alguna otra

| complicacibn que permitiese el paso libre de solucidn del lado
 mucoso al lado seroéo o viceversa.

vb). Determinacidn de la existencia de transporte activo en el
asa perfundida; Con €l fin de verificar que existia un proceso
activo de absorcidn de glucosa y de tratar de cuantificar la
contribucibén en la absorcidn de ésta por difusibn, se hicieron
cuatro experimentos con asas evertidas de yeyuno a las cuales
se les puso unicamente de un lado (seroso o mucoso), solucibdn
tampbn con glucosa a la concentracidn de 0.1% y solucibn tam-
pbn con NaCN al 0.01 M en ambos lados (24).

c.) Efectos de diferentes concentraciones de glucosa en el medio

de incubacibdn. Para‘ llevar a cabo estos estudios se tomaron -
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asas evertidas de intestino las cuales se incubaron con ni-
veles distintos de glucosa en ambos lados de la pared intes-
tinal (lado mucoso y lado seroso) o bien solo en el lado mu-
coso. Los niveles escogidos fueron desde 54 mg% hasta 250 mg%.
El funcionamiento del sistema de perfusidén fué tal y como se
;a descrito.

d). Estudios de absorcibn intestinal empleando volGmen reduci-
do de liquido del lado seroso. Para poder detectar con facili-
dad cualquier aumento de concentracién de glucosa en el lado
SEroso, por pequefio que este fuera, se empleb en este lado un
reducido volGmen de liquido (4.0 ml). El resto del proceso fué
igual al ya descrito.

e). Estudios de dindmica de absorcidn intestinal utilizando
glucosa marcada con carbonol4. Se hizo un experimento en el
cual, ademds del medio ya indicado conteniendo 100 mg de glu-
cosa por 100 ml de solucibn tampbdn, se agregd 4 microcuries

de glucosa uniformemente marcada obtenida de la casa Nuclear
Chicago, en el liquido que bafiaba el lado mucoso. En el lado
geroso, se empled un volfmen total de 4.0 ml de solucibén tam-
pbn con glucosa al 0.1% sin radiocactividad. La actividad espe-

cifica de la glucosa agregada era de 50 microcuries por mM de
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glucosa. Las muestras obtenidas durante el periodo de incu-
bacibébn de una hora utilizado usualmente para la incubacibn

de las asas, fueron ademds contadas en planchetas de alumi-
nio, utilizando el sistema de delgadez infinita (muestras de
menos de 2 mg de peso) con un contador de flujo gaseoso de la
¢asa Nuclear Chicago. En este experimento, ademis de determi-
nar la cantidad de glucosa de ambos lados de la pared intes-
tinal y sus cuentas por minuto se homogeniz6 el asa después
de haberla colocado en agua destilada y luego se hirvid por
un periodo de 60 minutos. Con esto se precipitaron proteinas
las cuales fueron centrifugadas y el sobrenadante se secé con
calor y corriente de aire, habiéndose tomado el residuo en

2 ml de alcohol absoluto. De este liquido se tomaron muestras
para ser contadas de manera idéntica a las muestras serosas y
mucosas.

D. Determinaciones Bioquimicas y Estudios Histolbégicos.

1. Las determinaciones de glucosa se hicieron por el método de
Glucosa-Oxidasa (58,59, 81,94 ), el cual es especifiéo para
este azGcar. Para ello, de las muestras extraidas de cada la-
do se tomd una alicuota de 105 lambdas, la cual fué puesta en

tubos conteniendo 2.3 ml de agua destilada y 0.8 ml de 80 -

2
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iucién de Ba (OH)2; 5-10 minutos después se les agregb6 0.8 ml
- de soluciéﬁ de Zn(S0,) de acuerdo al método de Somogyi -
(82, 83 ). En esta forma quedaban las muestras en condiciones
de ser corridas para la determinacibn de glucosa previa cen -
tgifugacién para separar el precipitado proteico formado (4). El
resto de las muestras extraidas era congelado en ese mismo
momento.

' Las proteinas séricas totales fueron determinadas el mis-
- mo dia de extraida la muestra de sangre, mediante el empleo
del refractbébmetro de lectura directa TS Meter, Model 10401 de
la American Optical Co. (Instrument Division, Buffalo, New
York. )

El nitrégeno total del intestino fué determinado por el
micrométodo de Kjeldahl (3,3g).
2.Los segmentos de higado e intestino fijados en formalina
tampbdn a pH7.0 para estudios histolbégicos, fueron coloreados
con hematoxilina-eosina habi&ndose tomado dos secciones de in-
testino para cada rata: uno circular para hacer mediciones de did
metro intestinal Yy otro longitudinal para estudiar la estruc-

tura del intestino y medir la superficie de absorcibn, altu-
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b de vellosidades, espesor de mucosa, espesor de capa muscular

t espesor total de pared. Para ello se tomaron fotografias re -
fresentativas de cada uno de los segmentos a 3.5 x 10 x 1/3 au-
fentos .Las microfotografias fueron ampliadas 9.26 veces para e-
ectgar las mediciones ya mencionadas (9), las que se hicieron

En uﬁa zona del intestino representativa del resto de acuerdo

fon Shiner y Drury (76),Astaldi et al.(5) y otros (92).

Dichas mediciones se efectuaron en un promedio de 3 vellosi-
‘hdes para cada seccibn, por medio de un curvimetro (K+E,old 1741)
bara la superficie de absorcibn y mediante un calibrador (Helios)
bon sensibilidad al 0.001 de cm para las mediciones longitudina-
Teé(55). como se ilustra en la fotografia No.5. Ambos instrumen-
kos de medida se calibraron a una escala objetiva de 1 mm de lar-
Qo graduada en centésimos, a la cual se le tomb una microfotogra-
fia en las mismas condiciones que a las piezas histolbgicas, para

uego ser igualmente ampliada.

testinales tienen forma de conos y que é&stos son rectos y apuestos
unos 2 otros en sus bases. Para ello se desarrolld la siguiente

fébrmula:

Con base en las anteriores mediciones se calcul6 la superficie de

hbsorcién total del asa incubada,asumiendo que las vellosidades in-




espesor total de pared intestinal

b= oltura de vellocidad

Q:

espesor de capa muscular intest

espesor de mucosa
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pperficie de absorcibn total del asa incubada = superficie de ab-
brcidn de la circunferencia intestinal x longitud del asa x 0.7854.
h donde la superficie de absorcibén de la circunferencia intestinal=
romedio de la superficie de absorcidn de las vellosidades x circun-
erencia intestinal (medida sobre el lado seroso) — promedio de la
Ppngitud de la base de dichas vellosidades.

lEl factor 0.7854 multiplicado por el &rea serosa equivale al &rea
P implantacién de las vellosidades:; este factor se aplica ya que
sta drea no contribuye a la superficie de absorcién.Dicho factor

s obtenido de la comparacibén entre el 4rea de uno, o la suma del &-
ea de varios circulos,con el &rea de una,o la suma de varias supexr
licies cuadradas que encuadran a dichos circulos y equivale a gl

22
e donde si tenemos un circulo dentro de un cuadrado de lado"ele" (L),

l rea del circulo dentro de dicho cuadrado seri igual a: &rea del

irculo=7"r?; &rea del cuadrado = L2.De donde, r= 3240 delzcuadrado:

2 .
r2=ﬁﬁl2§2 y &rea del circulo= L? x T;
24 2

El estudio de la histologia hepatica incluyd cambio grasiento Yy

distribucidn, vacuolizacibén nuclear, nfimero de células con nficleo
rande (poliploides) y nlmero de células multinucleadas asi como u-
b apreciacibn general de la celularidad y arquitectura hepiticas.

b numeracidn de los nficleos se hizo en base al segmento de higado

bservado con 128 aumentos.




DISENO EXPERIMENTAL

Como se indicara inicialmente, las ratas después de 21
dias de lactancia materna fueron destetadas (32) y puestas.gn jau f
las con una dieta balanceada a 20% de caseina y agua ad 1li -
bitum durante una semana. A partir de entonces se dividieron
{;n tres grupos de 18 ratas,cada uno de los cuales tenia un
promedio de peso similar. Las ratas del primer grupo o grupo
control continuaron con dieta de 20% de caseina. Las ratas
del segundo grupo fueron puestas en dieta de 5% de caseina y

las del tercer grupo en dieta con proteina de maiz al 5%. A

los tres grupos se les suministrd agua ad libitum. En dicha

dieta experimental permanecieron durante 4 semanas al término
de las cuales comenzaron a ser sacrificadas en n@mero de tres
cada dia (una de cada grupo), por tres dias consecutivos al
inicio de cada semana, por un periodo de tres semanas. A par-
tir de entonces se inicié la etapa de recuperacibn total o
parcial consistente en cambiarles dieta a las ratas que esta-
ban con 5% de caseina y 5% de maiz, pasdndolas a dieta de

20% de caseina y 5% de caseina respectivamente. Las ratas que
habian estado con dieta de 20% de caseina continuaron igual.

Tanto la dieta como el agua continuaron siendo administradas

ad libitum.
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Cuando tenian 1, 2 y 3 semanas de haber sido puestas
en dieta de recuperacidn, fueron sacrificadas las ratas res-
tantes siguiendo un programa igual al anterior. (ver esque-
ma No.2).

Las ratas de cada grupo se distribuyeron en tres sub -
gtupos de seis cada uno, de acuerdo a la tendencia a ganar
o perder peso observada durante los dias previos a la fecha
de inicio de los sacrificios y con base en el peso tomado dos
dias antes de dicha fecha. De esta manera se tomaba una ra-
ta de cada subgrupo para ser sacrificada cada semana a fin
de tener en cada semana de sacrificio una muestra homogénea,
representativa del grupo total.

Estos tres subgrupos estaban constituidos asi:
1. Para las ratas con dieta de 20% de caseina:
a. ratas gque pesaban menos de 252 gramos.
b. ratas que pesaban de 252 a 270 gramos.

c. ratas que pesaban mds de 270 gramos.

2. Para las ratas con dieta de 5% de caseina:
a. ratas cuyo peso habia permanecido estable o con aumento de

hasta 10 gramos durante el periodo de dieta experimental.
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ratas con aumento de 1l a 18 gramos de peso.

ratas con aumento de 19 o mds gramos de peso.

para las ratas con dieta de 5% de maiz:

ratas cuyo peso habia permanecido estable o con tendencia
3 disminuir hasta 6 gramos durante el periodo de dieta expe-~
rimental.

b. ratas cuyo peso habia aumentado entre 2 y 7 gramos.

¢. ratas cuyo peso habia aumentado 8 o mds gramos.

El orden de sacrificio de las ratas también se distribuyd

 de manera que no fuera a haber tendencia a comenzar sacrifican-
do siempre las ratas de un determinado grupo y dejando por Gl-

timo las de alg@in otro de ellos;de esta manera se evitarian po-
sibles cambios en los resultados.

con este fin se hizo una distribucibébn en forma de cuadrados la-

tinos asi:

PRIMERA SEMANA SEGUNDA SEMANA
ler.dia 2do.dia 3er.dia ler.dia 2do.dia 3er.dia
10.20% Cas. 20% Cas. 5% Cas. 5% Cas. 5% Maiz 5% Maiz
20. 5% Cas. 5% Maiz 5% Maiz 20% Cas. 20% Cas. 5% Cas.

3o0. 5% Maiz 5% Cas. 20% Cas. 5% Maigz 5% Cas. 20% Cas.
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Este mismo orden se repitid dos veces m&s en las cuatro
semanas restantes del sacrificio. También se les hizo c4lcu-
los de ingesta alimenticia dﬁrante 24 horas cada semana.

Hubo necesidad de emplear un segundo lote de 36 ratas,
debido a que con el primero se pudo observar que los pesos
obtenidos tanto del asa incubada como del segmento intestinal
a emplearse en la determinacibén de nitrégeno, no eran exactos
ya que el asa incubada era pesada después de haber hecho fun-
cionar el sistema durante una hora, mis el tiempo requerido
para hacer las otras determinaciones (volGmenes finales y =~
longitud del asa); la muestra intestinal tomada para medir
el nitrbgeno total era pesada igualmente después de mds Je
una hora de haber sido extraido el segmento de intestino, tiem
po durante el cual habia permanecido en la solucién tampén
sin glucosa. Esto hacia entonces que al momento de tomarse
el peso, la mucosa estuviera ya bastante friable o autoliza-
da, seglin el caso, con lo que al tratar de quitarle el exce-
so de ligquido de su superficie y de su interior, por muy -
cuidadoso que se fuera guedaban en el papel filtro cantida-
des apreciables de ella. Este segundo lote de ratas consis-

tente en 12 para cada tipo de dieta se traté de manera idén-
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tica al primero, sacrific&ndolas Gnicamente al cumplir 4 vy

6 semanas de dieta de depauperacibén y 1 y 3 semanas de dieta

(‘3‘3

de recuperacidébn. Las mediciones se efectuaron mds réapida - f
ente (3 a 5 minutos de muerta la rata) con el fin de evi -

ar el problema anterior.
o
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RESULTADOS Y DISCUSION

faracteristicas de los animales experimentales.

Las fotografias Nos. 6, 7 y 8, corresponden a las ratas

en 20% caseina, 5% caseina y 5% maiz respectivamente. Las ra -
tas é; las dietas de 5% de caseina y 5% de mdiz se mantuvieron
con un peso reducido, una longitud marcadamente inferijor a la
del grupo de 20% de caseina y presentaban alteraciones en la
piel caracterizadas por escasez del pelo que en casos extremos
llegaba hasta la pérdida de pricticamente un 50%. Las ratas de~

pauperadas eran a la vez més irritables, menos fuertes, y en -

general presentaban un aspecto poco saludable.

1. Ingesta alimenticia.

En la tabla No.3 se puede observar la ingesta alimenti-
cia de las ratas experimentales del lote 1, expresada en miligra-
mos de dieta ingerida por kilogramo por dia. Es importante notar
que las ratas en dieta de depauperacibdn tanto de caseina como de
maiz, regaban con frecuencia alimento alrededor del recipiente,
el cual era medido y anotado como ndé ingerido. A pesar de esto,
1a ingesta es francamente mayor en estos grupos que en el grupo

control de 20% de caseina, siendo mayor en el de 5% de maiz que




de 4 semanas en dieta

Rata tipo después

Rata tipo después de 4 semanas en dieta de 5%
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n el de 5% de caseina. Durante la sexta semana de dieta expe-

fimental, cuando las ratas en 5% de caseina y 5% de maiz pa -
aron a 20% de caseina y 5% de caseina respectivamente, se no-

a un descenso en la ingesta alimenticia que acompafia a la mejoria
felativa de la dieta. La medicién periddica de la ingesta ali-
fenticia de los animales del lote 2 arrojd valores esencialmen-

ge idénticos a la ya descrita del lote 1.

), Peso.

i

El peso de las ratas experimentales para un total de 63
"ias, se muestra en la tabla No.4; es notable el aumento de pe-
Lo del grupo control, aunque a una velocidad gradualmente de -
freciente (52), comparado al de los grupos en dietas de depau-
beracién los cuales mostraron una franca estabilidad en el pe-
k0. Sin embargo las ratas en 5% de caseina alcanzan pesos li -
heramente superiores a los de 5% de maiz. Al establecerse el
bambio a dietas de recuperacidén, se observa un cambio dramé-
tico en el grupo de 5% de caseina que pasb a 20% de caseina. El
brupo de 5% de maiz que siguid con 5% de caseina, muestra esen-
bialmente el mismo patrén de crecimiento de la dieta previa.

Fstos resultados se expresan también en la grdfica No.l en don-
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Jde ademds se nota la respuesta pr&cticamente idéntica, tanto en el

lote 1 como en el lote 2, a las dietas experimentales.

En la gr&fica No.2 se muestra el peso de las ratas expe-
rimentales del lote 1 el dia del sacrificio. En general se ob -
serva la misma tendencia mostrada en la tabla No.4 y gr&fica No.
l. Los pesos de las ratas en el grupo control fueron desde 248
a 414 gramos de promedio, las de 5% de caseina de 50 a 99 gramos
durante la ingesta de dieta pobre y de 148 a 239 gramos al colo-
cirseles en dieta de 20% de caseina, Las ratas en la dieta de 5%
de maiz muestran los promedios de 71 a 93 gramos durante la die-
ta de depauperacidn y de 76 a 104 gramos al colocdrseles en la

dieta de 5% de caseina,

3. Proteinas Séricas.

Los valores obtenidos de proteinas séricas totales de las
ratas experimentales expresados en gramos/100 ml de suero, se
muestran en la tabla No.5. Durante las semanas 4a., 5a. y 6a. se
observa que el grupo control tiene valores de proteinas séricas
totales significativamente mayores a los de los grupos de depau-
peracibn y comparables a los obtenidos por otros autores (35).
Estos entre si, no mostraron diferencias significativas. Sin em-

bargo al colocarse a estos Gltimos grupos en sus respectivas die-
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tas de repletacibdn, aparecen diferencias significativas entre

os tres grupos, particularmente debido a un aumento répido de las
roteinas séricas totales en el grupo de 5% de caseina rue pasd
dieta de 20% de caseina. Estos resultados se aplican tanto al
ote¢1 como al lote 2 de ratas experimentales y demuestra de nue-
vo el efecto en proteinemia ocasionado por las diversas dietas,

ublicado ya por otros autores (95,97).

En estos experimentos no se hizo separacibn electroforé-
ica de fracciones proteicas del suero ya que en experiencias
nteriores obtenidas durante las fases preliminares de este tra-
ajo, se habia notado que los valores de albimina siguen de mane-
fa paralela a los valores de proteinas séricas totales (106), tal
como se ha descrito en casos de MPC en humanos (25,40,107,108) y
en deficiencias alimenticias de diversas especies animales (62,63)

siempre y cuando la deficiencia proteica sea importante (73).

Considerando este indice de nutricién proteica y el cambio
de peso observado durante las dietas experimentales de depaupera-
ciébn y de repletacibdn, se puede indicar con certeza que los grupos
de ratas en dietas pobres en proteina mostraban un déficit pro -

teico marcado el cual era riapidamente restituido en términos de
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roteinas séricas al colocarse al grupo de 5% de caseina en una
ieta adecuada en contenido proteico. Los valores del peso de
ste Gltimo grupo, aunque no llegan a los pesos obtenidos en el
brupo control, si indican un rdpido aumento que significa re -
letacibén proteica, en base a una alta razbn de eficiencia pro-

eica de esta dieta (12).

. Histologia Hepatica.

