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L'intestí gruixut del pollastre està format pel rec-

te, la cloaca i els cecs. Aquests darrers són un parell de
ben desenvolupats divertides que es troben connectats a la
resta del tracte digestiu en el punt d'unió de l'ili amb el
recte.

Malgrat que no es coneix la significació fisiològica
real dels segments cecals, se'ls ha atribuït nombroses fun-
cions. Així, hi ha evidència que s'hi produeixen grans quan-

titats d'àcids grassos volàtils, vitamines i la hidròlisi de
carbohidrats i proteïnes (McNAB, 1973). Els cecs també tenen
un paper important en 1'osmoregulació de l'organisme, ja

que s'hi produeix l'absorció d'aigua i electròlits, tant de
procedència urinària com intestinal (SKADHAUGE, 1981).

Quant a l'absorció de no electròlits, les dades que

fins ara es tenen són bastant limitades. HOLDSWORTH i WILSON

(1967) trobaren que el transport actiu de sucres i amino-
àcids en el cec de pollastre, hi era present només durant
els tres primers dies després de l'eclosió de l'ou, desapa-
reixent posteriorment. En el 1975, LERNER et al. confirmaren
les dades anteriors utilitzant metionina com a substrat. Tan¬

mateix, aquests resultats són diferents dels obtinguts en el
nostre Laboratori, en els quals es demostra l'existència d'un
mecanisme de transport mitjançat concentratiu per a monosacà-
rids en aquests segments intestinals i en animals de 4 a 7
setmanes.

Donada doncs la manca d'informació i les discrepàncies
amb la bibliografia, ens proposàrem realitzar un estudi dels
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sistemes de transport presents en aquests segments, comple-
mentat per un estudi histològic per si fos oportü correla-
cionar l'estructura amb la capacitat d'acumulació de mono-

sacàrids.

El que hom pretén és avaluar els diferents mecanismes
existents a l'enteròcit, implicats en l'absorció intestinal
de sucres. És a dir, el transport mitjançat concentratiu de
la membrana luminal, el transport mitjançat equilibratiu de
la membrana basolateral i la difusió simple existent a amb-
dues membranes.

L'existència d'un mecanisme de transport actiu per a

monosacàrids en el cec, suposaria la recuperació dels nu-

trients que escapen de l'absorció a l'intestí prim a més de

significar una modificació important en el concepte del pa-

per que juguen els cecs en la nutrició del pollastre.



S. HISTOLOGIA DE

L’INTESTÍ DE POLLASTRE
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L'aparell digestiu de les aus es diferencia del dels
mamífers perquè és relativament més curt i perquè presenta
un seguit d'estructures diferents, tals com: transformació
dels maxil·lars en el fonament del bec, adopció per part

del pedrer de les funcions de la dentadura que és absent,
presència del pap,

desenvolupament de dos cecs i formació de la cloaca.

disposició cenyida del tub intestinal,

En alguns tipus d'aus, els cecs no són suficientment

desenvolúpats per poder ésser considerats com a parts fun-
cionals del tracte digestiu, quedant reduïts a òrgans lim-
fàtics. La correlació entre la llargària dels cecs i l'hà-
bit alimentari de l'animal no està encara establerta, però
en termes generals hom accepta que els animals vegetarians
tenen els cecs més desenvolupats que no pas els carnívors.
En les aus, el major desenvolupament es presenta en herbl-
vors i omnlvors i, en menys grau, en graminívors. En les
aus gal.liformes com el pollastre, de règim omnlvor, els
cecs constitueixen un parell de ben desenvolupats diverti-
eles que es troben connectats ventro-lateralment a la resta

del tracte digestiu en el punt d'unió de
te. A la zona d'unió amb els cecs, l'ili presenta un reple-
gament anomenat anell muscular (CLARKE, 1978) que es projec-
ta caudalment cap a la llum del recte i per sota del qual
es troben les abocadures dels cecs (figura 1). En tota la

l'ili amb el rec-
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seva longitud i, més íntimament en la zona pròxima a l'ober-
tura, els cecs estan units a l'ili per mesenteri que conté
vasos sanguinis i nervis. Les parts distals són tancades,
lliures i doblegades sobre si mateixes de manera que la se-

va direcció es torna caudal.