Con miras a una mayor documentacidn respecto al estado de
nutricidén proteico de las ratas experimentales, se hicieron eva-
luaciones de cambio grasiento y de caracteristicas de las célu-
las hepdticas en cortes histolbgicos obtenidos en la época del
sacrificio de los diversos grupos experimentales.

bEl tamafio de las células hep&ticas en los grupos depaupe-
rados era en general menor y por lo tanto el ntimmero de hepatocitos
por campo era mayor, lo cual en cierta forma estd en contra de lo
reportado por otros autores en cuanto a higado (43) y otros te-
jidos (52).  La tabla No.6 expresa el promedio de cambio grasien
to por rata de cada lote durante las épocas de depauperacibn y re
pletacién, subdividido en cambios fino y grueso. Es ampliamente

conocido que tanto en humanos como en animales (33,37,91,107), el
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bmbio grasiento fino precede al cambio grasiento grueso. Es in-

bresante notar que en las ratas consumiendo la dieta control de

k%, de caseina, el cambio grasiento era muy leve, précticamente

bexistente, tanto en forma fina como en forma gruesa, lo cual se

nsidera dentro de los l1imites normales. El cambio observado en

. ratas consumiendo 5% de caseina durante la é&poca de depaupe-

b.ci6n indica que existe un marcado aumento en la presencia de

brasa hepidtica la cual es mayor en forma de depbdsitos gruesos Jque

lepésitos en gota fina. Sin embargo, al pasar estos animales a una

bieta adecuada en proteinas, se observa un descenso marcado en la

lcteatosis hepdtica tanto fina como gruesa. En las ratas consumien

Bo 5% de maiz, también se observa un cambio grasiento (75) de

broporciones similares a las del de 5% de caseina aunque predomi

ba ¢l cambio grasiento fino sobre el grueso. Esto coincide con

lo reportado por otros autores, tanto en humanos (60) como en ani-

hales (43), no llegando a observarse &areas francas de necrosis co

o ha descrito Goettsch (34). Al cambisrseles a dieta de 5% de -

raseina persiste el cambio grasiento, pero en este caso existe un

descenso en el cambio grasiento fino con incremento en el cambio

grasiento grueso, 1lo cual indica una tendencia a semejarse mds al

grupo de 5% de caseina durante el periodo de depauperacibn.
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Es importante notar que los cambios obtenidos en los -

nimales depauperados al cambidrseles de dieta, ocurren de manera
rogresiva desde la 7a. a la %a. semana de dietas experimentales.
Con respecto a la evaluacién de la presencia de vacuolas
gcleares, de interpretacidédn dudosa, se nota qgue el grupo con -
trol mantiene un n@imero constante de nfcleos vacuolados mien -
tras que este nlmero es menor en las ratas depauperadas tanto -
ingiriendo caseina como maiz (tabla No.7). Sin embargo, al co-
locarse estas ratas en dietas de repletacibn, se observa un -
franco aumento en ambos grupos el cual es particularmente no -
torio al compararlo con los valores obtenidos durante la é&poca

de depauperacibn . La presencia de nficleos poliploides y de cé-
lulaé binucleadas refleja el grado de sintesis proteica celular
en relacidbn a la sintesis de &cido desoxiribonucleico (DNA) en
el sentido de que en ausencia de sintesis proteica adecuada, la
mitosis celular se interrumpe después de que ha habido duplica-
cién de DNA (96). Si este es el caso, deberia de cbservarse en
los grupos depauperados un incremento tanto en nicleos poliploi-
des como en el nfimero de células binucleadas. Efectivamente tan-
to en el grupo de 5% de caseina como el de 5% de maiz, los cam-

 bios de nGcleos poliploides y de células binucleadas si indican

un aumento relativo de DNA sobre sintesis proteica. Es intere -
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gnte sin embargo notar, que este incremento total-se observa
obre todo a expensas de células binucleadas y nbd de nGcleos

liploides. Durante el periodo de repletacibn, se observa lo
a indicado con respecto al cambio grasiento hep&tico como es

e el grupo de 5% de caseina que pasé a una dieta rica en -

rol como se manifiesta por un desceneo del nGmero total de nG-
leos poliploides mas cé&lulas binucleadas a expensas del nGmero
de estas Gltimas con un ligero aumento del nGmero de ntcleos po
liploides (90). Por otro lado, el grupo de 5% de maiz que se a-
limentd con 5% de caseina muestra una estabilizacién en los va
lores tanto de nficleos poliploides como de células binucleadas.
- Como resumen de la caracterizacidn de los animales expe-

rimentales, puede indicarse que se obtuvo una deficiencia prote

‘te el periodo de depauperacibn y que el grupo de 5% de caseina
nicibé una repletacidn proteica répida al pasirsele a una dieta
decuada mientras que el grupo de 5% de maiz persistid con defi
ciencia proteica aGin al colocdrsele en dieta de 5% de caseina.
La razdbn de cambiar la dieta de 5% de maiz por la de 5% de pro-

teina, se basb6 en que la dieta de 5% de maiz es mis deficiente

réfeina (20% caseina), se aproxima a los valores del grupo con

ica

tanto en el grupo de 5% de caseina como en el de 5% de maiz duran-

i-

Q-
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e la de 5% de caseina con respecto a su valor proteico. Se es-
raba que las ratas consumiendo maiz se adaptasen a un metabolis-
proteico mis deprimido que pudiera responder significativamen-
e a la mejoria de dieta que acompafiaba al cambio de 5% de maiz

5% de caseina; de esta manera esperdbamos obtener el contraste
n el periodo de repletacidn entre una repletacibn 6ptima y una -
pletacién subbptima. Sin embargo, en base a las caracteristicas
e los animales, a sus proteinas séricas y a la histologia hepé-
tica, podemos afirmar que las ratas en 5% de maiz persistieron

on un grado muy similar de desnutricién al colocirseles en una

jieta de 5% de caseina.
rambios Intestinales.

. Peso.

P

La tabla n@imero 8 muestra los valores del peso de yeyuno pro-

imal de las ratas experimentales tanto del lote 1 como del lote
en miligramos por centimetro de longitud. Es fdcil notar un me-
nor peso para el intestino de los animales del lote 1 que para los
del lote 2. Esta disparidad se debid a que en el proceso de pre -
paracibén del intestino para ser pesado se perdib mucosa intesti-

nal en el lote 1 debido a cambios autoliticos, en contraste con
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b1 lote 2 en donde la pesada se hizo inmediatamente después de

acrificado el animal evitando estos cambios y preservando de

esta manera la integridad intestinal. Los pesos mostrados para

el lote 2, son por lo tanto los pesos veridicos para los anima-
1e§ en ambos lotes. A este respecto es importante notar que los
caﬁbios observados con las diversas dietas muestran la misma ten
dencia en ambos lotes. Puede observarse que durante las semanas
4a, 5a. y 6a. de dietas experimentales, existe una diferencia -
ampliamente significativa entre el peso por centimetro del in-

| testino de los animales en el grupo de 20% de caseina con res-
pecto a los grupos de depauperacidn. Durante las semanas 7a. a
%a. en que los grupos depauperados fueron cambiados de dieta

'se observa un aumento en el peso por centimetro de intestino de
las ratas de 5% de caseina que estaban entonces recibiendo la die
ta de 20% de caseina, lo que las hace significativamente diferen-
 tes a ambos grupos depauperados antes de la repletacidén proteica.
El grupo de 5% de maiz mantuvo valores idénticos durante la in -
gesta de caseina al 5%.

2. Contenido de nitrbgeno.

Con el objeto de analizar la razbn de la diferencia en pe-

so de intestino por centimetro de longitud, se hizo énfasis en la
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eterminacién del contenido proteico del intestino, lo que se
uestra en la tabla No.9. Aqui se aprecia de nuevo lo ya expre-
ado en términos de peso por centimetro de yeyuno, como es que
os intestinos del lote 1 perdieron mucosa propiamente dicha al
serﬂpreparados para la obtencibén del peso. Esto arroja valores
de nitrbgeno mds altos para este lote gue los del lote 2. Deben
e nuevo considerarse como valores reales los mostrados para

1 lote 2, noténdose que el contenido de nitrbgeno por gramo de
peso era précticamente idéntico en todos los lotes experimenta-
ies estudiados. Asociando estos resultados a los ya descritos
de peso por centimetro de intestino, sin embargo es fécil com-
probar gque el contenido de proteina por centimetro de intesti-

no es meyor en los grupos control de 20% de caseina.

3. Caracteristicas histolbgicas.

El estudio histolbgico de cortes longitudinales de la mu-
cosa yeyunal de todas las ratas empleadas en este trabajo no mos-
tr6 canbios evidentes comparando las ratas depauperadas con las
ratas control. Los cambios histoldgicos a que nos referimos, fue-
ron la evaluacidédn de 1la forma de las vellosidades y la presen-

cia de indentaciones en el revestimiento celular mucoso, de cé-
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lulas mucosas y de infiltrado celular inflamatorio.

Con el objeto de disociar alin mds las diferencias obteni-
das en cuanto al contenido de ﬁitrégeno del intestino, se consi-
der6 importante determinar si el menor contenido de éste en las
ratas depauperadas ocurria primordialmente a nivel de la vellosi-
dad,” de la mucosa total o de la capa muscular intestinal, ya que
como es sabido, en ratas, el mlsculo del intestino constituye
alrededor de la mitad de la proteina intestinal (61,84). Con tal
objeto se hicieron mediciones de estas tres partes constitutivas
del intestino, lo que se muestra en la tabla No.l0. Estas medi-
ciones demuestran que el diferente contenido de nitrbgeno intes-
tinal se observa tanto a nivel de las vellosidades como de la
mucosa total o del espesor muscular. Estos datos reflejan lo ya
descrito en nifios con diversos grados de MPC (6), afin cuando hay
ienes no han encontrado cambiog en la altura de las vellosida-
des en condiciones similares (1l1). Los datos encontrados se co-
rroboran al comparar el espesor total de la pared en los dgrupos
experimentales estudiados durante el periodo de depauperacibn.
Durante el periodo de repletacibdbn proteica, las ratas de 5% de
caseina que pasaron a 20% de caseina, de nuevo muestran una fran

ca tendencia a aproximarse al grupo control, ya que ninguna me-
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ida es significativamente diferente en ambos grupos. Los cam-
ios intestinales dél grupo de 5% de maiz de nuevo muestran lo
a indicado en estado genecral del animal, proteinas séricas y
ambios histolbgicos de higado, como es que se mantienen sin

ejoria a pesar del cambio a 5% de caseina.

o

Los cambios notados en las mediciones de la pared intes-
tinal van acompafiados de una disminucidén de la circunferencia
total del intestino (68) como se demuestra en la misma tabla
No.1l0. A pesar de la existencia de estos cambios significativos,
al calcular lg superficie total de absorcibdn en cmz/cm longi-
fud intestinal, se observa gue 1las diferencias entre dietas y
grupos de depauperacidn o de repletacidn, pierden significa-
cibn estadistica con la excepcidn del grupo de 5% durénte las
semanas 7a. a 9a. que es diferente a los demd8s grupos. Sin
embargo, si se observa una disminucidn de la superficie de ab-
sorcidn por centimetro de longitud intestinal en los grupos de
depauperacidn tanto durante la 4a, a 6a. scmanas como de la 7a.
a 9a. semanas.

Con el objeto de determinar si ¢l peso del intestino es
particularmente‘afectado por la dieta pobre en proteinas, se han

registrado gr&ficamente el peso del intestino en miligramos por
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entimetro de longitud en la abscisa y el peso de las ratas en
ramos, en la ordenada. El resultado expuesto en las gréficas

os. 3y 4 es que existe un aumento correlativo entre el peso

:e la rata y el peso del intestino en miligramos por centimetro,
on una ecuacién de regresibn de ¥ = -97 + 11.64 X para el lote 1:
Yj= -302 + 12.58 X para el lote 2, con coeficientes de correla-
i6én de 0.814 y 0.839 respectivamente, lo cual indica que el cam-
io en el peso de intestino en los diversoslgrupos de dieta es-

k4 marcadamente influenciado por el cambio de peso de las ratas
(P« 0.001)., Esto puede interprctarse como un indice de que en

la rata desnutrida el cambio en el peso intestinal es consecuti-
vo al cambio en ¢l peso total de la rata; puede decirse que nd
existe un dafio especifico al intestino por las dictas pobres en
proteina, sino que es un cambio general. En otras palabras, la
constitucidn tisular de la rata pequefia por deficiencia protei-
ca inducida por las dietas de 5% de caseina y 5% de maiz es igual
a la de las ratas controles alimentadas con dieta de 20% de ca=-
seina. Esto ha sido ya sugerido en otras oportunidades por Mén-~
dez de la Vega y Tejada (60), ,y contrasta con lo observado en ni-
fios severamente desnutridos en donde la mucosa intestinal parece

estar mids afectada que la masa tisular total del organismo. Esto
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k. ha explicado en base a que la mucosa intestinal tiene un re-

bnbio proteico mis r4pido. Se ha sugerido que de igual manera

t como la depauperacién proteica ocurre méds rdpidamente en el in-
bstino que en otros 6rganos, asi la repletacién proteica en el
wtegpino toma precedencia a la repletacidn proteica tisular ge-
bral. Este hecho es sugerido por c¢l comportamiento del peso

lel intestino en las ratas de 5% de caseina al ser pasadas a 20%
le caseina, ya que los pesos de intestino en miligramos por cen-
dimetro parecen recuperarse mis rédpidamente que el peso total

de 1a rata, al compararlas a los otros grupos (grafica No.5) .

berfusibn del Asa Evertida.

Los resultados que se presentan en esta seccibn, se ba-
san en un total de 45 animales experimentales del lote 1 en los
cuales se logrd un funcionamiento 6ptimo del sistema de perfusibn
intestinal.

En el sistema de incubacibébn empleado, fueron colocados 16
ml de solucidn tampdn conteniendo glucosa a la concentracibn de
100 mg/100 ml en el lado mucoso y 15 ml de la misma solucibn en

el lado seroso.

1. Comprobacidn del funcionamiento del asa.

En todos los casos en que se efectud la prueba del Azul
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e Evans para comprobar la integridad de la pared intestinal, se
ncontrd que éste nd aparecia en el lado opuesto al gue se habia
holocado, ya fuera del lado mucoso o del lado seroso.

En los experimentos efectuados intoxicando el asa con NacCN,
e encontrd que la desaparicién de glucosa de uno u otro lado del
intéstino era minima, indicando asi que la contribucibn de la pa-
red intestinal por sus caracteristicas de semipermeabilidad al
proceso de absorcibn de glucosa, es insignificante, al igual que
¢l posible paso de glucosa del lado seroso al mucoso debido Gni-
camente a un gradiente de concentracién.

El estudio del proceso de desaparicién\de glucosa en el
medio mucoso con diversas concentraciones de glucosa inicial -
(6r4fica No.6), indica una tendencia hacia el ascenso de la des
aparicibn en microgramos por centimetro de asa por hora confor-
me aumenta la concentracién de glucosa inicial, hasta valores
cercanos a 100 mg/100 ml. En otros experimentos efectuados con
concentraciones de 250 mg/100 ml, se encontraron valores semejan-
tes a los obtenidos con concentraciones de 100 mng/100 ml, El coe-
ficiente de correlacidén {r=0.489) sin embargé no es significati-
vo. Este hecho se puede explica; en base a que 1as.ratas que

se sometieron a estos experimentos eran de diferente peso y co-

mo se indicars m&s adelante, el peso influye marcadamente en la
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ficiencia del intestino en la absorcibn de glucosa.

2. Estudios de absorcidn intestinal.

La‘desaparicién de 3Jlucosa del medio de perfusidn mucoso,

bnstituye la parte inicial y fundamental del proceso de absor-
itn. La mucosa absorbe glucosa y ésta in vivo, es transportada
torrente sanguineo, siendo utilizada Ginicamente una pequefia
Bbrte para el metabolismo intestinal. En situaciones in vitro,
donde la irrigacibn sanguinea intestinal ha sido interrumpi-
8, la mayor parte de la glucosa que penetra a la célula es me-
abolizada con el propdsito de proveer la energia necesaria para
la vida celular y Gnicamente una pequefia parte (10 -16% de lo ab-
orbido) es transferida a la superficie serosa con el sistema
pleado por Wilson (110) y utilizado en este estudio. Comparando
los resultados obtenidos por dicho autor con los nuestros, en -

ontramos una neta semejanza en igualdad de medidas:

Caida mucosa Ganancia serosa
filson (110) 14.5 uM/hora/100 mg peso 2.4 m M/hora/100 mg

corporal. peso corporal,
Presente estudio 14.8}4M/hora/100 mg peso 2.4 m M/hora/100 mg

corporal. peso corporal,



64

Ya que el primer fendmeno que debe ocurrir es el de la

b-netracidébn de la glucosa a la mucosa intestinal, éste es el

lle asume mayor importancia en el sistema empleado en este tra-
bajo v el que d4 la medida mis cierta del proceso de absorcidén
fntestinal. Debido a que la mayor parte de las incubaciones
\hgormadas en este trabajo fueron llevadas a cabo con un volQmen
e perfusién seroso de alrededor de 15 ml, con frecuencia la
fantidad de glucosa transferida al lado seroso era dificilmente
Betectada ya que la pequefia cantidad de glucosa aparecida en

gste lado era‘diluida en un volumen apreciable, conteniendo 100
bg de glucosa /100 ml. De aqui que, alin en el caso de que fue-
ken transferidos hasta 5 mg totales de glucosa del lado mucoso
él lado seroso, el incremento en concentracidn de glucosa en

los 15 ml de perfusibn serosa caia en su mayor parte dentro del
brror del método de determinacidn de este metabolito. De aqui
bue 1los resultados referentes a la absorcidn de glucosa se ex-
bresen en base a desaparicidn mucosa. En experimentos poste-
riores, se redujo el volGmen de perfusibn seroso de 15 ml a 4 ml,
Bonteniendo la mism& concentracién de glucosa que el medio muco-
ko. En e€sos casos si se aprecia un aumento en la concentraciéh

He glucosa en el medio de perfusibn seroso. Comparando estos re-
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ultados con los obtenidos con el sistema que emplea mayor vo-
umen de perfusibn seroso, puede observarse (Grafica No.7) que

en términos de glucosa aparecida del lado seroso en mg totales
por cm de longitud de asa, en presencia de una caida mucosa si-
ilar, este valor es semejante.

’” Para corroborar todavia mids este punto, se corrid un ex-
perimento utilizando glucosa uniformemente marcada con carbonol?
en el medio de perfusidén mucoso, manteniéndose la concentracién
de glucosa en ambos lados del intestino en 100 ng/100 ml. ILa
medida simulténea de glucosa y de radiocactividad mostré lo si-
guiente (Grafica No.8) :

lo. La desaparicién de glucosa del medio de perfusibn mucoso es
paralela a la pérdida de radioactividad de este lado del intes-
tino, indicando que la glucosa era transportada como tal a la
pared intestinal.

20. La glucosa que ya ha penetrado a la pared intestinal era pri-
mordialmente metabolizada. Del lado de perfusibn seroso se de-
tectd radioactividad tanto en forma de glucosa como de metaboli-
tos que en este caso no fueron identificados (Gradfica No.9). Es
importante notar que no existe reaparicibén de metabolitos produci-

dos a nivel intestinal en el lado de perfusibn mucoso. Esto se
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puede concluir en base a lo ya indicado de que la caida de glu-
osa y de radioactividad son paralelas y de la misma magnitud en
el lado mucoso.

30. Del total de radiocactividad desaparecida del lado mucoso se
pudo recuperar Gnicamente el 6.1%, existiendo un 93.9% que no se
ené;ntraba ni en el asa intestinal propiamente dicha, ni en el
lado seroso del sistema de perfusibn. Aungue no se colectd el

as proveniente del sistema, lo mds probable, debido a la alta
ctividad de los procesos de glicblisis y de los ciclos de utili-
zacién de acetato en la mucosa intestinal, es que el 93.9% de

la glucosa que penetrd la pared intestinal se convirtibd en CO,.
Esto sugiere fuertemente que la glucosa metabolizada a nivel in-
testinal prosigue su catabolismo a través de los dcidos tricar-
oxilicos y né se detiene a nivel de &cido lictico, ya que de

ser asi, se produciria una gran cantidad de este metabolito que
haria variar la concentracibén de hidrogeniones en el lado seroso
con el consecuente cambio en pH. En las oportunidades en que se
nidid el pH de ambos lados del asa perfundida después de 60 minu-
tos de incubacidn, se notd Gnicamente un cambio de 0.1 unidad de
gientre lado mucoso y lado seroso.

40. De la radioactividad aparecida en el lado seroso, 13.1% apare-

ci6 en forma de glucosa y 60.6% en forma de metsbolitos de glucosa
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fdicando que é&sta habia sido metabolizada a nivel intestinal y
§ esta forma transferida al lado seroso. Unicamente un 26.2%

} la radiocactividad recuperada se encontrd en la pared intesti-

Los resultados que se muestran en las tablas Nos. 11 y 12

[}

hdican la desaparicién de glucosa del medio dc incubacibn mucoso
rpresada tanto por longitud de asa como por peso de un centimetro
le asa, cms2 de superficie de absorcién total del asa incubada

% del valor inicial en contenido absoluto de glucosa. Puede -

Pbservarse que en términos de microgramos por centimetro de asa

#or hora de incubacidn, no existe diferencia significativa dentro

fle ninguno de los grupos dietéticos tanto entre la 4a. Yy la ba.se-
lanas de dieta experimental (periodo de depauperacibn para los gru
bos de 5% de caseina y 5% de maiz) como entre la 7a. Yy 9a. semanas
ue constituyen el periodo de repletacién. Puede observarse igual-

ente que la glucosa metabolizada y embebida en el asa en microgra-
j'0s por centimetro de asa por hora (Tabla No.13), constituye la ma-
yor proporcidn de la glucosa desaparecida del lado mucoso. Cabe

encionar que las diferencias entre los grupos tampoco son signifi-

tativas al ser expresadas en AMg/cm de asa/hora Y que en una opor-

tunidad parece que 1la glucosa metabolizada y embebida en el asa, es
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?geramente mayor que la desaparecida del lado mucoso. Este va-
br (inico se debe esencialmente al error del método.

La desaparicidn de glucosa del medio de incubacién mucoso,
Isi como la glucosa metabolizada y embebida en el asa, muestran

in gmbargo diferencias significativas entre los grupos al expre-
krsé por miligramo de peso de un centimetro de asa. En el pri-
ler caso, durante las semanas 4a. a 6a. de dieta experimental, las
fatas en 20% de caseina absorben menos glucosa por miligramo de
Beso por centimetro de intestino que los grupos depauperados. En
el periodo de las 7a. a 9a. semanas, las ratas del grupo de 5%

e maiz gue estaban recibiendo 5% de caseina muestran una absorcidn
Bignificativamente mayor en términos de microgramos de glucosa por
hiligramo de peso por centimetro de asa. No existen diferencias
entre las ratas recibiendo 20% de caseina y 5% de caseina las cua-
es durante este periodo estaban también recibiendo 20% de casei-
a. En cuanto a la glucosa metabolizada y embebida en el asa, las
diferencias se aprecian entre el grupo de 20% de caseina y los o -
trés dos grupos, tanto en las semanas 4a. a 6a. como en las 7a. a
9., indicando igualmente una menor utilizacibén de glucosa en 6i
lintestino, en base a peso por centimetro para las ratas con buena

alimentacibn proteica.
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Estos resultados sugieren que en las ratas depauperadas, la
ipacidad intestinal de absorber glucosa se mantiene a un nivel a-
fcuado para satisfacer las necesidades de utilizacién alimenticia

f una rata mds pequefia que normalmente deberia estar creciendo a

ha velocidad superior a la de la rata adulta. Este razonamiento

{ bésa en el hecho de que el peso por centimetro de intestino se
prrelaciona con el peso total del animal con un coeficiente de co-
relacidn superior a 0.8. Por otro lado, la ingesta alimenticia
animales de diferente peso, expresada en gramos por kilogramo -
iTabla No.3), .es mayor en el animal mis pequefio, Esto sugiere que

a funcibn intestinal del animal pequefio debe ser superior a la del
nimal adulto para que aGn con peso menor de intestino pueda hacer-
Fe cargo de una mayor demanda de absorcién impuesta por mayor inges-
[a por gramo de peso,

Si se analiza la desaparicibn de glucosa del’ﬁedio de incuba-
ibn mucoso expresada en microgramos por cm? de suwperficie de absorf
fibn, se encuentra con que ninguno de los valores es significativa-
mente diferente. Sin embargo existe una tendencia définitiva hacia
ifras mayores de absorcibn en los grupos depauperados de 5% de ca-
seina Y 5% de maiz. En la Tatla No.l0 se mostrd que existe también

una tendencia a que estos dos grupos tengan superficie de absorcién
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menor al grupo de 20% de caseina. Estos hechos, de nuevo su -
gieren que la eficiencia intestinal en absorcibn, es mayor en
las ratas pequefias que deben llenar requerimientos alimenticioe
superiores per crecimisnto, a las ratas adultas. Ello posi~-
blemente se debe a una mejor adaptacibén en su capacidad enzimi-
tféa, como ya ha sido sefialado (67).

Durante las semanas 7a. a %9a.,el grupo de 5% de maiz que
se mantiene depauperado a pesar de una dieta de 5% de caseina,
mantiene los mismos niveles de absorcidn en microgramos por cm2

de superficie de absorcidn por hora, a los de las ratas en die-

tas deficientes en proteina durante las semanas 4a, a 6a. lLas
ratas en 5% de caseina, que recibieron 20% de caseina durante

el periodo de repletacibn Y que mostraron rdpido aumento de peso,
disminuyeron en su capacidad absorptiva para semejarse a la de

las ratas del grupo control. Estos cambios son evidentes esencial-
mente en todos los pardmetros medidos en este trabajo, en donde

se ha mostrado que las ratas depauperadas que pasan a 20% de ca-
seina se asemejan ripidamente a las ratas del grupo control, mien
tras que las ratas en 5% de maiz que después consumen 5% de casei-

na, se mantienen depauperadas y se asemejan a las ratas que en

las semanas 4a. a 6a. consumian 5% de caseina.
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Los datos expresados en % del valor inicial de glucosa

en el lado mucoso, después de una hora de incubacién del asa
intestinal, indican que la desaparicién de glucosa en el medio
intestinal fué muy similar en todos lo grupos estudiados (Ta -
bla No.l2)

Con base en los resultados aqui expuestos, se puede con-
cluir que, las dietas de 5% de caseina y 5% de maiz tienen un e-
fecto primordial en detencibén de crecimiento tanto a nivel del
cuerpo total,como a nivel intestinal

. Sin embargo no existe

un efecto especifico que produzca una depauperacidn proteica ma-

yor a nivel intestinal. Los resultados también sugieren que la
capacidad absorptiva del intestino en las ratas depauperadas con-
serva 1as caracteristicas propias de ratas bien nutridas, pero

de tamafio menor y por lo tanto de menor edad. En otras palabras,
|las ratas depauperadas conservan una edad bioldégica reducida y
‘mantienen la capacidad absorptiva caracteristica de una rata bien
nutrida de edad cronolégica igual a la edad biolbgica de las ra-
tas depauperadas.

Durante los periodos de repletacibn proteica, sin embargo
si parece existir una prioridad intestinal en la utilizacién de

una dieta adecuada en proteinas, ya que el grupo de 5% de caseina
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e pasd a 20% de caseina, aumenta mds répidamente el peso de gu
testino por centimetro de longitud en relacibén al aumento de pe-
de la rata total. Existe igualmente un répido cambio en las
racteristicas de absorcidn,basadas en desaprricidén de glucosa

I medio mucoso en microgramos por miligramo de peso de un centi-
tro de asa, que las aproxima al grupo control que recibe 20% de
seina y las hace significativamente diferentes al grupo de 5%

» maiz que persiste depauperado con una dieta de 5% de caseina.
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CONCLUS IONES

lo. El estudio de tres grupos experimentales de ratas de la ra-

za Sprague-Dowley, sometidas a una dieta control de 20% de case-
ina y dos dietas de depauperacidn consistentes en 5% de cageina
y(S% de maiz, sugiere gue las ratas depauperadas, mantienen una
edad biolbgica marcadamente reducida y sin embargo conservan las
caracteristicas intestinales de una rata adecuadamente nutrida

de edad cronoldgica igual a la edad bioldgica de las ratas depau-
peradas.

20. A pesar de que en términos de peso corporal, de preteainas sé-
ricas totales y de cambios histoldgicos en el higado, las ratas
depauperadas mostraban signos caracteristicos de desnutricién
proﬁeica, los diversos pardmetros estudiados en el intestino pro-
piamente dicho, no muestran efectos especificos causados por la
depauperacidn proteica. Ninguno de los cambios observados sé re-
flejan en impedimento durante el proceso de absorcidn de glucosa.
Jo. Las caracteristicas de absorcibn intestinal de glucosa utili-
zando el sistema de perfusidén in vitro de asa evertida de Wilson,
hace evidente el hecho de que asi como se conservan las caracteris-
ticas estructurales del intestino, se mantiene la capacidad absorp-

tiva del mismo .con caracteristicas que sugieren conservacién de
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funcidn intestinal correspondiente a la edad bioldgica del ani-
mal experimental.

o, Estas caracteristicas se resumen en mayor eficiencia de absor-
cibn intestinal a menor peso de intestino por centimetro y a menor
peso total de rata, y por lo tanto, a menor edad biolbégica. Esto
se ‘explica en base a que la rata mis joven debe de absorber efi-
tientemente un mayor aporte alimenticio por gramo de peso, para
lenar no sblo sus requerimientos de renovacibn tisular, sino tam-
bien sus requerimientos marcadamente elevados de crecimiento.

bo. Las ratas depauperadas proteicamente se repletan de una manera
pdpida al colocdrseles en una dieta de 20% de caseina y asumen ve-
locidad de crecimiento, ingesta proteica y caracteristicas de pro-
teinemia e histologia hepdtica, de mediciones intéstinales y de
absorcidn intestinal, muy similares a las del grupo control. En
este caso, si parece existir una utilizaciédn selectiva de 1la pro-
teina a nivel intestinal, que hace "madurar" al intestino mds ra-
pidamente que a la rata total. La administracién de una dieta

de 5% de caseina a ratas que consumian dieta de 5% de maiz, no lo-
gra modificar ni su nutricibén proteica, ni sus caracteristicas
biolbgicas.

0. Los datos anteriormente anotados, contrastan con los obtenidos

hasta hoy en nifios con Malanutricién proteico-calbérica.
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©. El sistema de perfusidén in vitro de asa evertida de yeyuno,
s 4til para conocer los procesos de absorcidén intestinal y debe
provecharse para el estudio de los fenbmenos de absorcién de o-
iros nutrientes no utilizados por la mucosa, ya que este hecho,

n el caso de la absorcién de glucosa, contribuye enormemente al

endmeno de absorcibén propiamente dicho.
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RESUMEN DE LA TESIS : "ABSORCION INTESTINAL DE GLUCOSA EN

RATAS CON DIVERSOS GRADOS DE DESNUTRICION PROTEICA, UTILIZAN-

DO_ASAS EVERTIDAS DE YEYUNO. Presentada por el Bachiller Angel f

Guillermo Pezzarossi, previo a optar el titulo de Médico y Ci -

rujano,

o

Estudios sobre absorcibn intestinal en nifios desnutridos,
llevados a cabo en la Divisién Biomédica del Instituto de Nutri-
cidén de Centro América y Panam& (INCAP), indicaron gque a mayor
depauperacidn proteica, menos eficiente era la capacidad de ab~-
sorcibn de glucosa. Esta funcién intestinal, se recuperaba con-
forme se alcanzaba una adecuada nutricién proteica, mostrando un
alto coeficiente de correlacibn.

Con el objeto de estudiar posibles mecanismos a nivel in-
testinal propiamente dicho de estos fenbmenos, se investigaron
tres grupos de ratas de la raza Sprague-Dowley a quienes se les
administr®é una dieta balanceada en todos sus aspectos, salvo en
cuanto a cantidad y calidad de proteina. Para este efecto, a un
grupo control de animales se les administr® una dieta conteniendo
20% de caseina y a dos grupos de depauperacidn proteica, se les
administrd dietas conteniendo 5% de caseina o 5% de maiz. Después

de un periodo de 6 semanas, los animales en dietas de depauperacibn,



e cambiaron de dieta con el objeto de producir repletacibn pro-
teica: los animales en 5% de caseina recibieron una dieta de 20%
de caseina y los animales en 5% de nafz, recibieron una dieta de
5% de caseina. En estas dietas permanecieron tres semanas mas.

Los estudios efectuados con estos grupos experimentales
consistieron en la medicién de los siguientes pardmetros:
lo. Caracteristicas del animal: peso,ingesta alimenticia, protei-
nas séricas totales e histologia hepética.
70. Carateristicas intestinales, consistentes en : peso por cm de
1ongitud, contenido de nitrégeno; apariencia histolbgica, circun-
ferencia, espesor total de pared, altura de las vellosidades, espe-
sor de mucosa propiamente dicha, espesor de capa muscular intesti~
nal y superficie de absorcidn.
30. Medicibn seriada del proceso de absorcibén de glucosa por medi
de un sistema de perfusibén in vitro de yeyuno evertido, en donde
se determind® durante una hora, la glucosa desaparecida del medio de
incubacién mucoso, la glucosa aparecida en el medio de incubacibn
seroso, y la glucosa metabolizada. Se comprobd el adecuado funcio-
namiento del sistema de perfusibn in vitro, haciendo experimentos
con Azul de Evans al 1/5000 puesto en el lado mucoso O el lado se-

roso del asa perfundida; utilizando asas intestinales intoxicadas




por cianuro de sodio al 0.0l molar; y :miiendo las diversas ca-

racteristicas del proceso de absorcién de glucosa uniformemente
marcada con Carbonol4. Los resultados de esta investigacibn pue-
den resumirse en:

lo. Las ratas puestas en dietas de 5% de caseina y 5% de maiz,
mé;tienen una edad biolbgica marcadamente reducida y sin embargo
conservan las caracteristicas intestinales de una rata adecuada-
mente nutrida de edad cronoldgica igual a la edad biolbgica de
las ratas depauperadas.

20. A pesar de que en términos de peso corporal, de proteinas
séricas totales y de cambios histolbgicos enrel higado, las ra-
tas depauperadas mostraban signos caracteristicos de desnutricibén
proteica, los diversos pardmetros estudiados en el intestino pro-
piamente dicho, no muestran efectos especificos causados por la
depauperacidén proteica. Ninguno de los cambios observados se re-
flejan en impedimento durante el proceso de absorcibn de glucosa.
30. Las caracteristicas de absorcibn intestinal de glucosa utili-
zando el sistema de perfusidn in vitro de asa evertida de Wilson,
hace evidente el hecho de que asi como se conservan 1a; caracte -

risticas estructurales del intestino, se mantiene la capacidad ab-

sorptiva del mismo, con caracteristicas que sugieren conservacidén



de funcibén intestinal correspondiente a la edad bioldgica del
animal experimental,

40. Estas caracteristicas se resumen en mayor eficiencia de ab-
sorcibn intestinal a menor peso de intestino por centimetro y

a menor peso total de rata, y por lo tanto, a menor edad biolés-
gica. Esto se explica en base a que la rata mds joven debe de
absorber eficientemente un mayor aporte alimenticio por gramo

de peso, para llenar no sblo sus requerimientos de renovacién ti-
sular, sino también sus requerimientos marcadamente elevados de
crecimiento.

50, Las ratas depauperadas proteicamente se repletanvde una ma-
nera rapida al colocdrseles en una dieta de 20% de caseina y a-
sumen velocidad de crecimiento, ingesta proteica y caracteristi-
cas de proteinemia e histologia hepadtica, de mediciones intesti-~
nales y de absorcién intestinal, muy similares a las del grupo con
trol. En este caso, si parece existir una utilizacién selectiva
de la proteina a nivel intestinal, que hace "madurar" al intesti-
no més rédpidamente que a la rata total. ILa administracidn de una
dieta de 5% de caseina a ratas que consumian dieta de 5% de maiz,
no logré modificar ni su nutricién proteica, ni sus caracteristi-

cas biolbgicas.