ANELL MUSCULAR
OBERTURA
DEL CEC

‘ 'f^*-cEc

ANELL MUSCULAR

Figura 1 .- ESQUEMA DE LA SECCIÓ DE LA UNIO ILI-CEC- RECTE.

En la part superior es mostra la posició de
l'anell muscular i en la inferior,a més,s'ob-
serva la secció d'un cec.
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MAUMUS (1 902) va dividir els cecs desenvolupats deies

aus en tres regions diferents: proximal (basis oeoi) a la

zona de l'obertura, medial (corpus ceci) i distal (apex
ceci). La proximal, contreta i exempta de material fecal,

presenta un diàmetre extern més petit que el de 1'intestí
prim, i es va engrandint fins a la zona distal, distesa i ple-
ne de material fecal, amb un diàmetre extern unes dues ve-

gades més gran que el de la zona proximal.

La porció de mesenteri que uneix els cecs a l'ili
constitueix els anomenats lligaments ileocecals. A més, el
cec esquerre està unit, junt amb l'ili, al segment inicial
de l'ansa duodenal pel lligament duodenal (SCHWARZE, 1980).

Quant a la irrigació, als dos terços distals dels

cecs hi arriba sang a través de nombroses arterioles proce-

dents de les branques ileocecals de l'artèria celíaca que,

a la vegada, és una branca de l'artèria aorta descendent.
La zona proximal està irrigada per arterioles procedents
de l'artèria ileocòlica que procedeix de l'artèria mesen-

a més vascularitza l'ili.tèrica cranial que,

La sang dels cecs, en part, junt amb la de l'ili i
la del pàncreas és drenada per la vena pancreàticoduodenal
fins a la vena porta dreta i l'altra part és drenada a tra-
vés de la vena mesentèrica cranial junt amb la sang proce-

dent del jejú i de l'ili, i que també va a parar a la vena

porta dreta (SCHWARZE, 1980).

Respecte a la innervació, els cecs, com la resta del

tracte digestiu, presenten la innervació intríseca consti-

tuïda pels plexes situats a la paret intestinal i la inner-

vació extrínseca formada per fibres simpàtiques, parasimpà-
tiques i sensorials aferents (SCHOFIELD, 1968) que arriben
al budell a través del nervi vague, nervis mesentèrics i
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nervis pèlvics (GABELLA, 1981).2.1.MATERIAL I METODES2.1.1.ANIMALS D'EXPERIMENTACIÓ

S'han utilitzat pollastres mascles blancs, de la raça

Leghorn, línia comercial Shaver-Starcross-288 , procedents
de la Cooperativa Comarcal d'Avicultura de Reus. Els experi-
ments s'han realitzat amb animals d'edats compreses entre
les 4 i les 7 setmanes. En alguns casos concrets, també

s'han emprat animals adults (16 setmanes d'edat) tal i com

quedarà expressament indicat en el text.

La recria dels pollastres des del primer dia després
de l'eclosió fins al moment de l'experiment s'ha dut a ter-
me a l'estabulari de la Facultat de Farmàcia de la Universi-

tat de Barcelona. Els animals han estat mantinguts en condi-
cions de temperatura i humitat adequades, amb cicles de llum-
foscor de 12 hores. Els pollets joves han gaudit, durant la

primera setmana de vida, d'una font addicional de calor.

Durant els primers trenta dies de vida se'ls ha nodrit
amb pinso Iniciarina (Purina, Gallina Blanca) i a partir

d'aquesta edat, amb pinso Gordina (Purina, Gallina Blanca),
amb lliure accés a l'aigua. La composició de les dues dietes
es mostra a la taula I.

Tots els experiments s'han realitzat amb animals sacri-

ficats entre les 9 i les 10 hores del matí, sense haver es-

tat sotmesos a dejuni previ.

2.1.2.APARELLS

- Metal.litzador Polaron, model E 5000 Sputering.
- Microscopi electrònic de rastreig Cambridge, model S.4.
- Microscopi electrònic de transmissió Philips, model EM 200.
- Microscopi òptic Leitz Wetzlar, model Dialux.



TAULA I COMPOSICIO I INGREDIENTS DE LES DIETES INICIARINA

I GORDINA PER A POLLASTRES.