60. Los datos anteriormente anotados, contrastan con los obte-
nidos hasta hoy en nifios con Malanutricién proteicoscalérica.
70. El sistema de perfusidn in vitro de asa evertida de yeyuno,
es Gtil para conocer los pbrocesos de absorcibn intestinal y debe
aprovecharse para el estudio de los fenbmenos de absorcién de o-
Eros nutrientes no utilizados por la mucosa, ya que este hecho,
en el caso de la absorcién de glucosa, contribuye enormemente al

fenbmeno de absorcién propiamente dicho.
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	de alteración funcional integral del organismo. 
	En humanos la 
	INTRODUCCION 
	En los últimos tiempos bastante se ha insistido respecto 
	al papel decisivo que en el desarrollo de los pueblos tiene la 
	nutrición. 
	Diversos factores, entre los que cabe mencion~r la 
	ignoI'ancia y la miseria, hacen que desee las etapas más tempra- 
	nas de la vida, el niño, tesoro y promesa del futuro de eSos 
	sea victima, en la mayoria oe los casos, de un insu- 
	ficiente aporte alimenticio que lo lleva a la mala nutrición. 
	Como consecuencia de ello, temprana o taroiamente, el rendi - 
	potencial humano risminuye al punto de constituir 
	la s tr e 
	ignominioso al avanc~ de las naciones acorde al con- 
	ci•rbo munclia l. 
	Esto se hace más evidentE en pueblos corno el 
	nu•.~tro, en los que las deficientes conciciones cultura les, s.Q. 
	do-económicas f' higiénicas constituyen factores decisivos que 
	fuvorecen el desarrollo de 
	la Malanutrición proteico-ca16rica '. 
	(MPC) 
	Esa misma mala nutrición produce como consecuencia mala 
	A su vez con cierta frecuencia, procesos que oca- 
	sionan absorción deficiente producen mala nutrición y en toco 
	caso ambos procesos se agregan para producir un cuaéro final 
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	2. 
	MPC produce alteracione~ severas en el aparato gastrointes- 
	tinal (6,11), siendo la funci6n absnrptiva, a la cual conve~ 
	gen todas las demás funciones óe este sistema orgánico, proba 
	blenlente la más afectada. 
	Nada sin embargo, hasta donGe tenemos conocimiento, se ha 
	escrito en la literatura mundial respecto a estucios experimen- 
	tales en animale'S , efectuados con el fin de establecer una co- 
	rrelaci6n entre el estaén nutricional y el proceso oe absorci6n. 
	Este trabajo trata óe contribuir al esclarecimiento de algu 
	nas de las múltiples interrogantes existentes al respecto. 
	.---------- 
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	ANTECEDENTES 
	A. Generalidades 
	Trabajos previos efectuados en el Instituto de Nutrici6n 
	de Centro Am~rica y Panamá (I.NCAP) en niftQs con mala nutri - 
	ei6n proteico-cal6rica, indican que existe una 1ntima rela - 
	ei6n entre el grado de desnutrición y el tipo de defecto en 
	la absorci6n intestinal.(31). Este defecto de absorci6n rad! 
	ea px'incipalmente a nivel del sitiQ de absorci.6n : La mucosa 
	del intestino delgado. 
	Menos importante resulta ser aparento!. 
	mentE! el defecto de secreci6n enzimática intraluminal. 
	La mala absorción alimenticia cOroQ consecuencia de la de~ 
	nutrici6n se evidencia en forma similar para los diferentes 
	elemEmtos nutrith'os (carbohidratos, l1pidns, pr6tid~s. vita- 
	minas, etc)- habiéndose observado que los estudios de absor - 
	ei~n de carbohidratos y particularmente de glucosa. guardan 
	estrecha relaci6n con el estadc nutriciQnal. 
	Se ha visto as1, 
	que en niftos con MPC, la absorci6n de D-glucosa es bastante 
	lenta y que a medida que el estad~ nutrici~nal mejora también 
	mejora aquella, aunque en forma más lenta en relaci6n no solo 
	a la evoluci6n c11nica, sino a6n a la absorci6n de otros az6c~ 


	page 7
	Images
	Image 1
	Image 2

	Titles
	no requieren consumo de energia como la D-xilosa (31). 
	En el pre&E¡nte trabajo se ha escogido la absorci6n de glu- 
	como representativa ce una serie de substancias muy vari~ 
	das que atraviesan la mucosa intestinal por medio de un proceso 
	activo. 
	Influy6 en la selecci6n ae la substancia 
	a estudiar, el hecho de que la absorci6n de azúcares es talvez 
	la mejor conocida de las funciones de absorci6n intestinal. De 
	los azúcares comunes únicamente la galactosa y la glucosa se - 
	transporte activo (24,28,45,100,115), mientras que 
	de los monosacáridos se absorbe por algún otro tipo 
	de t:ransporte mediado o por difusi6n pasiva (20,115). Hestrin- 
	Lernler y Schapiro (41), han indicado que en estudios in vitro, 
	una buena parte ce la glucosa que desaparece de la luz intes- 
	tina 1, aparece en el lado seroso en forma de un metabolito no 
	iden'tificable, el cual según Wilson y wise.inan (114) podria ser 
	ácido láctico. Kiyasu y ~haikoff 
	sin embargo, han demostrado 
	definitivamente que in vivo, la enorme mayoria de la glucosa 
	aparece en el lado seroso inalterada encontrándose únicamente 
	cantidades de ácido láctico (46). 
	Lo mismo parece ocu- 
	el caso de la galactosa no asi con la fructosa, la cual 
	aparece del lado seroso tanto en forma de fructosa como de gl~ 
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	ácido láctico (24,27,46,115). 
	La porción intestinal 
	la máxima capacidad de absorción de glucosa es el in- 
	delgado superior (47,69,85), habiendo descubierto Cori 
	(14) una alta especificidad del mecanismo de absorción 
	Dicha absorción por transporte activo im- 
	lo.) que para que este fenómeno ocurra normalmente, 
	se necesitan reacciones energéticas complejas de la célula las 
	pueden ser inhibidas por anaerobiosis, cianuro, cinitro- 
	malonato y fluoroacetato (24,26,77), ~ubstancias ~stas 
	que constituyen venenos celulares por inhibir reacciones de li- 
	bera,ción de energía en diversas etapas del metabolismo. 20.) La 
	glucosa se absorbe en contra de un grac1iente osmolar, indicando 
	que la absorción se lleva a cabo por un mecanismo activo de 
	transporte del azúcar (8,15,18,21,100,116). 30.) Este mecanis- 
	mo presenta las características de ser saturado una vez se al- 
	canza cierta concentración de glucosa en la luz intestinal, 
	corno ha sido demostrado por Cori 
	(14), quien not6 velocidades 
	ae absorción constantes colocando en la luz intestinal solu - 
	de glucosa en concentraciones desde el 50 hasta el 
	Crane y wilson 
	(21) 
	han demostrado que la absor 
	ci6n de glucosa y de galactosa por el intestino aislado de ra 
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	ta segu1a bastante de cerca las condiciones quinéticas enun- 
	ciadas por Michaelis - Menten para sistemas enzimáticos pu 
	ros. 40.) Crane ha demostrado igualmente que hab1a un efecto iQ 
	hibidor de la absor~ión cuando varios azúcares se encontraban en 
	el mismo medio, dando una quinética de inhibición compatible con 
	lo "que se conoce como "inhibici6n competitiva" (16). 
	50. ) 
	0- 
	tra 4~videncia de peso para la aceptación de que la glucosa 
	se alosorbe por transporte activo es que el paso de glucosa del 
	lado seroso hacia el lado mucoso es prácticamente nulo, en 
	contJca de 10 que ocurre con la pentosa D-xilosa las cual es ab 
	sorbida por difusión; en este caso, ha sido demostrado (109) - 
	que el paso del lado mucoso al seroso y viceversa dependen de 
	la cc:mcentraci6n osmolar de D-xilosa en cualquiera de los la - 
	dos del intestino, llegando al cabo de un tiempo a un equili 
	brio perfecto, 10 que indica que el intestino delgado en es 
	tos casos actúa como una membrana semipermeable. 
	60. ) 
	El - 
	hecho de que el transporte de glucosa sea afectado marcadamente 
	p~r cambios leves de temperatura 
	(115), indica que en el 
	proceso de absorción de este glúcido están involucradas una 
	serie de reacciones enzimáticas, lo que contrasta con los ha - 
	----.--.----- 
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	llazgos e investigaciones de la absorción de substancias que 
	pasan la luz intestinal por medio de difusión, las cuales son 
	poco afectadas por cambios en la temperatura del medio de in- 
	cubación (109). 
	B. Teorias sobre los Mecanismos Involucrados en el Transporte 
	Activo de Glucosa. 
	Ha sido demostrado desde hace mucho tiempo que la veloci- 
	dad de difusi6n fe la mayoria de las substancias hidrosolubles 
	tales como los glúcidos, es bastante lenta. 
	Por otro lado, la 
	función especial y primordial del intestino delgado es la ab- 
	so:rci6n eficiente y rápicla de muchos nutrientes, de donde es 
	imperativo pensar en que se han desarrollado sistemas especia- 
	les de transporte,de la luz intestinal hacia el lado seroso 
	y la circulaci6n portal,de substancias hidrosolubles. 
	En la 
	actualidad los mecanismos de transporte activo se consideran 
	integrados por tres fenómenos distintos (49,109): el primero 
	es el del vehiculo de la membrana: el segundo es la reacción 
	de atrape y el tercero es el de permeabilidad diferencial. 
	La hip6tesis del veh1culo de membrana se considera actual 
	mente de gran importancia en la explicación de los mecanismos 
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	de transporte activo. 
	Esta hip6tesis postula que una subs- 
	tancia intracelular se acerca a la superficie luminal de la 
	membrana de la célula intestinal y reacciona con un componen- 
	te de la membrana propiamente dicha. 
	Este complejo luego to- 
	roa la substancia a absorber y se mueve através de una barrera 
	ce permeabilidad soltando la substancia ya del lado interno 
	de la membrana. 
	Hokin y Hokin (42) han mostrado con datos ex- 
	perimentales que la substancia vehiculo de membrana es el á- 
	ciclo fosfatidico, en la absorci6n activa de sodio. 
	El esque- 
	roa No.l muestra una serie de reacciones ciclicas que resultan 
	en la formaci6n de ácido fosfatidico corno consecuencia de la 
	diglicérioo-quinasa y ATP presentes en la membrana. 
	Dicho á- 
	cido acepta dos iones de socio para formar la sal dis6dica del 
	ácido fosfatidico. Esta sal se mueve desde la parte exterior 
	hacia la parte interna de la membrana en donce suelta el so- 
	dio y un ion fosfato para constituir de nuevo un diglicérido 
	uniéndose a dos ácidos grasos en la fase lipida de la membrana. 
	Este ácido fosf6rico liberado, por medio ce reacciones exer- 
	g6nicas,puede ser incorporado a una molécula de adenosina-di- 
	fosfato (ADP) para formar adenosina-trifosfato (ATP) que sir- 
	ve nuevamente de donador de energia para la conversi6n inicial 
	de los diglicéridos a ácido fosfatidico por medio de la enzima 
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	diglicérido-quinasa. 
	Aunque este mecanismo no ha sido demos- 
	trado para la absorci6n de az6cares, el hecho de que las carac- 
	ter1sticas de absorci6n de electroLitos tales como el sodio y 
	de n6-electrolitos como la glucosa sean tan similares 
	-salvo 
	por el hecho que ésta es metabolizada en las células, no as1 
	clos iones como el Na-, sugiere que este mecanismo o uno muy si- 
	milar puede también actuar en él transporte activo de glucosa. 
	Es interesante notar en este aspecto que Bosae1t:ová y Crane (8) 
	y otros {17 ,18, 54, 7ú )han descubierto que la presencia de sodio 
	en el lado mucoso del intestino es necesaria para el transporte 
	de glucosa. 
	El segundo de estos fen6menos o sea el de atrape (109), se 
	basa en que la entrada de una substancia a través de una membra- 
	na se facilita cuando la concentraci6n intracelular de la subs- 
	tancia a ser absorbida disminuye rápidamente. Esto puede lo - 
	grarse por medio de una reacci6n la cual convierte a la subs- 
	tancia recientemente transportada a través de la membrana en un 
	complejo no difusible, el cual ya no se opone a la entrada de 
	la substancia libre hacia el interior de la célula, ya que en 
	realidad la concentraci6n osmolar de esta substancia se encuen- 
	tra marcadamente disminuida por la formaci6n de este nuevo com- 
	plejo no difusible. 
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	El tercer fen6meno, el de la permeabilidad diferencial 
	(46,114) consiste en que el lado luminal de la célula es más 
	permeable para un compuesto que el lado seroso de dicha c~lu- 
	la. Por otro lado, el lado seroso es más permeable que el la- 
	do mucoso para otro tipo de substancias. 
	Este proceso de per- 
	meabilidad diferencial puede ser utilizado para aumentar el 
	transporte de una substancia que es particularmente permeable 
	al lado luminal de la célula al convertirla en otra que es 
	más permeable al lado seroso de dicha c~lula. 
	Por ejemplo 
	se ha propuesto en el caso de la absorci6n de glucosa, que es- 
	te mecanismo puede funcionar gracias a la conversi6n de este 
	az(lc:ar en lactato y piruvato los cuales son preferencialmente 
	perIl1eables a 1 lado seroso (46,,114). 
	La teor1a antigua de que para la absorci6n de glucosa e- 
	ra necesaria la conversi6n de ésta en un compuesto fosforilado 
	ha sido totalmente descartada (49,50,74, la9 ,118 i)c 
	c. Desarrollo de Metodo1ogia. 
	Muchos métodos han sido ideados hasta la fecha con el fin 
	de efectuar estudios experimentales de absorci6n intestinal. 
	Las primeras observaciones hechas al respecto se efectuaron en 
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	los siglos XVII y XVIII (109) en forma bastante grosera, en 
	las que se apreció el cambio de apariencia de los linfáticos 
	como resultado de la absorción de grasas. 
	En la revisión histórica hecha por Wilson (109), refiere 
	que en 1854 Jones aisló un segmento de intestino delgado de 
	mapache poniéndolo en un medio que tenia una sal de oxalato 
	del lado seroso y una sal de calcio del lado mucoso. Cuando a 
	parecia un precipitado en la sal de oxalato indicaba que los 
	de calcio habian cruzado la pared intestinal. posterior- 
	Thiry en 1864 ( 93) describió por primera vez la prepa- 
	ración de una fif=:tu1a intestinal en un animal anestesiado con 
	de hacer estudios sobre la fisiologia de la absorci6n. 
	En 1925, Cori (14) describi6 en animales pequeños un me- 
	t6do n~s fisiol6gico para el estudio de la absorci6n intestinal, 
	como E!ra el de introducir la substancia a investigar por sonda 
	al aparato digestivo, la cual era luego recuperada del mismo. -, 
	El primer trabajo in vitro en el que se emple6 un buen sis- 
	tema de oxigenación del intestino fué efectuado por Fisher y 
	en 1949 (30). Ha partir de entonces los métodos utili- 
	zados han sido esencialmente los mismos con modificaciones más 
	importantes dependiendo de las finalidaées perseguidas 
	diferentes autores. 
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	l. Métodos in vivo 
	a) F1stulas intestinales. Se han preparado varios ti- 
	pos de ellas. La fistula de Thiry (641 931 99}consiste en tomar 
	un segmento de intestino unido a su pediculo vascularl al cual 
	se le cierra uno de sus extremos en tanto que el otro se aboca 
	a la piel de la pared abdcminal del animal. 
	Una modificación de la anterior es la fistula de Vella 
	(109) en la cual ambos extremos del segmento intestinal aisla- 
	do scm abiertos a la pared abdomina l. Otra modificación consis- 
	te en la fabricación de fistulas m61tiples en diferentes regio- 
	nes del intestino delgado con el fin de estudiar el quimo cir- 
	culante a diferentes niveles. 
	Poniendo una doble cánula por 
	una de las fistulas y cerrando el intestino con un ba16n se - 
	puedEm hacer experimentos de absorción. (56) 
	b) Canulaciones vasculares (~61 80,l0~: empleando anima- 
	les anestesiac10s se ha podido c~nular la vena Porta o el con- 
	dueto toráxico a fin de extraer muestras de sangre o linfa en 
	las que se determina la presencia de substancias absorbibles - 
	puestas en la alimentación. Algunos incluso han logrado eanular 
	venas mesentéricas que drenan un segmento dado del intestino, 
	el cua 1 se ha aislado del resto por pequeñas ligaduras (66,109). 
	~~~.:-:.,..- 
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	En pacientes con hipertensi6n Porta (109) o sin ella 
	(56), ~n los que hay un considerable desarrollo de vasos co- 
	laterales, se ha descrito igualmente el cateterismo de estos 
	vasos, lo cual permite la extracci6n de sangre a intervalos 
	repetidos durante el proceso de absorci6n. 
	e) M~todos de intubaci6n. cori (14,4~), administraba a un ani- 
	mal en ayuno y nO anestesiado, un v~16men dado de soluci6n den- 
	tro del est6mago por intubaci6n. Al final del periodo de expe- 
	rimentaci6n 
	sacrificaba el animal y todo el conjunto gastroin- 
	testina1 era 
	lavado analizando su contenido. 
	Estudios de intubaci6n se han efectuado en human-s (13,109) 
	empleando una sonda de triple lumen con un ba16n inflable en 
	su punta mediante la cual es posible efectuar estudios de ab- 
	sorci6n de un segmento definido de intestino delgado. 
	d) M~todo de balance. (56.109): Se ha empleado especialmente 
	para iones inorgánicos ya que con substancias orgánicas se tie- 
	ne el inconveniente de la degradaci6n bacteriana. Se ha efec- 
	tuado tanto en humanos corno en animales y consiste en medir cui- 
	dadosamente la ingesta oral y la excreta fecal de determinada 
	substanciaJ la iiferencia entre a~as medidas indica el grado 
	de absorci6n indirectamente ya que en rea lidad 10.. que se está 
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	midiendo es la excreci6n. Este método es también empleado co- 
	mo prueba de digestibilidad de nutrientes en animales. 
	e) Aislamiento in situ de asas de intestino delgado en anima- 
	les anestesiados 
	(23,79,80 
	). Mediante ligaduras in situ se 
	aisla un segmento determinado de intestino delgado en animales 
	(;bajo anestesial después de lo cual se inyecta una substancia 
	que puede permanecer estática o hacerse recircular para averi- 
	guar la parte residual no absorbida después de un tiempo deter 
	minado. 
	El m~todo de Sols y Ponz ideado en 1947 (79,eO,105) consti 
	t.uye una aplicaci6n del anterior. 
	f) M~todo del doble marcaJe con substancias isot6picas (1O, 5l) : 
	es un método bastante preciso y consiste en la administraci6n 
	por vía digestiva de la substancia a estudiar marcada con un ist> 
	topo radioactivo inyectando al mismo tiempo por via endovenosa 
	la substancia marcada con otro is6topo radioactivo. 
	De esta ma 
	nera se obtiene la cantidad exacta de la substancia absorbida 
	al calcular la proporci6n entre las cantidades de ambos is6to- 
	pos que se encuentran dentro del organismo. 
	.',-",.-ec'..,..' , -" "-."". 
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	. 2. Métodos in vitro. 
	Han sido difundidos ampliamente, siendo el procedimiento 
	más empleado por diversos autores 1(19,21,24,41,72,86, 109, 111" 
	112, 115 ), 
	algunos de los cuales incluso han efectuado estu- 
	gastrectom1a (yeyuno) o de colitis ulcerativa (i1eon terminal) 
	~: 57) . 
	Básicamente consiste en separar un segmento intestinal 
	~~e puesto en una soluci6n tamp6n con la substancia a estudiar, 
	es incubado por un tiempo determinado. 
	Los primeros trabajos que se hicieron con intestino aisla- 
	do se efectuaron sin evertir el intestino. Posteriormente, se 
	introdujo esta modificación, tendiente a mejorar las condicio- 
	rles de sobrevida del mismo. 
	el} Métodos que emplean intestino no evertido. Hestrin-Lerner 
	y Schapiro (-41), idearon un método muy sencillo que consiste 
	en tomar un segmento de intestino, atar10 por un extremo y por 
	el otro se le introduce una soluci6n de la substancia a estudiar, 
	después de lo cual éste también se cierra: 
	el intestino es - 
	puesto entonces en un vaso de precipitaci6n conteniendo una so- 
	luci6n idéntica a la que se pone dentro, siendo incubado a 370C 
	durante 15-30 minutos y en presencia de una mezcla de 02 y ce2 
	(95% y 5% respectivamente). 
	.'»; 
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	Método de Fisher y parsons (29,30): es el primero en el que 
	se efect6a una buena oxigenación de la preparaci6n del intes- 
	tino, tanto del lado mucoso como del lado seroso. Este siste- 
	roa fué usado por los autores para estudios de absorci6n de ami- 
	noácidos y az6cares. Darlington y Quastel (2~, emplean el mis- 
	mo principio que el sistema anterior aunque su construcci6n es 
	máf~ sencilla. 
	wiseman (117) ide6 un aparato en el que ponia a perfundir tres 
	segmentos intestinales a la vez, oxigenando siempre ambos la- 
	dOEI del intestino. Una modificación de éste es el aparato crea- 
	do por Smyth y Taylor (77 ), con la diferencia que en este no 
	porien liquido del lado seroso, con lo que sus estudios los ha- 
	cen solo con base en el cambio mucoso obtenido. 
	Re(~ientemente Mansford (57), ha. ideado un aparato aplicable a 
	es1:udios con intestino de cerdo o intestino humano obtenido por 
	operaci6n. Tiene piezas cambiables que permiten adaptarlo a di- 
	ferentes longitudes de intestino, pudiend~ ponerse a funcienar 
	a los tres minutos de removido. 
	b) Métodos que emplean intestino evertido. 
	Han sido los más 
	empleados 6ltimamente para estudios en diversas especies de a- 
	nimales ( 7; 86, 87,88,89,111,115,116) . 
	. , 
	wilson y wiseman (112), fueron de los primeros en usar intesti- 
	<_-.k _N ~ 
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	no evertido para estudios de absorci6n (1953). 
	Su método es 
	bastante sencillo y con resultados fáciles de reproducir, ra- 
	z6n por la que en algunos lugares se le ha empleado en trabaj~s 
	para la enseftanza de fisiologla en escuelas de medicina (111). 
	Básicamente consiste en tomar un segmento de intestino, previo 
	fa'vado, e inmediatamente después de muerto el animal por golpe 
	en la cabeza. 
	Este segmento (de 3 a 4 cms.) se evierte median- 
	te una ~ánula y se pone en una caja de Petri conteniendo solu- 
	ci6n salina a temperatura ambiente. Luego de secado, se ata u- 
	no de sus extremos y por el otro mediante una jeringa y aguja 
	se le introduce un vol6men determinado de soluci6n tamp6n des- 
	pués de lo cual aquel también se ata. Esto constituye el vo16- 
	El pequeño saco as! formado es puesto en- 
	men seroso inicial. 
	tonces en frascos de warburg o Erlenmeyer de 25 ml. contenien- 
	do 3.0 de la misma solución puesta en el lado seroso. Esto es 
	el vo16men mucoso inicial. Es gaseado entonces con una mezcla 
	Este ha sido quizás el método más difundido (65,86,87,88,89, 
	113,115,116). 
	Crane y wilson (21) en 1958 hicieron una modificaci6n muy im- 
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	portante al método anterior, mediante la cual podian obtener- 
	se muestras seriadas de la solución en estudio, tanto del la- 
	do mucoso como del lado seroso. 
	Para ello hicieron un aparato 
	muy sencillO, consistente en un tubo de vidrio con un tapón de 
	hule a través del cual pasa una cánula de vidrio y dos agujas. 
	A la porción de la cánula que lueda dentro del tubo de vidrio 
	SE! le ata un extremo del segmento evertido de intestino cuyo 
	extremo libre ha sido cerrado mediante una ligadura. 
	Por una 
	de las agujas se le pasa una corriente de 95% de 
	°2 y 5% de 
	CC)2 en tanto que la otra sirve para extraer muestras periódi- 
	cas del lado mucoso. Las muestras serosas son tomadas por el 
	extremo exterior de la cánula, que es por donde se introduce 
	~lmbién el volúmen deseado de la solución en estudio. 
	WjLlson (110) adoptó algunas de las caracteristicas del aparato 
	de Pisher y parsons (30) y del aparato de Darlington y ouastel 
	(24) con la ventaja del empleo del intestino evertido, que le 
	permitia una mejor oxigenación de su superficie mucosa. 
	Saltman y Helbock (72) , han hecho estudios de absorción de 
	hierro marcado in vitro mediante un aparato cuyo principio es 
	el mismo que el ce Wilson (110). 
	c) 
	Método de acumulación en anillos de intestino: Agar, Hird 
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	y Sidhu (1) en aminoácidos, Alvarado (2), Crane y Mandelstam 
	(19) Y Crane, Forstner y Eichholz (18) en carbohidratos, han 
	empleado un método bastante sencillo basado en la acumulaci6n 
	tisular de la substancia a estudiar. Consiste en tomar peque- 
	ancho, los cuales son puestos a incubar por el tiempo deseado 
	en un Erlenmeyer conteniendo una soluciÓn de la substancia en 
	estudio y con una corriente de 95% de °2 y 5% de CO? Despu~s 
	de ello, los segmentos de intestino se extraen y se homogenizan 
	determinando en el homogenizado los niveles de la substancia 
	es tudiada . 
	Analizaremos someramente los principales m~todos de cada 
	grrupo, presentados en conjunto: (v~r tablas Nos. 1 Y 2). 
	--------------- 
	- _..~".. _c~- 
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	OBJETIVOS 
	Estudiar en intestino de ratas in vitro si tanto en 
	grados diversos de depauperaci6n como de repletaci6n pro- 
	teica del animal, ocurren cambios en la absorci6n de glu - 
	cosa y si estos se correlacionan con alteraciones morfo16- 
	gi.cas o con el contenido proteico del intestino. 
	-_._------ 
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	A partir de entonces se dividieron en 
	25 
	MATERIAL Y METOOOS 
	A. Animales de Experimentación. 
	Sé ''GiiA'roft~. dos lotes de ratas blancas machos de la raza 
	Sprague-Dowley nacidas para cada lote, en la misma fecha ~ 1 
	di.a, las cuales cespués de 21 días de lactancia materna fue- 
	rCln destetadas y puestas en jaulas con una dieta ba 1anceada 
	(2~ de caseína, descrita más adelante)~ yagua ad libitum d~ 
	grupos de igua 1 número ce ratas 
	~. I cada uno de los - 
	cuales tenían un promedio de peso similar. El lote 1 consis- 
	ti6 de 18 ratas por grupo. El lote 2 de 12 ratas por grupo. 
	(ver diseño experimental). 