INICIARINACOMPOSICIO NUTRITIVA GORDINA

g/kg
g/kg

g/kg

g/kg

g/kg

g/kg

g/kg

g/kg

874,4 g/kg
59,4 g/kg

218.6 g/kg
175,0 g/kg
60,0 g/kg

503.7 g/kg
32,7 g/kg

1 .060,0 g/kg
165,0 g

5.4 g/kg
7,9 g/kg
5.5 g/kg

14.100,0 UI/kg
1 .410,0 Ul/kg

32,0 mg/kg

864,4

54,4

200,6

160,0

90,0

484,8

34,6

1 ; 090v0

1 47,0

substància seca

cendres

proteïna bruta

proteïna digerible

greixos bruts
M.E.L.N.

fibra bruta

unitats alimentàries

proteïna digerible per U.A.
clorur sòdic

calci

fòsfor

vitamina A

g

g/kg

g/kg

g/kg
Ul/kg
Ul/kg

mg /kg

5,2

8,1

4,9

12. 100,0

1 .210,0

33,0

vitamina D

vitamina E

INGREDIENTS INICIARINA GORDINA

cereals

farina de lleguminosa

gluten de blat de moro

farina de llavors oleaginoses
farina proteica animal

greixos bruts

corrector mineral

corrector vitamïnic

Nitrovin

coccidiostàtic

580,0 g/kg
10,0 g/kg
10,0 g/kg

280,0 g/kg
70,0 g/kg
30,0 g/kg
10,0 g/kg
10,0 g/kg
15,0 mg/kg

125,0 mg/kg

g/kg
g/kg

g/kg
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg

g/kg
mg/kg
mg /kg

580,0

20,0

1 0,0

240,0

60,0

70,0

10,0

10,0

15,0

125,0
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- Microtom Reichert-Jung, model 1140/Autocut.
- Ultramicrotom Reichert, model 316 615.2.1.3.REACTIUS I PRODUCTES

- Equip per a la inclusió de les mostres per a la realitza-
ció dels talls histològics, Kulzer and Co. GmbH., Alema-

nya. Article Technovit 7100.
99,5 %, E. Merck, Alemanya. Article 966, lot- Etanol min.

3947658.

- Formaldehid p.a., E. Merck, Alemanya. Article 4003.
- Glutaraldehid, E. merck, Alemanya.Article 12179.
- 2-Propanol p.a., E. Merck, Alemanya. Article 9634.2.1.4.OBSERVACIÓ MACROSCOPICA DEL TEIXIT

2.1.4.1. Momificació del teixit

Per a l'observació macroscòpica del teixit s'ha rea-

litzat la seva momificació segons la tècnica descrita per

SNIPES (1978). Un cop rentat l'intestí amb sèrum salí a

4 oc i obert longitudinalment, es fixa en un bastidor de
suro per tal d'evitar el recargolament del texit que té lloc
durant el procés. Aleshores es submergeig tot el sistema en

formaldehid amortit, a pH 7,4 durant un o dos dies a 4 C.
A continuació el teixit es renta amb aigua corrent i es

submergeig en alcohol isopropílic al 100 % durant dos dies
a 4 oc. Un cop transcorregut aquest temps es deixa assecar

a l'aire lliure.

D'aquesta manera, el teixit queda rígid, de color un

xic més pàl.lid i consistència apergaminada.2.1.5.OBSERVACIÓ MICROSCÒPICA DEL TEIXIT

2.1.5.1 . Microscòpia electrònica de rastreig (MER)

En primer lloc es procedeix a la fixació del teixit
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amb glutaraldehid al 2,5 % en solució amortidora de fos-
fats '0,1 mmol/1, pH 7,4, durant una hora i mitja a tem-

peratura ambient. A continuació es renta amb solució
amortidora de fosfats 0,2 mmol/1, pH 7,4, durant dues

hores a temperatura ambient. El tractament posterior s'ha
dut a terme al Servei de Microscòpia Electrònica de la
Universitat de Barcelona. La deshidratació del teixit es

fa mitjançant el pas per una sèrie gradual d'alcohol etí-
lic i el dessecat es fa pel punt crític del CC^ emprant
acetat d'amil com a líquid de transferència. La mostra es

munta, aleshores, amb plata col.loïdal i es metal·litza
amb or mitjançant l'aparell Polaron E 5000 Sputering, for-
mant-se un recobriment de 30 a 50 nm de guix. Les mostres

ja són aleshores llestes per a la seva observació al mi-

croscopi, operant-se amb acceleracions de 10 a 30 kV.