	B.Composición y administraci6n de las dietas experimentales. 
	La composición por 5kg de dieta utilizada en los diver- 
	50S grupos experimentales, es la siguiente: 
	No. 1 
	200A, de caseína 
	Caseína (libre de vitaminas) * 
	1,000 gramos 
	Minerales (Hegsted)* (39) 
	200 gramos 
	Alfacel (Harina de celulosa)* 
	100 gramos 
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	Dextrina (Almid6n de maíz)* 
	3,150 gramos 
	Aceite de hígado de bacalao& 
	50 mI. 
	Aceite de Algod6n+ 
	500 mI. 
	Soluci6n de vitaminas 
	250 mI. 
	!i9~-- 5% de Caseína 
	Ca.seína (libre dE vitaminas)* 
	250 gramos 
	Minerales (Hegsted)* 
	(39) 
	200 gramos 
	Alfacel (Harina de celulosa)* 
	100 gramos 
	D•xtr ina (A lmidón dE roa íz) * 
	3,900 gramos 
	Aceite de hígado de bacalao& 
	50 mI. 
	Ac~eite dE; Algodón+ 
	500 mI. 
	Solución de vitaminas 
	250 mI. 
	~~ 
	5% de Maíz 
	Ma,íz Amarillo 
	2,800 gramos 
	Minerales (Hegstec)* (39) 
	200 gramos 
	Dextrina (Almid6n de Maíz) * 
	1,700 gramos 
	Aceite de hígado de bacalao& 
	50 mI. 
	Aceite dE Algodón+ 
	250 ml. 
	Solución de vitaminas 
	250 ml. 
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	Clorhidrato de tiamina* 
	l." gramos 
	Riboflavina, U.S.P.+ 
	1.2 gramos 
	Acido nicotinico * 
	2.0 gramos 
	pantotenato de calcio D.L.* 
	4.0 gramos 
	Clorhidrato de piridoxina* 
	1.2 gramos 
	Biotina (cristalina)* 
	0.004 gramos 
	Acido F6lico* 
	0.008 gramos 
	B12 (al 0.1%)* 
	1.2 gramos 
	Inositol* 
	16.0 gramos 
	Cloruro de Colina* 
	60.0 gramos 
	Acido para-amino benzoico,U.S.P.* 1?.0 gramos 
	Menadiona* 
	0.4 gramos 
	Alcohol a 950 
	1,684.0 ml. 
	Agua destilada,c.s.p. 
	2,000.0 ml. 
	Acido acético glacial 
	2.0 ml. 
	* Nutritional Biochemicals Corp, Cleveland, Ohio. 


	page 32
	Images
	Image 1
	Image 2

	Titles
	28 
	Estas dietas experimentales se administraban a los a- 
	nimales en forma ad libitum, al igual que el agua~ ~o a ~4 
	horas antes del sacrificio, se retiró la dieta experimental 
	de las jaulas de las ratas y el agua de bebida se sustituy6 
	por Dextrosa en agua al l~~, la cual se administr6 también 
	'ad libitum. 
	La raz6n de ello era favorecer la limpi•~a del 
	intestino para el momento del sacrificio, a la vez de man - 
	tenerles una adecuada ingesta ca16rica con el fin de no pro- 
	ducir cambios significativos en los niveles de absorci6n de 
	D-glucosa como consecuencia de la inanici6n absoluta, tal cQ 
	mo ha sido indicado por diversos autores tt4) y comprobado 
	pc:>r nosotros (1.06). 
	c. Sistema de Perfusi6n del Asa Evertida. 
	El método de perfusi6n utilizado fué el descrito por 
	W:ilson (110) con ciertas modificaciones como será descrito en 
	detalle (ver figura No.l). El material empleado para este 
	sistema de perfusi6n fué el siguiente: 
	l. Sistema de regulaci6n de temperatura: Para esto se uti- 
	lizaron dos fTascos de vidrio, cortados, llenos de agua e in- 
	tercomunicados por un sistema de bomba recirculante, la cual 
	a su vez tiene un sistema de precisi6n de temperatura por me- 


	page 33
	Images
	Image 1
	Image 2

	Titles
	29 
	dio del cual se manten1a el sistema de perfusi6n a 38 + Ice. 
	Este aparato de bombeo y regulación de temperatura consistió 
	en un aparato marca Precision-Porta-Temp (Precision Scientific 
	Co., Chicago, 111.). 
	2. Sistema de oxigenación 
	La oxigenaci6n del asa evertida tanto del lado mucoso 
	como del lado seroso se logró por medio de una bomba de perfu- 
	sión constante marca Sigma Motor modelo TM-IO (Sigma Motor 1nc. 
	Middleport, New York). El gas empleado fué 95% de ox1geno. 
	Con este flujo en el lado seroso y haciendo entrar el gas en 
	el sentido vertical se consegu1a también la circulación de la 
	solución serosa. 
	3. Colocación_del asa y funcionamiento del sistema. 
	Minutos antes del sacrificio, se les extra1a a las ratas 
	sangre de la cola para la determinación de proteinas séricas. 
	Para esto la rata era envuelta en gasa dejándole fuera la ca- 
	beza y la cola dnicamente. Esta última se introduc1a en un re- 
	cipiente con agua a 400C aproximadamente, durante 10 minutes 
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	fin de provocarle vasodilataci6n que favo- 
	reciera la toma de la muestra de sangre (22,71). 
	Luego el a- 
	nimal de experimentaci6n era descerebrado con un golpe en la 
	cabeza, con el fin de mantener lo vivo pero inconsciente e in- 
	m6vil para proceder a aislar y obtener el asa que seria per - 
	Especificamente se evitaba la muerte del animal con 
	el objeto que durante este periodo de tiempo, tanto el intes- 
	tino como el higado mantuvieran una adecuada circulaci6n y 0- 
	xigenación que les permitiera conservarse hasta el momento de 
	utilizarlos. 
	Acto seguido se le abría el abdomen en la llnea media 
	y se efectuaban los siguientes pasos: 
	lo.) Se tomaba un segmento delgado de hígado y se ihtroducía 
	rap:idamente en forma lina tamp6n (53). 
	20.) Se identificaba el ~ngulo de Treitz y a 1 o 2 cms. del mis- 
	mo se tomaba dos segmentos de yeyuno de 1 - 2 cms. de largo ca- 
	da uno, uno de los cuales se introducla en un frasquito conte - 
	niendo solución tampón sin glucosa y el otro era abierto longit~ 
	dinalmente y puesto sobre un pedazo de papel filtro grueso so - 
	bre su lado seroso, el cual se introducía prontamente en forma- 
	lina tamp6n a fin de evitar cambios estructurales, visibles al 
	microscopio de luz que sigan a los camb~os u1tramicrosc6picos 
	los descritos por diversos autores (38,119). 
	como 
	30.) A continuación se tomaba un segmento de yeyuno de apro - 
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	ximadamente 12 cms. de largo (ver fotograf1a No.l), separándo- 
	lo cuidadosamente de su mesenterio. En este momento se conside- 
	raba muerta la ra ta y se comenzaba 
	a contar el tiempo que to- 
	maba poner el asa en un medio que mantuviera adecuada integri- 
	dad, oxigenaci6n, humedad y temperatura. Este medio consist1a 
	en una soluci6n tamt?6n compuesta as1 (48, 98) ~ 
	1.NaCl 
	2.KCl 
	3.caC12 
	6.NaHC03 
	o . go" 
	1.15% 
	1.22% 
	2.11% 
	3.82% 
	Estas soluciones individuales son entonces mezcladas en la si- 
	gu.iente proporci6n: 
	100 partes de la soluci6n 1 
	4 partes de la soluci6n 2 
	3 partes de la soluci6n 3 
	1 parte de la soluci6n 4 
	1 parte de la soluci6n 5 
	21 partes de la soluci6n 6 
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	Una vez mezcladas en esta forma no fué necesario volver- 
	le a pasar gas como recomienda umbreit, Burris y Stauffer ('98} 
	ya que tenia un pH de 7.4. A la soluci6n asi preparada se agre- 
	96 D-glucosa para obtener una concentraci6n ce 0.1%. 
	Al extraerse el segmento intestinal, era puesto inmediata- 
	mente en un vaso de precipitar 
	conteniendo dicha soluci6n a 
	38-390C de temperatura. Dicho segmento era lavado con esa mis- 
	ma soluci6n a fin de extraer de su lado mucoso cualquier posible 
	resto alimenticio. 
	40.) Después de ello, se introduc1a cuidadosamente a través de 
	su lado mucoso un alambre delgado de acero inoxidable con una 
	pequeña dilataci6n en su punta, a la cual se ataba el intestino 
	en su porci6n cistal con el fin de evertirlo. Una vez evertido, 
	el extremo libre del intestino se introducia en la cánula su - 
	perior del sistema (a), (ver figura No.l) la cual previamente 
	se habia introducido dentro del tubo de vidrio (b) que se lle- 
	naba posteriormente con 10 que constituye el medio de perfusi6n 
	mucoso. 
	Este extremo del intestino era deslizado sobre dicha 
	cánula con un excedente de aproximadamente 1-2 cms. atándolo - 
	luego al extremo dilatado de ésta, a fin de evitar que quedara 
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	como parte funcionante del asa un segmento de intestino que 
	habia sido manipulado. 
	50.) El extremo del segmento intestinal que habia quedado unido 
	al alambre de acero era seccionado y por ~l se introducia una 
	(,'pequeña conecci6n de vidrio (c), c1elgad~ de l-/. cms. de largo 
	con un pequeflo estrechamiento en su parte media la cual se ha- 
	c'1a avanzar con cuidado /.-3 cms. dentro del asa, sitio en el 
	que ésta se ataba. Las porciones de intestino sobrantes en am- 
	1:>08 extremos eran resecad.as. Durante todo este proceso se man- 
	tenia el intestino dentro del tamr;>6n para evitar que se secara. 
	60.) Esta uni6n de vidrio se introducia entonces en la luz de 
	un pequeño segmento c;e hule (o) que la cQhec:taba con el sistema 
	(3e perfusi6n seroso, que atraviesa un tap6n de hule (e), que - 
	dando asi separados ambos lacos ce la pared intestinal. 
	70.) La uni(~_ad que constitu1an el intestino con sus conecciones 
	superior e inferior se hacia avanzar entonces dentro del tubo 
	de vidrio (b), evitando que la mucosa rozara sobre sus paredes: 
	luego se aseguraba el tap6n (e) en el extremo inferior. 
	80. ) 
	Traccionanco suavemente la uni6n superior del asa intes- 
	tinal, se lograba estirarla convenientemente e Esta posici6n 
	se manten1a mediante un pedazo de cinta adhesiva que fijaba la 
	x"A:- " 
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	cánula superior a otro tapón perforado (f) colocado en el 
	extremo superior del tubo de vidrio. En esta forma quedaba cOill 
	pletamente armado el sistema de incubación del intestino, el 
	cual era sostenido por un pié de metal en posici6n vertical. 
	90. ) 
	Se efectuaban las conecciones para el paso de gas (g,h) 
	y se introducia dentro del recipiente empleado para el mante- 
	nimiento de la temperatura. (ver fotografia No.2). 
	100). 
	Se procedia 
	entonces a la introducci6n del tampón con 
	glucosa en ambos lados mediante jeringa, primero en el lado mu- 
	CC)SO (16.0 ml) y luego en el seroso (15.0 ml),esto íiltimo a tra 
	vés de una de las entradas de la llave de tres vias (1). El ni 
	VE!l seroso siempre se estabiliz6 entre 2 y 3.5 cms. por arriba 
	de!l nivel mucoso, para evitar exceso de presi6n hidrostática 
	del lado seroso (110). 
	11.0.) Se ponia a funcionar entonces la bomba de perfusi6n cons- 
	tante que regulaba el paso del gas, momento que se consideraba 
	como el inicio del funcionamiento del experimento, el cual du- 
	raba una hora. 
	El tiempo empleado desde que se separaba de la 
	rata el segmento de intestino hasta que comenzaba a oxigenarse 
	el sistema era de 10 a 11 minutos. A partir del momento en que 
	comenzaba a funcionar el sistema se tomaban muestras de aproxi- 
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	madamente 0.4 ml de la soluci6n de cada lado a intervalos de 
	15 minutos. Cada 15 minutos también se tomaba la temperatura 
	del liquido del lado seroso la que se mantenia dentro de los 
	U.mi tes ya indicados. 
	Al cabo de una hora de funcionamiento 
	roso y los vol6menes finales de ambos lados. de los que se 
	tomaba muestra también para la determinaci6n de glucosa. 
	El 
	asa que habia sido incubada se media usando en su extremo in- 
	ferior un lastre de 17.887 gramos de peso para evitar la con- 
	tracci6n de su musculatura (~Q3) (ver fotoqraf1as Nos.3 y 4) 
	y a continuaci6n se pesaba previo secado cuidadoso. Igualmen- 
	t4:! era pesado entonces el segmento de intestino que se habia 
	eJctraido inicialmente y que habia permanecido hasta entonces 
	eIl la soluci6n tamp6n' sin glucosa. Esto se efectuaba después 
	de haber le quitado los remanentes de mesenterio y de s'ecarlo 
	cuidadosamente haciénd~lo rodar sobre papel filtro. Este seg- 
	mento entonces era congelado.para determinar en él nitr6geno 
	tota l. 
	4. Verificaci6n de funcionamiento del asa. 
	Con el fin de verificar el funcionamiento adecuado del !. 
	sa evertida y perfundida, se efectuaron los, siguientes experi- 
	- ~_._--._-- 
	~.~ 
	'--' ' "..-' 
	ódel sistema de perfusi6n se media la velocidad del flujo se- 
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	empleando para ello ratas consideradas como normales, - 
	que hasta el momento del sacrificio habían permanecido en die- 
	ta balanceada (2~~ de caseína). 
	a.) Comprobación de la integridad de la pared., En varias opor- 
	tunidades de corridas experimentales del sistema de perfusión, 
	centraci6n de azul de Evans al 1/5000 con el objeto de determi- 
	na,r si existía perforación microscópica del asa o alguna otra 
	complicación que permitiese el paso libre de solución del lado 
	mu,coso a 1 lado seroso o viceversa. 
	b). Determinación de la existencia de transporte activo en el 
	asa perfundida. 
	Con el fín de verificar que existía un proceso 
	activo de absorción de glucosa y de tratar de cuantificar la 
	c~~tribución en la absorción de ésta por difusi6n, se hicieron 
	experimentos con asas evertidas de yeyuno a las cuales 
	puso unicamente de un lado (seroso o mucoso), soluci6n 
	tampón con glucosa a la concentración de 0.1% y solución tam- 
	p6n con NaCN al 0.01 M en ambos lados (~4). 
	c.) Efectos de diferentes concentraciones de glucosa en el medio 
	de incubación. Para' llevar a cabo estos estudios se tomaron 
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	asas evertidas de intestino las cuales se incubaron con ni- 
	El funcionamiento del sistema de perfusión fu~ tal y como se 
	ha descrito. 
	d). Estudios de absorción intestinal empleando vo1úmen reduci- 
	dClce liquido del lado seroso. Para poder detectar con facili- 
	dad cualquier aumento de concentraci6n de glucosa en el lado 
	s•:roso, por pequeño que este fuera, se empleó en este lado un 
	reducido volúmen de liquido (4.0 mI). El resto del proceso fu~ 
	igual al ya descrito. 
	Se hizo un experimento en el 
	cual, además del medio ya indicado conteniendo 100 mg de glu- 
	cosa por 100 mI de soluci6n tamp6n, se agreg6 4 microcuries 
	de glucosa uniformemente marcada obtenida de la casa Nuclear 
	Chicago, en el liquido que bañaba el lado mucoso. En el lado 
	seroso, se emple6 un volúmen total de 4.0 mI de solución tam- 
	p6n con glucosa al 0.1% sin radioactividad. La actividad espe- 
	cifica de la glucosa agregada era de 50 microcuries por mM de 
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	glucosa. Las muestras obtenidas durante el periodo de incu- 
	baci6n de una hora utilizado usualmente para la incubaci6n 
	de las asas, fueron además contadas en p1anchetas de a1umi- 
	nio, utilizando el sistema de delgadez infinita (muestras de 
	rn~nos de / mg de peso) con un contador de flujo gaseoso de la 
	tasa Nuclear Chicago. En este experimento, además de determi- 
	nar la cantidad de glucosa de ambos lados de la pared intes- 
	tina1 y sus cuentas por minutt> se homogeniz6 el asa después 
	de haber la colocado en agua destilada y luego se hirvi6 por 
	un periodo de 60 minutos. Con esto se precipitaron proteinas 
	las cuales fueron centrifugadas y el sobrenadante se sec6 con 
	calor y corriente de aire, habiéndose tomado el residuo en 
	2 m1 de alcohol absoluto. De este liquido se tomaron muestras 
	pa:ra ser contadas de manera idéntica a las muestras serosas y 
	rnutCosas. 
	D. Determinaciones Bioquimicas y Estudios Histo16gicos. 
	1. Las determinaciones de glucosa se hicieron por el método de 
	G1ucosa-Oxidasa (S8,59, 81,94 ), el cual es especifico para 
	este azúcar. Para ello, de las muestras extra idas de cada 1a- 
	do se tom6 una alicuota de 105 lambdas, la cual fué puesta en 
	tubos conteniendo 2.3 mI de agua destilada y 0.8 mI de so 
	x1;. 
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	luci6n de Ba (OH)2: 5-10 minutos después se les agreg6 0.8 mI 
	- de soluci6n de Zn (5°4) de acuerdo al m~todo de Somogyi 
	(B2, 83). En esta forma quedaban las muestras en condiciones 
	de ser corridas para la determinaci6n de glucosa previa cen - 
	trifugaci6n para separar el precipitado proteico formado (4). El 
	resto de las muestras extraidas era congelado en ese mismo 
	momento. 
	Las proteinas séricas totales fueron determinadas el mis- 
	mo d1a de extra1da la muestra de sangre, mediante el empleo 
	del refract6metro de lectura directa TS Meter, Model 10401 de 
	la American Optical Co. (Instrument Division. 
	Buffalo, New 
	York. ) 
	El nitr6geno total del intestino fué determinado por el 
	mierométodo de Kjeldahl (3,36). 
	2.Lros segmentos de h1gado e intestino fijados en formalina 
	tamp6n a pH7.0 para estudios histo16gicos, fueron coloreados 
	con hematoxilina-eosina habiéndose tomado dos secciones de in- 
	testino para cada rata: uno circular para hacer mediciones d~ diá 
	metro intestinal 
	y otro longitudinal para estudiar la estruc- 
	y medir la superficie de absorci6n, altu- 
	. tura del intestino 
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	de vellosidades, espesor de mucosa, espesor de capa muscular 
	espesor total de pared. Para ello se tomaron fotografias re - 
	esentativas de cada uno de los segmentos a 3.5 x 10 x 1/3 au- 
	ntos.Las microfotografias fueron ampliadas 9.26 veces para e- 
	mediciones ya mencionadas (9), las que se hicieron 
	n una zona del intestino representativa del resto de acuerdo 
	on Shiner y Drury (76),Astaldi et al. (5) y otros (92). 
	Dichas mediciones se efectuaron en un promedio de 3 vellosi- 
	ades para cada secci6n, por medio de un curvimetro(K+E,old 1741) 
	ra la superficie de absorci6n y mediante un calibrador (Helios) 
	al 0.001 de cm para las mediciones longitudina- 
	ilustra en la fotografia No.S. Ambos instrumen- 
	se calibraron a una escala objetiva de 1 mmde lar- 
	o graduada en centésimos, a la cual se le tom6 una microfotogra- 
	fia en las mismas condiciones que a las piezas histol6gicas, para 
	uego ser igualmente ampliada. 
	Con base en las anteriores mediciones se calcu16 la superficie de 
	bsorci6n total del asa incubada,asumiendo que las vellosidades in- 
	testinales tienen forma de conos y que éstos son rectos y apuestos 
	Para ello se desarroll6 la siguiente 
	en sus bases. 
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	de absorción total del asa incubada = superficie de ab- 
	la circunferencia intestinal x longitud del asa x 0.7854. 
	la superficie de absorción de la circunferencia intestinal= 
	la superficie de absorción de las vellosidades x circun- 
	la base de dichas vellosidades. 
	0.7854 multiplicado por el área serosa equivale al área 
	implantación de las vellosidades¡ este factor se aplica ya que 
	ta á:rea no contribuye a la superficie de absorción.Dicho factor 
	obt.enido de la comparación entre el área de uno, o la suma del á- 
	a de varios circulos,con el área de una, o la suma de varias supe~ 
	1 área del circulo dentro de dicho cuadrado será igual a: área del 
	. 2 ' 
	El estudio de la histologia hepática incluyó cambio grasiento y 
	distribución, vacuolización nuclear, número de células con núcleo 
	ande (poliploides) y número de células multinucleadas asi como u- 
	apreciación general de la celularidad y arquitectura hepáticas. 
	numeración de los núcleos se hizo en base al segmento de higado 
	128 aumentos. 
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	DISEÑO EXPERIMENTAL 
	Como se indicara inicialmente, las ratas después de 21 
	dias de lactancia materna fueron destetadas (32) y puestas~Qn ja~ 
	las con una dieta balanceada a 2~~ de caseina yagua ad li - 
	bitum durante una semana. A partir de entonces se dividieron 
	en tres grupos de 18 ratas, cada uno de los cuales tenia un 
	promedio de peso similar. Las ratas del primer grupo o grupo 
	c<:mtrol continuaron con dieta de 2~~ de caseina. Las ratas 
	dE~l segundo grupo fueron puestas en dieta de 5% de caseina y 
	las del tercer grupo en dieta con proteina de maiz al 5%. A 
	los tres grupos se les suministr6 agua ad libitum. En dicha 
	dieta experimental permanecieron durante 4 semanas al término' 
	dE~ las cua les comenzaron a ser sacrificadas en número de tres 
	celda dia (una de cada grupo), por tres dias consecutivos al 
	inicio de cada semana, por un periodo de tres semanas. 
	A par- 
	tir de entonces se inici6 la etapa de recuperaci6n total o 
	parcial consistente en cambiarles dieta a las ratas que esta- 
	ban con 5% de caseina y 5% de maiz, pasándolas a dieta de 
	2~~ de caseina y 5% de caseina respectivamente. Las ratas que 
	habian estado con dieta de 2~~ de caseina continuaron igual. 
	Tanto la dieta como el agua continuaron siendo administradas 
	ad libitum. 
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	Cuando tenian 1, 2 Y 3 semanas de haber sido puestas 
	en dieta de recuperación, fueron sacrificadas las ratas res- 
	tantes 
	siguiendo un programa igual al anterior. (ver esque- 
	roa NO.2). 
	Las ratas de cada grupo se distribuyeron en tres sub - 
	grupos de seis cada uno, de acuerdo a la tendencia a ganar 
	o perder peso observada durante los dias previos a la fecha 
	de inicio de los sacrificios y con base en el peso tomado dos 
	dias antes de dicha fecha. 
	De esta manera se tomaba una ra- 
	ta de cada subgrupo para ser sacrificada cada semana a fin 
	de tener en cada semana de sacrificio una muestra homogénea, 
	representativa del grupo total. 
	Estos tres subgrupos estaban constituidos asi: 
	l. Para las ratas con dieta de 2~/o de caseina: 
	2. Para las ratas con dieta de 5% de caseina: 
	a. ratas cuyo peso habia permanecido estable o con aumento de 
	hasta 10 gramos durante el periodo de dieta experimental. 

	Tables
	Table 1


	page 52
	Images
	Image 1
	Image 2
	Image 3

	Titles
	rt) 
	(\J 
	(\J 
	O 
	rt) 
	o 
	.; 
	.- 

	Tables
	Table 1
	Table 2
	Table 3


	page 53
	Images
	Image 1
	Image 2
	Image 3
	Image 4
	Image 5

	Titles
	44 
	con aumento Ge 11 a 18 gramos de peso. 
	con aumento de 19 o más gramos de peso. 
	.3. Para las ratas con dieta de 5% de maiz: 
	a. ratas cuyo peso habia permanecido estable o con tendencia 
	~ disminuir hasta 6 gramos durante el periodo de dieta expe- 
	rimenta l. 
	cuyo peso habia aumentaoo entre 2 y 7 gramos. 
	cuyo peso habia aumentado 8 o más gramos. 
	El orden de sacrificio de las ratas también se distribuy6 