2 . 1.5.2. Microscòpia electrònica de transmissió (MET)

Per a l'observació del teixit al MET s'ha realit-

zat la fixació amb glutaraldehid i el rentat amb solució
amortidora de fosfats tal com s'ha procedit per al MER.
La resta del procés s'ha dut a terme al Servei de Micros-

còpia Electrònica de la Universitat de Barcelona.

La post-fixació es realitza amb tetraòxid d'osmi
al 2 % en solució amortidora de fosfats a 4 QC i a con-

tinuació es renta el teixit amb solució amortidora de

fosfats. Posteriorment es realitza la deshidratació

del teixit en una sèrie gradual dhcetona, a temperatura
ambient. Aleshores ja es procedeix a la inclusió del tei-
xit en Araldita. Dels blocs obtinguts se'n fan talls ul-
trafins mitjançant 1'ultramicrotom per tal d'obtenir sec-

cions d'uns 60 nm de gruix. El contrastat es realitza amb
acetat d'uranil i citrat de plom segons la tècnica des-
crita per REYNOLDS (1963). Les observacions s'han realit-
zat tot operant amb acceleracions de 100' kV.
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2.1.5.3. Microscopia òptica (MO)

Per a l'observació del teixit al MO, els segments in-

testinals, un cop nets, es deixen 24 hores en formaldehid,
a temperatura ambient. Transcorregut aquest temps, es ren-

ten amb aigua destil·lada i es procedeix a la deshidratació
en una sèrie gradual d'etanol. Aleshores s'inclouen les
mostres en metacrilat d'hidroxietilè (Technovit 7.100) i dels

blocs obtinguts se'n fan talls de 2 ym de gruix que es te-

nyeixen amb blau de metilè-bòrax.

També s'han realitzat seccions dels blocs a'Araldita

obtinguts en el procés de preparació de les mostres per a

la seva observació al MET. En aquest cas, les seccions han
estat de 1 ym i també s'ha tenyit amb blau de metilè-bòrax.

211.5.4. Tractament estadisic dels resultats

En l'estudi estadístic, les diferències entre dues mit-

janes s'ha avaluat amb el test de la "t" d'Student. En el
cas de la comparació entre tres mitjanes, s'ha emprat el
mètode de Sheffé. En tots els casos, es va acceptar com a

significatiu un nivell de probabilitat inferior o igual al
5 %.

2.2. RESULTATS

2.2.1. ANATOMIA MACROSC0PICA

2.2.1.1. Llargària dels cecs

En els pollastres de 4 a 7 setmanes d'edat, els cecs,

cop oberts longitudinalment i netejats amb sèrum fisio-
lògic a 4 oc, mesuren 87,9 ± 1,2 mm (mitjana ± error estàn-
dard de 54 dades).

un
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2.2.1 . 2. Morfologia de la superfície luminal dels cecs

L'estudi de la morfologia luminal dels cecs s'ha rea-

litzat en el teixit sotmès al procés de momificació. D'aques-
s'hi poden observar dues zones ben diferenciades:

corresponent al cec proximal i l'altra que agrupa la
ta manera,

una,

zona medial i distal. La zona proximal (fotografia 1) pre-

senta un aspecte molt semblant al de l'intestí prim, és a

dir, totalment llis i vellutat. En les preparacions de je-
jú, no s'han observat els plecs macroscòpics anomenats vàl-
vules connivents, plicae circulares o plicae intestinales
submucosae , presents en la majoria de mamífers i que TURK
(1982) tampoc troba en les diferents regions de l'intestí
prim de pollastre.

A uns 2 mm del punt d'inserció del cec a la resta de

l'intestí, hi ha un engruiximent de color rogenc en forma
de cercle, anomenat tonsil.la cecal i que correspon a una

zona rica en teixit limfàtic.

En l'altra regió (cec medial i distal) hi són presents
uns replegaments molt característics que recorren el cec lon-

gitudinalment i que malgrat la seva disposició CALHOUN
(1932) va anomenar plicae circulares.

2.2.2. ANATOMIA MICROSCÒPICA

Per tal de fer un estudi microscòpic dels cecs, s'han
realitzat observacions al MER amb l'objecte de caracteritzar
les vellositats i els replegaments dels cecs i poder-los
comparar amb els presents a la resta de l'intestí.

Després s'han realitzat talls semifins de les tres

regions cecals amb l'objecte de posar de manifest les
sibles diferències existents en les capes que formen part
de la paret intestinal.

pos-
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Fotografia 1.- CEC SENCER OBERT LONGITUDINALMENT I SOTMÈS

AL PROCÉS DE MOMIFICACIÓ. CP, cec proximal; CM, cec medial
i CD, cec distal.
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Per últim, s'ha realitzat un estudi al MET de l'epi-

teli amb l'objecte de matisar les
que es presenten en les diferents zones del cec i en el je-
jú, així com al llarg de la vellositat. Per això s'han ca-
racteritzat les cèl·lules que formen part de l'epiteli:
cèl·lules absorbents, cèl·lules caliciformes i cèl·lules

endocrines. A més, en les cèl·lules absorbents o enteròcits
s'han fet mesures de la llargària, diàmetre i densitat de

les microvellosttats.

diferències cel·lulars2.2.2.1.Microscòpia electrònica de rastreig

2.2.2.1.1.Jejú

En el jejú, totes les vellositats són d'igual longi-
tud i se'n poden trobar de dues formes. Unes són cilindri-

ques i les altres, més abundants, són aplanades lateralment,
és a dir, el.lipsoïdals.

La superfície de les vellositats està solcada per uns

endinsaments transversals (plioae intestinales viltosae o

villi) que són més freqüents a la zona apical, rodejant la
línia d'extrusió, punt on es produeix la descamació de les
cèl·lules envellides (fotografia 2a). La quantitat de ve-

llositats presents en aquesta zona és de 45,88 vellositats/
mm2 de teixit i la seva llargària és de 525,3 ± 7,8 ym (mit-

jana ± error estàndard de 8 dades).

2.2.2.1.2.lli

Les vellositats de l'ili són molt semblants a les del

jejú però la'seva disposició és més atapeïda (59,49 vellosi-
tats/mm2 de teixit). En la seva superfície, els endinsaments
transversals són més nombrosos que en el jejú, essent també
més abundants en la zona apical. Es en aquest darrer punt on
es troben tot un seguit de filaments bacterians inclosos en

el teixit (fotografia 2b).



Fotografia 2.- OBSERVACIÓ AL MER DE L'INTESTÍ DE POLLASTRE.

a: jejú; V, vellositat i les fletxes indiquen la línia d'ex-
trusió i els endinsaments transversals. X 66.

b: ili; les fletxes indiquen els filaments bacterians. X66.
c: unió ili-cec-recte. X 36.

d: recte. X 66.
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Aquesta zona, en la que es localitza l'anomenat anell
mucular, presenta les vellositats de diferents tamanys,
forma i orientacions, donant una imatge de total desordre

(fotografia 2c).

2.2.2.1.4.Recte

ésser totes deEn el recte, les vellositats tornen a

la mateixa longitud, 265,6 ± 12,0 ym (mitjana ± error estan-
dard de 3 dades). Quant a la forma, hi predominen les el-

lipsoïdals, en les quals el diàmetre menor és a vegades bas-
tant més llarg que en el jejú. La seva densitat és menor a

la de les altres zones (39,08 vellositats/mm2 de teixit).
Pel que fa als endinsaments transversals de la superfície
són més nombrosos i marcats que no pas en el jejú i l'ili.
A la zona apical hi són presents nombrosos filaments bacte-
rians (fotografia 2d).

2.2.2.1.5.Cec

2.2.2.1.5.1 Cec proximal

Fa més de mig segle, BROWNW (1922) i CALHOUN (1932)
i més recentment HODGES (1 974) , en estudis al microscopi
òptic, varen suggerir una certa similitud en la morfologia
de les vellositats entre el cec proximal i altres zones de
l'intestí prim.