	dE! manera que no fuera a haber tendencia a comenzar sacrifican- 
	d() siempre las ratas de un determinado grupo Y dejando por úl- 
	timo las de algún otro de ellos;de esta manera se evitarian po- 
	s:ibles cambios en los resultados. 
	Con este fin se hizo una distribuci6n en forma de cuadrados la- 
	asi~ 
	- _.---- 
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	Este mismo orden se repitió dos veces más en las cuatro 
	semanas restantes del sacrificio. También se les hizo cálcu- 
	los de ingesta alimenticia durante 24 horas cada semana. 
	Hubo necesidad de emplear un segundo lote de 36 ratas, 
	debido a que con el primero se pudo observar que los pesos 
	obt~enidos tanto del asa incubada como del segmento intestinal 
	a •'mplearse en la determinación de nitrógeno, no eran exactos 
	ya que el asa incubada era pesada después de haber hecho fun- 
	cionar el sistema durante una hora, más el tiempo requerido 
	para hacer las otras determinaciones (voldmenes finales y - 
	longitud del asa): la muestra intestinal tomada para medir 
	el nitrógeno total era pesada igualmente después de más de 
	una hora de haber sido extra ido el segmento de intestino, tie~ 
	po durante el cual habia permanecido en la solución tampón 
	sin glucosa. Esto 
	hacia entonces que al momento de tomarse 
	el peso, la mucosa estuviera ya bastante friable o autoliza- 
	da, según el caso, con lo que al tratar de quitarle el exce- 
	so de liquido de su superficie y de su interior, por muy - 
	cuidadoso que se fuera quedaban en el papel filtro cantida- 
	des apreciables de ella. Este segundo lote de ratas consis- 
	tente en 12 para cada tipo ae dieta se trató de manera idén- 
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	primero, sacrificándolas ftnicamente al cumplir 4 y 
	6 semanas de dieta de depauperaci6n y 1 Y 3 semanas ce dieta 
	de recuperaci6n. 
	ente (3 a 5 minutos de muerta la rata) con el fin de evi - 
	ar el problema anterior. 
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	RESULTADOS Y DISCUSION 
	aracterísticas de los animales experimentales. 
	Las fotografías Nos. 6, 7 Y 8, corresponden a las ratas 
	caseína, 5% caseína y 5% maíz respectivamente. Las ra - 
	(j'" 
	las dietas de 5% de caseína y 5% de máiz se mantuvieron 
	con un peso reducido, una longitud marcadamente inferior a la 
	del grupo de 200,,{. de caseína y presentaban alteraciones en la 
	piel caracterizadas por escasez del pelo que en casos extremos 
	llegaba hasta la pérdida de prácticamente un 50%. Las ratas de- 
	pauperadas eran a la vez más irritables, menos fuertes, y en - 
	general presentaban un aspecto poco saludable. 
	1. Ingl;!sta alimenticia. 
	En la tabla No.3 se puede observar la ingesta alimenti- 
	las ratas experimentales del lote 1, expresada en miligra- 
	mos de dieta ingerida por kilogramo por día. Es importante notar 
	en dieta de depauperación tanto de caseína como de 
	con frecuencia alimento alrededor del recipiente, 
	el cual era medido y anotado como nó ingerido. A pesar de esto, 
	es francamente mayor en estos grupos que en el grupo 
	20% de caseína, siendo mayor en el de 5% de maíz :1ue 
	'11 
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	el de 5% de caseina. Durante la sexta semana de dieta expe- 
	cuando las ratas en 5% de caseina y 5% de maiz pa - 
	ron a 20% de caseina y 5% de case1na respectivamente, se no- 
	un descenso en la ingesta alimenticia que acompafia a la mejoria 
	la dieta. La medici6n peri6dica de la ingesta ali- 
	los animales del lote 2 arroj6 valores esencialmen- 
	e id¡énticos a la ya descrita del lote l. 
	. Peso. 
	-- 
	El peso de las ratas experimentales para un total de 63 
	ias, se muestra en la tabla No.4~ es notable el aumento de pe- 
	o del grupo control, aunque a una velocidad gradualmente de - 
	reciente (52), comparado al de los grupos en dietas de depau- 
	eración los cuales mostraron una franca estabilidad en el pe- 
	o. Sin embargo las ratas en 5% de caseina alcanzan pesos li - 
	eramente superiores a los de 5% de maiz. Al establecerse el 
	ambio a dietas de recuperaci6n, se observa un cambio dramá- 
	ico en el grupo de 5% de caseina que pasó a 20% de caseina. El 
	rupo de 5% de maiz que siguió con 5% de caseina, muestra esen- 
	ialmente el mismo patr6n de crecimiento de la dieta previa. 
	stos resultados se expresan tambi~n en la gráfica NO.! en don- 
	-- -~-,~---",~~,~--",-,-'-'~'~ 
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	de además se nota la respuesta prácticamente idéntica, tanto en el 
	lote 2, a las dietas experimentales. 
	En la gráfica No.2 se muestra el peso de las ratas expe- 
	rimentales del lote 1 el dia del sacrificio. En general se ob - 
	l. Los pesos de las ratas en el grupo control fueron desde 248 
	a 414 gramos de promedio, las de 5% de caseina de 50 a 99 gramos 
	durant,e la ingesta de dieta pobre y de 148 a 239 gramos al colo- 
	cárseles en dieta de 20% de caseina. Las ra'tas en la dieta de 5% 
	de maiz muestran los promedios de 71 a 93 gramos durante la die- 
	ta de depauperaci6n y de 76 a 104 gramos al colocárseles en la 
	de 5% de caseina. 
	3. Pro,teinas Séricas. 
	Los valores obtenidos de proteinas séricas totales de las 
	experimentales expresados en gramos/IOO 
	mI de suero, se 
	tabla No.5. 
	Durante las semanas 4a., 5a. y 6a. se 
	que el grupo control tiene valores de proteinas séricas 
	significativamente mayores a los de los grupos de depau- 
	peraci6n y comparables a los obtenidos por otros autores (35). 
	entre si, no mostraron diferencias significativas. Sin em- 
	al colocarse a estos óltimos grupos en sus respectivas die- 
	- ~ '-- ..-, ~- -----.-----._._--- 
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	;as de repletación, aparecen diferencias significativas entre 
	os tres grupos, particularmente debido a un aumento rápido de las 
	roteinas s~ricas totales en el grupo de 5% de caseina que pasó 
	dieta de 2~~ de caseina. 
	Estos resultados se aplican tanto al 
	lote 2 de ratas experimentales y demuestra de nue- 
	o el efecto en proteinemiaocasionado por las diversas dietas, 
	por otros autores (95,97). 
	En estos experimentos no se hizo separación electrofor~- 
	de fracciones proteicas del suero ya que en experiencias 
	obtenidas durante las fases preliminares de este tra- 
	ajo, se habia notado que los valores de a1bümina siguen de mane- 
	ra paralela a los valores de proteinas s~ricas totales (106), tal 
	en casos de MPC en humanos (25,40,107,108) y 
	como se ha descrito 
	en deficiencias alimenticias de diversas especies animales (62,63) 
	siempx'e y cuando la deficiencia proteica sea importante (73). 
	considerando este índice de nutrición proteica y el cambio 
	de peso observado durante las dietas experimentales de oepaupera- 
	ci6n y de repletación, se puede indicar con certeza que los grupos 
	de ratas en dietas pobres en proteina mostraban un d~ficit pro - 
	teico marcado el cual era rápidamente restituido en t~rminos de 
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	roteinas séricas al colocarse al grupo de 5% de case1na en una 
	ieta adecuada en contenido proteico. Los valores del peso de 
	ste 61timo grupo, aunque no llegan a los pesos obtenidos en el 
	'rupo control, si indican un rápido aumento que significa re - 
	letaci6n proteica, en base a una alta raz6n de eficiencia pro- 
	eica de esta dieta (12). 
	. Histolog1a Hepática. 
	Con miras a una mayor documentaci6n respecto al estado de 
	proteico de las ratas experimentales, se hicieron eva- 
	de cambio grasiento y de caracter1sticas de las célu- 
	en cortes histo16gicos obt•nidos en la época del 
	los diversos grupos experimentales. 
	El tamafio de las células hepáticas en los grupos depaupe- 
	era .en general menor y por lo tanto el n6mero de hepatocitos 
	mayor, lo cual en cierta forma está en contra de lo 
	otros autores en cuanto a 
	h1gado 
	(43) Y otros te- 
	La tabla No.6 expresa el promedio de cambio grasien 
	jidos (52). 
	to por rata de cada lote durante las épocas de depauperación y r~ 
	pletaci6n, subdividido en cambios fino y grueso. Es ampliamente 
	conocido que tanto en humanos como en animales (33,37,91,107), el 
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	mbio grasiento fino precede al cambio grasiento grueso. Es in- 
	resante notar que en las ratas consumiendo la dieta control de 
	% de caseina, el cambio grasiento era muy leve, prácticamente 
	existente, tanto en forma fina como en forma gruesa, 10 cual se 
	dentro de los limites normales. El cambio observado en 
	consumiendo 5% de caseina durante la ~poca de depaupe- 
	ci6n indica que existe un marcado aumento en la presencia de 
	.rasa hepática la cual es mayor en forma de depósitos gruesos que 
	fina. Sin embargo, al pasar estos animales a una 
	ieta adecuada en proteinas, se observa un descenso marcado en la 
	steat:osis hepática tanto fina como gruesa. En las ratas consumien 
	o 5% de maiz, tambi~n se observa un cambio grasiento (75) de 
	similares a las del de 
	5% de caseina aunque predomi 
	Esto coincide con 
	a el cambio grasiento fino sobre el grueso. 
	o reportado por otros autores, tanto en humanos (60) como en ani- 
	les (43), no llegando a observarse áreas francas de necrosis co 
	o ha descrito Goettsch (34). Al cambiárse1es a dieta de 5% de - 
	aseina persiste el cambio grasiento, pero en este caso existe un 
	escenso en el cambio grasiento fino con incremento en el cambio 
	grasiento grueso, 10 cual indica una tendencia a semejarse más al 
	de 5% de caseina durante el periodo de depauperaci6n. 
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	Es importante notar que los cambios obtenidos en los 
	nima1es depauperados al cambiárseles de dieta, ocurren de manera 
	desde la 7a. a la 9a. semana de dietas experimentales. 
	Con respecto a la evaluaci6n de la presencia de vacuo1as 
	de interpretación dudosa, se nota que el grupo con - 
	un número constante de núcleos vacuo1ados mien - 
	número es menor en las ratas depauperadas tanto - 
	ingiriendo caseína como maíz (tabla No.7). Sin embargo, al co- 
	locarse estas ratas en dietas de repletaci6n, se observa un 
	franco aumento en ambos grupos el cual es particularmente no - 
	torio al compararlo con los valores obtenidos durante la época 
	de depauperaci6n . La presencia de núcleos po1ip10ides y de cé- 
	lulas binuc1eadas refleja el grado de síntesis proteica celular 
	la síntesis de ácido desoxiribonuc1eico (DNA) en 
	el sentido de que en ausencia de síntesis proteica adécuada, la 
	celular se interrumpe después de que ha habido dup1ica- 
	ci6n de DNA (96). Si este es el caso, debería de observarse en 
	los grupos depauperados un incremento tanto en núcleos po1ip10i- 
	en el número de células binuc1eadas. Efectivamente tan- 
	grupo de 5% de caseína como el de 5% de maíz, los cam- 
	bios de núcleos po1iploides y de células binuc1eadas sí indican 
	un aumento relativo de DNA sobre síntesis proteica. Es intere - 
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	ante sin embargo notar, que este incremento total se observa 
	expensas de célula~ binucleadas ynó de n6cleos 
	Durante el periodo de repletación, se observa lo 
	a indicado con respecto al cambio grasiento hepático como es 
	e el grupo de 5% de caseina que pasó a una dieta rica en 
	se aproxima a los valores del grupo co~ 
	rol como se manifiesta por un descenso del n6mero total de n6- 
	leo s poliploides mas células binucleadas a expensas del n6mero 
	e estas 6ltimas con un ligero aumento del n6mero de n6cleos po- 
	liplc)ides (90). Por otro lado, el grupo de 5% de maiz que se a- 
	5% de caseina muestra una estabilización 
	en los va- 
	tanto de núcleos poliploides como de células binucleadas. 
	Como resumen de la caracterizaci6n de los animales expe- 
	rimentales, puede indicarse que se obtuvo una deficiencia proteica 
	en el grupo de 5% de case1na como en el de 5% de ma1z duran- 
	periodo de depauperación y que el grupo de 5% de caseina i- 
	una repletación proteica rápida al pasársele a una dieta a- 
	mientras que el grupo de 5% de maiz persistió con defi - 
	ciencia proteica aún al colocársele en dieta de 5% de caseina. 
	La raz6n de cambiar la dieta de 5% de ma1z por la de 5% de pro- 
	teina, se basó en que la dieta de 
	5% de maiz es más deficiente 
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	de 5% de caseina con respecto a su valor proteico. 
	Se es- 
	raba que las ratas consumiendo maíz se adaptasen a un metabolis- 
	proteico más deprimido que pudiera responder significativamen- 
	e a la mejoria de dieta que acompaftaba al cambio de 5% de maíz 
	caseina~ de esta manera esperábamos obtener el contraste 
	n el periodo de repletaci6n entre una repletaci6n 6ptima y una - 
	ple~taci6n sub6ptima. Sin embargo, en base a las caracteristicas 
	e los animales, a sus proteinas séricas 
	y a la histología hepá- 
	.iea, podemos afirmar que las ratas en 
	5% de maíz persistieron 
	on lm grado muy similar de desnutrici6n al colocárseles en una 
	ieta de 5% de caseina. 
	. Peso. 
	La tabla número 8 muestra los valores del peso de yeyuno pro- 
	ratas experimentales tanto del lote 1 como del lote 
	2 en miligramos por centímetro de longitud. Es fácil notar un me- 
	para el intestino de los animales del lote 1 que para los 
	Esta disparidad se debi6 a que en el proceso de pre - 
	intestino para ser pesado 
	se perdi6 mucosa intesti- 
	nal en el lote 1 debido a cambios auto11ticos, en contraste con 
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	1 lote? en donde la pesada se hizo inmediatamente después de 
	el animal evitando estos cambios y preservando de 
	la integridad intestinal. Los pesos mostrados para 
	por lo tanto los pesos verídicos para los anima- 
	les en ambos lotes. A este respecto es importante notar que los 
	cambios observados con las diversas dietas muestran la misma ten 
	ambos lotes. Puede observarse que durante las semanas 
	6a. de dietas experimentales, existe una diferencia - 
	ampliamente significativa entre el peso por centímetro 
	del in- 
	test:ino de los animales en el grupo de 200A, de caseína con res- 
	los grupos de depauperación. 
	Durante las semanas 7a. a 
	los grupos depauperados 
	fueron cambiados de dieta 
	se ()bserva un aumento en el peso por centímetro de intestino de 
	las ratas de 5% de caseína que estaban entonces recibiendo la die 
	200~ de caseína, lo que las hace significativamente diferen- 
	ambos grupos 
	depauperados antes de la repletación proteica. 
	5% de maíz mantuvo valores idénticos durante la in - 
	caseína al 5%. 
	2. contenido de nitrógeno. 
	Con el objeto de analizar la razón de la diferencia en pe- 
	so de intestino por centímetro de longitud, se hizo énfasis en la 
	--- ~--, ~--.~ ----- 
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	eterminaci6n del co~tenido proteico del intestino, lo que se 
	en la tabla No.9. Aqui se aprecia de nuevo lo ya expre- 
	términos de peso por centimetro de yeyuno, corno es que 
	os intestinos del lote 1 perdieron mucosa propiamente dicha al 
	para la obtención del peso. Esto arroja valores 
	de nitr6geno más altos para este lote que los del lote 2. Deben 
	e nuevo considerarse corno valores reales 
	los mostrados para 
	1 lote 2, not§ndose que el contenido de nitr6geno por gramo de 
	peso era prácticamente idéntico en todos los lotes experimenta- 
	les estudiados. Asociando estos resultados a los ya descritos 
	de peso por centimetro de intestino, sin embargo es fácil com- 
	probar que el contenido de proteina 
	por centimetro de intesti- 
	no es n&yor en los grupos control de 20% de caseina. 
	3. Caracteristicas histo16gicas. 
	El estudio histológico de cortes longitudinales de la mu- 
	cosa yeyunal de todas las ratas empleadas en este trabajo no mos- 
	tró cambios evidentes comparando las ratas depauperadas con las 
	ratas control. 
	Los cambios histológicos a que nos referimos, fue- 
	evaluación de 
	la forma de las vellosidades y la presen- 
	indentaciones en el revestimiento celular mucoso, de cé- 
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	mucosas y de infiltrado celular inflamatorio. 
	Con el objeto de disociar aún más las diferencias obteni- 
	cuanto al contenido de nitrógeno del intestino, se consi- 
	deró importante determinar si el menor contenido de éste en las 
	ratas depauperadas ocurría primordialmente a nivel de la vellosi- 
	la mucosa total o de la capa musculqr intestinal, ya que 
	sabido, en ratas, 
	el músculo del intestino constituye 
	alrededor de la mitad de la proteina intestinal (61,84). Con tal 
	hicieron mediciones de estas tres partes constitutivas 
	del intestino, 10 que se muestra en la tabla No.lO. 
	Estas medi- 
	dones demuestran que el diférente contenido de nitr6geno intes- 
	tinal se observa tanto a nivel de las vellosidades como de la 
	mucosa total o del espesor muscular. Estos datos reflejan 10 ya 
	descrito en niños con diversos grados de MPC (6), aún cuando hay 
	ienes no han encontrado cambios en la altura de las vellosida- 
	condiciones similares (11). Los datos encontrados se co- 
	rroboran al comparar el espesor total de la pared en los grupos 
	experimentales estudiados durante el período de depauperación. 
	el período de repletaci6n proteica, las ratas de 5% de 
	caseína 1ue pasaron a 20% de caseína, de nuevo muestran una fran 
	ca tendencia a aproximarse a+ grupo control, ya que ninguna me- 
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	ida es significativamente diferente en ambos grupos. Los cam- 
	intestinales del grupo de 5% de maíz de nUEVO mUEstran lo 
	a indicado en Estado general del animal, proteinas s~ricas y 
	histológicos de hígado, como es que se mantienen sin 
	ejoría a pesar 
	del cambio a 5% d• caseína. 
	Los cambios notados en las mediciones de la pared intes- 
	acompañados de una disminución de la circunferencia 
	intestino (68) como se demuestra en la misma tabla 
	de la existencia de Estos cambios significativos, 
	superficie total de absorción en cm2¡cm 10ngi- 
	tud intestinal, se observa que 
	las diferencias entre dietas y 
	grupos de depauperación o de rE.p1etación, pierden significa- 
	ci6n estadística con la excepción del grupo de 5% durante las 
	a 9a. que es diferente a los demás 
	grupos. Sin 
	se observa una disminución de la superficie de ab- 
	sorción por centímetro de longitud intestinal en los grupos de 
	depauperación tanto durante la 4a. a 6a. semanas como de la 7a. 
	semanas. 
	Con el objeto de determinar si El peso del intestino es 
	particularmente afectado por la dieta pobre en proteinas, se han 
	registrado gráficamente el peso del intestino en miligramos por 
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	entímetro de longitud en la abscisa y el peso de las ratas en 
	ramos, en la ordenada. 
	El resultado expuesto en las gráficas 
	que existe un aumento correlativo entre el peso 
	e la rata y el peso del intestino en miligramos por centímetro, 
	on una ecuaci6n de regresi6n de Y = -97' + 11.64 X para el lote 1: 
	y = -302 + 12.58 X para el lote 2, con coeficientes de corre la- 
	i6n de 0.814 y 0.839 respectivamente, lo cual indica que el cam- 
	io en el peso de intestino en los diversos grupos de dieta es- 
	tá marcadamente influenciado por el cambio de peso de las ratas 
	Esto pued~ interpretarse como un índice de que en 
	la rata desnutrida el cambio en el peso intestinal es consecuti- 
	peso total de la rata; puede decirse que n6 
	daño específico al intestino por las dietas pobres en 
	sino que es un cambio general. 
	En otras palabras, la 
	eons1:itución tisular de la rata pequeña por deficiencia protei- 
	ea inducida por las dietas de 5% de caseína y 5% de maíz es igual 
	las ratas controles alimentadas con dieta de 2~~ de ca- 
	Esto ha sido ya sugerido en otras oportunidades por Mén- 
	la Vega y Tejada (60),.y contrasta con lo observado en ni- 
	ños severamente desnutridos en donde la mucosa intestinal parece 
	estar más afectada que la ~sa tisular total del organismo. Esto 
	---~-- 
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	ha explicado en base a que la mucosa intestinal tiene un re- 
	:más rápido. 
	Se ha sugerido que de igual manera 
	como la depauperación proteica ocurre :más rápidamente en el in- 
	stino que en otros 6rganos, as1 la repletaci6n proteica en el 
	testino toma precedencia a la repletación proteica tisular ge- 
	Este hecho es sugerido 'por el comportamiento del peso 
	1 int.estino en las ratas de 5% de case1na al ser pasadas él 200,.6 
	!.• casl;1na, ya que los pesos de intestino en miligramos por cen- 
	1metro parecen recuperarse más rápidamente que el peso total 
	e la :rata, al compararlas a los otros grupos (gráfica No.5). 
	erfusi6n del Asa Evertida. 
	Los resultados que se presentan en esta secci6n, se ba- 
	un total de 45 animales experimentales del lote 1 en los 
	se logró un funcionamiento 6ptimo del sistema de perfusi6n 
	En el sistema de incubaci6n empleado, fueron colocados 16 
	soluci6n tampón conteniendo glucosa a la concentración de 
	100 mg/1OO mI en el lado mucoso y 15 ml de la misma solución en 
	el lado seroso. 
	l. comprobación del func~onamiento del asa. 
	En todos los casos en que se efectuó la prueba del Azul 
	.-,--=-~~.- 
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	e Evans para comprobar la integridad de la pared intestinal, se 
	éste nó aparecía en el lado opuesto al que se había 
	ya fuera del lado mucoso o del lado seroso. 
	En los experimentos efectuados intoxicando el asa con NaCN, 
	e encontró que la desaparición de glucosa de uno u otro lado del 
	intestino era mínima, indicando así que la contribución de la pa- 
	red intestinal por sus características de seroipermeabilidad al 
	absorción de glucosa, es insignificante, al igual que 
	paso de glucosa del lado seroso al mucoso debido 6ni- 
	un gradiente de concentración. 
	El estudio del proceso de desaparición de glucosa en el 
	mucoso con diversas concentraciones de glucosa inicial - 
	(Gráfica NO.6), indica una tendencia hacia el ascenso de la des 
	aparición en microgramos por centiroetro de asa por hora confor- 
	me at~enta la concentración de glucosa inicial# 
	hasta valores 
	En otros experimentos efectuados con 
	cercanos a 100 mg/lOO ml. 
	concentraciones de 250 mg/lOO ml, se encontraron valores semejan- 
	tes a los obtenidos con concentraciones de 100 mg/100 ml. El coe- 
	ficiente de correlación (r=0.489) sin embargo no es significati- 
	Este hecho se puede explic~f en base a que las ratas que 
	se sometieron a estos experimentos eran de diferente peso y co- 
	mo se indicará más adelante, el peso influye marcadaroente en la 
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	del intestino en la absorci6n de glucosa. 
	2. Estudios de absorci6n intestinal. 
	La desaparici6n de 
	Jlucosa del medio de perfusi6n mucoso, 
	nstituye la parte inicial y fundamental del proceso de absor- 
	'ón. La mucosa absorbe glucosa y ésta in vivo, es transportada 
	~orrente sanguineo, siendo utilizada únicamente una pequeña 
	rte para el metabolismo intestinal. 
	En situaciones in vitro, 
	donde la irrigaci6n sanguinea intestinal ha sido interrumpi- 
	., la mayor parte de la glucosa que penetra a la célula es me- 
	prop6sito de proveer la energia necesaria para 
	vida celular y únicamente una pequeña parte (10 -16% de lo ab- 
	es transferida a la superficie serosa con el sistema 
	por Wilson (110) y utilizado en este estudio. comparando 
	os resultados obtenidos por dicho autor con los nuestros, en - 
	semejanza en igualdad de medidas: 
	Caida mucosa 
	Ganancia serosa 
	resente estudio 
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	Ya que el primer fenómeno que debe ocurrir es el de la 
	netración de la glucosa a la mucosa intestinal, éste es el 
	mayor importancia en el sistema empleado en este tra- 
	que dá la medida más cierta del proceso de absorción 
	Debido a que la mayor parte de las incubaciones 
	nformadas en este trabajo fueron llevadas a cabo con un vol6men 
	e perfusi6n seroso de alrededor de 15 ml, con frecuencia la 
	antidad de glucosa transferida al lado seroso era dificilmente 
	ya que la pequeña cantidad de glucosa aparecida en 
	diluída en un vol~men apreciable, conteniendo 100 
	de glucosa /100 ml. 
	De aquí que, a6n en el caso de que fue- 
	en transferidos hasta 5 mg totales de glucosa del lado mucoso 
	1 lado seroso, el incremento en concentraci6n de glucosa en 
	de perfusión serosa caía en su mayor parte dentro del 
	método de determinación de este metabolito. 
	De aquí 
	e los resultados referentes a la absorci6n de glucosa se ex- 
	resen en base a desaparición mucosa. 
	En experimentos poste- 
	iores, se redujo el vo16men de perfusión seroso de 15 ml a 4 mI, 
	eniendo la misma concentración de glucosa que el medio muco- 
	En esos casos sí se aprecia un aumento en la concentración 
	e glucosa en el medio de perfusión seroso. 
	comparando estos re- 
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	u1tados con los obtenidos con el sistema que emplea mayor vo- 
	umen de. perfusión serosol puede observarse (Gráfica NO.?) que 
	en términos de glucosa aparecida del lado seroso en mg totales 
	de longitud de asa, en presencia de una caida mucosa si- 
	este valor es semejante. 
	de glucosa en ambos lados del intestino en 100 mg/lOO m1. 
	La 
	., 
	en el medio de perfusión mucoso, manteniéndose la concentración 
	medidél simultánea de glucosa y de radioactividad mostr6 lo si- 
	guiente (Gráfica No.8) : 
	lo. Lal desaparición de glucosa del medio de perfusión mucoso es 
	paralE~la a la pérdida de radioactividad de este lado del intes- 
	indicando que la glucosa era transportada como tal a la 
	intestinal. 
	ya ha penetrado a la pared intestinal era pri- 
	mordialmente metabolizada. 
	Del lado de perfusión seroso se de- 
	tect6 radioactividad tanto en forma de glucosa como de metabo1i- 
	este caso no fueron identificados (Gráfica NO.9). Es 
	notar que no existe reaparici6n de metabolitos produci- 
	dos a nivel intestinal en el lado de perfusi6n mucoso. Esto se 
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	en base a 10 ya indicado de que la ca1da de glu- 
	osa y de radioactividad son paralelas y de la misma magnitud en 
	mucoso. 
	total de radioactividad desaparecida del lado mucoso se 
	pudo recuperar únicamente el 6.1%, existiendo un 93.~~ que no se 
	encontraba ni en el asa intestinal propiamente dicha, ni en el 
	sistema de perfusión. 
	Aunque no se colectó el 
	del sistema, 10 más probable, debido a la alta 
	de los procesos de glic6lisis y de los ciclos de utili- 
	acetato en la mucosa intestinal, es que el 93.~~ de 
	la glucosa que penetró la pared intestinal se convirtió en C02. 
	Esto sugiere fuertemente que la glucosa metabolizada a nivel in- 
	test:i.nal prosigue su catabolismo a través de los ácidos tricar- 
	n6 se detiene a nivel de ácido láctico, ya que de 
	producir1a una gran cantidad de este metabolito que 
	har1a variar la concentración de hidrogeniones en el lado seroso 
	con el consecuente cambio en pH. 
	En las oportunidades en que se 
	midió el pH de ambos lados del asa perfundida después de 60 minu- 
	tos de incubación, se notó únicamente un cambio de 0.1 unidad de 
	pH entre lado mucoso y lado seroso. 
	la radioactividad aparecida en el lado seroso, 13.1% .pare- 
	forma de glucosa y 60.6% en forma dea.tabolitos de glucosa 
	, , 
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	fsta habia sido metabolizada a nivel intestinal y 
	esta forma transferida al lado seroso. 
	Onicamente un 26.2% 
	la radioactividad recuperada se encontr6 en la pared intesti- 
	Los resultados que se muestran en las tablas Nos. 11 y 12 
	desaparici6n de glucosa del medio da incubaci6n mucoso 
	% del valor inicial en contenido absoluto de glucosa. 
	Puede - 
	en términos de microgramos por centimetro de asa 
	r hora de incubaci6n, no existe diferencia significativa dentro 
	e ninguno de los grupos die téticos tanto entre la 4a. y la 6a. se- 
	nas: de dieta experimental (periodo de depauperaci6n para los gr,!! 
	s de 5% de caseina y 5% de maiz) como entre la 7a. y 9a. semanas 
	ue constituyen el período de repletaci6n. 
	Puede observarse igual- 
	ente que la glucosa metabolizada y embebida en el asa en microgra- 
	s por centimetro de asa por hora (Tabla No.13), constituye la ma- 
	or proporci6n de la glucosa desaparecida del lado mucoso. 
	Cabe 
	encionar que las diferencias entre los grupos tampoco son signifi- 
	al ser expresadas 
	en )4g/cm de asa/hora y que en una opor- 
	parece que lq glucosa metabolizada y embebida en el asa, es 
	~ " ~ - -- 
	---~--~ ---~_. --- ~----- 
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	que la desaparecida del lado mucoso. 
	Este va- 
	se debe esencialmente al error del método. 
	La desaparición de glucosa del medio de incubación mucoso, 
	glucosa metabolizada y embebida en el asa, muestran 
	diferencias significativas entre los grupos al expre- 
	miligramo de peso de un centímetro de asa. 
	En el pri- 
	durante las semanas 4a. a 6a. de dieta experimental, las 
	2~~ de caseína absorben menos glucosa por miligramo de 
	centímetro de intestino que los grupos depauperados. En 
	1 período de las 7a. a 9a. semanas, las ratas del grupo de 5% 
	e maíz que estaban recibiendo 5% de caseína muestran una absorción 
	ignificativamente mayor en términos de microgramos de glucosa por 
	de peso por centímetro de asa. 
	No existen diferencias 
	ratas recibiendo 20% de caseína y 5% de caseína las cua- 
	período estaban también recibiendo 2~~ de caseí- 
	En cuanto a la glucosa metabolizada y embebida en el asa, las 
	aprecian entre el grupo de 2~~ de caseína y los o - 
	tros dos grupos, tanto en las semanas 4a. a 6a. como en las 1a. a 
	~., indicando igualmente una menor utilización de glucosa en 
	61 
	intestino, en base a peso por centímetro para las ratas con buena 
	alimentación proteica. 
	.--- 
	,-""=-~~---~.~--~ '-""- 
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	Estos resultados sugieren que en las ratas depauperadas, la 
	pacidad intestinal de absorber glucosa se mantiene a un nivel a- 
	cuado para satisfacer las necesidades de utilizaci6n alimenticia 
	una rata más pequeña que normalmente deberia estar creciendo a 
	a velocidad superior a la de la rata adulta. 
	Este razonamiento 
	hecho de que el peso por centimetro de intestino se 
	rrelaciona con el peso total del animal con un coeficiente de co- 
	elaci6n superior a 0.8. 
	Por otro lado, la ingesta alimenticia 
	animales de diferente peso, expresada en gramos por kilogramo - 
	'abla No.3), ,es mayor en el animal más pequeño. 
	Esto sugiere que 
	fun(~ión intestinal del animal pequeño debe ser superior a la del 
	nimal adulto para que aún con peso menor de intestino pueda hacer- 
	e car90 de una mayor demanda de absorción impuesta por mayor inges- 
	gramo de peso. 
	de absor... 
	i6n, se encuentra con que ninguno de los valores es significativa- 
	Sin embargo existe una tendencia definitiva hacia 
	i(ras mayores de absorci6n en los grupos depauperados de 5% de ca- 
	ma 12. 
	En la Tabla No.1O se mostró que existe también 
	a que estos dos grupos tengan superficie de absorci6n 
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	menor al grupo de 2~~ de caseína. 
	Estos hechosl de nuevo su - 
	gieren que la eficiencia intestinal en absorci6nl es mayor en 
	las ratas pequeñas que deben llenar requerimientos alimenticj08 
	superiores pCrcrec~snto, 
	a las ratas adultas. 
	Ello posi- 
	blemente se debe a una mejor adaptaci6n en su capacidad enzimá- 
	como ya ha sido señalado (67). 
	Durante las semanas 7a. a 9a.1el grupo de 5% de maíz que 
	se mantiene depauperado a pesar de una dieta de 5% de caseínal 
	de superficie de absorción por hora I a los de las ratas en die- 
	tas deficientes en proteina durante las semanas 4a. a 6a. 
	Las 
	ratas en 5% de caseínal que recibieron 20% de caseína durante 
	el período de repletaci6n y que mostraron rápido aumento de peSOI 
	disminuyeron en su capacidad absorptiva para semejarse a la de 
	las ratas del grupo control. 
	Estos cambios son evidentes e8encial~ 
	en todos los parámetros medidos en este trabajol en donde 
	mostrado que las ratas depauperadas que pasan a 2~~ de ca- 
	seina se asemejan rápidamente a las ratas del grupo controll miea 
	tras que las ratas en 5% de maíz que después consumen 5% de caseí- 
	nal se mantienen depauperadas y se asemejan a las ratas que en 
	las semanas 4a. a 6a. consumían 5% de caseína. 
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	Los datos expresados en % del valor inicial de glucosa 
	lado mucoso, después de una hora de incubaci6n del asa 
	intestinal, indican que la desaparici6n de glucosa en el medio 
	intestinal fué muy similar en todos lo grupos estudiados (Ta - 
	bla NO.J.2) 
	Con base en los resultados aqui expuestos, se puede con- 
	cluir que, las dietas de 5% de caseina y 5% de maiz tienen un e- 
	primordial en detención de crecimiento tanto a nivel del 
	cuerpo total, como a nivel intestinal. 
	Sin embargo no existe 
	un efecto especifico que produzca una depauperación proteica ma- 
	yor a nivel intestinal. 
	Los resultados también sugieren que la 
	absorptiva del intestino en las ratas depauperadas con- 
	serva las características 
	propias de ratas bien nutridas, pero 
	de tamaño menor y por lo tanto de menor edad. 
	En otras palabras, 
	las ri:ltas depauperadas conservan una edad biológica reducida y 
	la capacidad absorptiva caracteristica de una rata bien 
	nutrida de edad cronológica igual a la edad bio16gica de las ra- 
	tas depauperadas. 
	Durante los periodos de repletaci6n proteica, sin embargo 
	si parece existir una prioridad intestinal en la utilizaci6n de 
	una dieta adecuada en proteinas, ya que el grupo de 5% de caseina 
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	e pasó a 2~~ de caseína, aumenta más rápidamente el peso de eu 
	centímetro de longitud en relación al 'aumento de pe- 
	total. 
	Existe igualmente un rápido cambio en las 
	racterísticas de absorción, basadas en desap~rición de glucosa 
	e medio mucoso en microgramos por miligramo de peso de un centi- 
	que las aproxima al grupo control que recibe 20% de 
	y las hace significativamente diferentes al grupo de 5% 
	maíz que persiste depauperado con una dieta de 5% de caseína. 
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	CONCLUSIONES 
	lo. El estudio de tres grupos experimentales de ratas de la ra- 
	za Sprague-Dow1ey, sometidas a una dieta control de 2~~ de case- 
	ína y dos dietas de depauperación consistentes en 5% de caée1na 
	Yc5% de maíz, sugiere que las ratas depauperadas, mantienen una 
	edad biológica marcadamente reducida y sin embargo conservan las 
	ca!~acterísticas intestinales de una rata adecuadamente nutrida 
	de edad cronol&gica igual a la edad biológica de las ratas depau- 
	peradas. 
	20., A pesar de que en términos de peso corporal, de preteinas sé- 
	ric:as totales 
	y de cambios histol6gicos en el hígado, las ratas 
	depauperadas mostraban signos característicos de desnutrición 
	proteica, los diversos parámetros estudiados en el intestino pro- 
	piamente dicho, no muestran efectos específicos causados por la 
	de~~uperaci6n proteica. Ninguno de los cambios observados se re- 
	flejan en impedimento 
	durante el proceso de absorción de glucosa. 
	30. Las características de absorci6n intestinal de glucosa utili- 
	zando el sistema de perfusión in vitro de asa evertida de Wilson, 
	hace evidente el hecho de que así como se conservan las caracterí~- 
	ticas estructurales del intestino, se mantiene la capacidad absorp- 
	tiva del 
	mie:mo 
	,con características que sugieren conservaci6n de 
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	unción intestinal correspondiente a la edad biológica del ani- 
	al experimental. 
	o. Estas características se resumen en mayor eficiencia de absor- 
	i6n intestinal a menor peso de intestino por centímetro y a menor 
	eso total de rata, y por lo tanto, a menor edad biológica. Esto 
	e ('explica en base a que la rata más joven debe de absorber efi- 
	ientemente un mayor aporte alimenticio por gramo de peso, para 
	lenar no sólo sus requerimientos de renovación tisular, sino tam- 
	ien sus requeximientos marcadamente elevados de crecimiento. 
	o. Jc,as ratas depauperadas proteicamente se repletan de una manera 
	ápida al colocárseles en una dieta de 2~~ de caseína y asumen ve- 
	oeidad de crecimiento, ingesta proteica y características de pro- 
	ein«:~mia e histología hepática, de mediciones intestinales y de 
	bsoJt:'ci6n intestinal, muy similares a las del grupo control. 
	En 
	ste caso, sí parece existir una utilización selectiva de la pro- 
	eina a nivel intestinal, que hace "madurar" al intestino más ra- 
	idamente que a la rata total. 
	La administraci6n de una dieta 
	de 5% de caseína a ratas que consumían dieta. de 5% de maíz, no 10- 
	ra modificar ni su nutrición proteica, ni sus características 
	io16gicas. 
	o. Los datos anteriormente anotados, contrastan con los obtenidos 
	asta hoy en niños con Malanutrición proteico-ca16rica. 
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	El sistema de perfusión in vitro de asa evertida de yeyuno, 
	para conocer los procesos de absorci6n intestinal y debe 
	para el estudio de los fen6menos de absorci6n de 0- 
	,ros nutrientes no utilizados por la mucosa, ya que este hecho, 
	n el caso de la absorción de glucosa, contribuye enormemente al 
	enómeno de absorci6n propiamente dicho. 
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	esta t~sis. 
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	Instituto de Nutrici6n de Centro Am~- 
	rica y Panamá (INCAP) Y de los Institutos Nacionales de sa- 
	lud de los Estados Unidos de América (NIH) (S-R01-AMOO98l-ll) 
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	RESUMEN DE LA TESIS: "ABSORCION INTESTINAL DE GLUCOSA EN 
	RATAS CON DIVERSOS GRADOS DE DESNUTRICION PROTEICA, UTILIZAN- 
	DO ASAS EVERTIDAS DE YEYUNO. 
	Presentada por el Bachiller Angel 
	Guillermo Pezzarossi, previo a optar el titulo de Médico y Ci - 
	rujano. 
	(( 
	Estudios sobre absorción intestinal en niftos desnutridos, 
	llevados a cabo en la División Biomédica del Instituto de Nutri- 
	ción de Centro América y Panamá (INCAP), indicaron que a mayor 
	depauperación proteica, menos eficiente era la capacidad de ab- 
	sorción de glucosa. 
	Esta función intestinal, se recuperaba con- 
	forme se alcanzaba una adecuada nutrición proteica, mostrando un 
	alto coeficiente de correlación. 
	Con el objeto de estudiar posibles mecanismos a nivel in- 
	testinal propiamente dicho de estos fenómenos, se investigaron 
	tres grupos de ratas de la raza Sprague-Dowley a quienes se les 
	administró una dieta balanceada en todos sus aspectos, salvo en 
	cuanto a cantidad y calidad de proteina. 
	Para este efecto, a un 
	grupo control de animales se les administró una dieta conteniendo 
	2~~ de caseina y a dos grupos de depauperación proteica, se les 
	administró dietas conteniendo 5% de caseína O 5% de maiz. Después 
	de un periodo de 6 semanas, los animales en dietas de depauperación, 
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	e cambiaron de dieta con el objeto de producir repletaci6n pro- 
	animales en 5% de caseina recibieron una dieta de 2~~ 
	y los animales en 5% de mafz, recibieron una dieta de 
	caseina. 
	En estas dietas permanecieron tres semanas más. 
	Los estudios efectuados con estos grupos experimentales 
	consistieron en la medici6n de los siguientes parámetros: 
	lo.. ICaracteristicas del animal: peso. d.ngesta alimenticia, protei- 
	nas séricas totales e histologia hepática. 
	20. Carateristicas intestinales, consistentes en : peso por cm de 
	10n9itud, contenido de nitr6geno; apariencia histol6gica, circun- 
	ferencia, espesor total de pared, altura de las vellosidades, espe- 
	sor de mucosa propiamente dicha, espesor de capa muscular intesti- 
	nal y superficie de absorci6n. 
	30. Medici6n seriada del proceso de absorción de glucosa por medi 
	de un sistema de perfusi6n in vitro 
	de yeyuno evertido, en donde 
	se determin6 durante una hora, la glucosa desaparecida del medio de 
	incubaci6n mucoso, la glucosa aparecida en el medio de incubaci6n 
	seroso, y la glucosa metabolizada. Se comprob6.el adecuado funcio- 
	namiento del sistema de perfusión in vitro, haciendo experimentos 
	con Azul de Evans al 1/5000 puesto en el lado mucosO o el lado se- 
	roso del asa perfundida: utilizando asas intestinales intoxicadas 
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	por cianuro de sodio al 0.01 molar; y~iendo las diversas ca- 
	Los resultados de esta investigación pue- 
	den resumirse en: 
	lo. Las ratas puestas en dietas de 5% de caseina y 5% de maiz, 
	conservan las caracteristicas intestinales de una rata adecuada- 
	mente nutrida de edad cronol6gica igual a la edad biológica de 
	las ratas depauperadas. 
	20. A pesar de que en términos de peso corporal, de proteinas 
	séricas totales y de cambios histol6gicos en el higado, las ra- 
	tas depauperadas mostraban signos caracteristicos de desnutrición 
	prot:eica, los diversos parámetros estudiados en el intestino pro- 
	piaInente dicho, no muestran efectos especificos causados por la 
	depauperaci6n proteica. 
	Ninguno de los cambios observados se re- 
	flejam en impedimento durante el proceso de absorción de glucosa. 
	30. Las caracteristicas de absorci6n intestinal de glucosa utili- 
	zando el sistema de perfusión in vitro de asa evertida de wilson, 
	hace evidente el hecho de que asi como se conservan las caracte - 
	risticas estructurales del intestino, se mantiene la capacidad ab- 
	sorptiva del mismo. con caracteristicas que sugieren conservación 
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	de funci6n intestinal correspondiente a la edad bio16gica del 
	animal experimental. 
	40. Estas características se resumen en mayor eficiencia de ab- 
	sorci6n intestinal a menor peso de intestino por centímetro y 
	a menor peso total de rata, y por lo tanto, a menor edad bio16- 
	absorber eficientemente un mayor aporte alimenticio por gramo 
	de peso, para llenar no s610 sus requerimientos de renovaci6n ti- 
	suIar, sino también sus requerimientos rnarcadamente elevados de 
	cn~cimiento. 
	50.. Las ratas depauperadas proteicamente se repletan de una ma- 
	nera rápida al colocárseles en una dieta de 2~~ de caseína y a- 
	sumen velocidad de crecimiento, ingesta proteica y característi- 
	caE> de proteinemia e histología hepática, de mediciones intesti- 
	nales y de absorci6n intestinal, muy similares a las del grupo co!!. 
	trol. 
	En este caso, sí parece existir una utilizaci6n selectiva 
	de la proteina a nivel intestinal, que hace "madurar" al intesti- 
	no más rápidamente que a la rata total. 
	La administraci6n de una 
	dieta de 5% de caseína a ratas que consumían dieta de 5% de maíz, 
	no logré modificar ni su nutrici6n proteica, ni sus característi- 
	cas biol6gicas. 
	~------- 
	-. 
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	60. Los datos anteriormente anotados, contrastan con los obte- 
	nidos hasta hoy en niños con Ma1anutrici6n proteico~calórica. 
	70. El sistema de perfusión in vitro 
	de asa evertida de yeyuno, 
	es útil para conocer los procesos de absorci6n intestinal y debe 
	aprovecharse para el estudio de los fenómenos de absorción de 0- 
	en el caso de la absorción de glucosa, contribuye enormemente al 
	fenómeno de absorción propiamente diCh~- 