Posteriorment, amb la finalitat de completar diver-
sos estudis sobre la fisiologia dels cecs, (FENNA i BOAG,

1974; BAYER et al., 1975; WITLOCK et al., 1975; CLARKE,
1978 i FERRER et al. , 1984) s'ha utilitzat el MER degut al
seu gran poder de resolució per poder confirmar i precisar
els resultats obtinguts al MO anteriorment. D'aquesta ma-

nera, s'ha pogut veure un elevat grau de similitud entre



Fotografia 3.- OBSERVACIÓ AL MER DE LES ZONES DEL CEC.

a: cec proximal. X 65.
b: tonsil.la de la zona proximal. X 30.
c: cec medial; PC, pZieae circulares . X 65.
d: cec distal. X 65.
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el cec proximal, l'intestí prim i el recte.

La llargària de les vellositats presenta una variabi-
litat bastant acusada essent la mitjana de 363,6 ± 21,8 ym

(mitjana ± error estàndard de 3 dades). Pel que fa a la for-
n'hi ha de digitiformes però la majoria són el.lipsoï-

dals. Ambdós tipus mostren la zona apical més estreta que

no pas la basal, i així, la zona d'extrusió és més punti-
fome que no pas linial com a les altres zones estudiades.
La superfície de les vellositats es veu solcada per endin-
saments transversals, en nombre i profunditat més elevades

que no pas en el jejú i en l'ili i semblants al recte. El
nombre de vellositats és de 24,00 vellositats/mm2 de teixit

i els bacteris hi són bastant abundants, trobant-se exclu-

sivament a la zona apical (fotografia 3a).

ma,

A més augments, s'observa que el contorn cel·lular és

poligonal, acostant-se a un model hexagonal (fotografia 4).
També s'hi poden trobar cèl·lules caliciformes en procés de
secreció.

La morfologia de la superfície de la tonsil.la cecal
és molt semblant a la resta del cec proximal. En les imat-

ges obtingudes al MER es pot observar que les vellositats
són el.lipsoïdals, amb l'eix major més gran que no pas a la
resta de la zona proximal. El que hem trobat característic

d'aquesta zona és la perfecta disposició de les vellositats
en rengleres (fotografia 3b).

2.2.2.1.5.2. Cec medial i distal

Les imatges obtingudes al MER de la zona medial i dis-

tal, no revelen cap diferència notable entre aquestes dues
zones, ans al contrari, a aquest nivell apareix una estruç-
tura morfològica bastant contínua que conforma una única
regió. Es a d'altres nivells que hom dóna suport a la dife-
renciació del cec medial i distal.



t

Fotografia 4.- DETALL DE LA SUPERFÍCIE DE LA VELLOSITAT
DEL CEC PROXIMAL. CC, cèl·lula caliciforme en procés de
secreció de mucus (m). La fletxa indica el contorn cel.

lular. X 6.410.
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En tota la superfície del cec medial i distal, així
els -plicae circulares no s'observen autèntiques ve-

llositats. Es tracta de petites protuberàncies romes i apla-
nades, separades per invaginacions allargades a modus de
criptes (fotografies 3c i 3d).

com en

2.2.2.2. Microscòpia òptica

Fonamentalment, els cecs presenten les mateixes ca-

racterístiques histològiques que la resta del tracte diges-
tiu. Per tant, des de l'exterior fins a la llum, s'hi tro-

ben quatre capes: serosa, muscular externa (composta per

una capa de musculatura longitudinal externa i una de cir-
cular interna), submucosa que és molt poc desenvolupada en

els cecs i mucosa. Aquesta darrera, a la vegada, està cons-

tituïda per tres subcapes: muscularis mucosae , que en els
cecs, segons CALHOUN (1932) consta d'una capa externa de
musculatura circular i una d'interna de musculatura longi-
tudinal i que segons HODGES (1974) l'externa és la longi-
tudinal i la interna és la circular. Damunt la muscularis

mucosae es situa la làmina pròpia que forma el cor de les
vellositats i en la que s'excaven les criptes de Lieberkühn.
En el pollastre, en la làmina pròpia, no hi ha vasos limfà-
tics a diferència dels mamífers en els que hi ha vasos

limfàtics a més de vasos sanguinis (GRANEY, 1967; HODGES,

1974 i HUMPHREY i TURK, 1974).

Sobre la làmina pròpia, s'instal·len les cèl·lules

epitelials (3era subcapa) que són les que estan en contac-
te directe amb la llum intestinal.

A la part proximal (fotografia 5), la musculatura
externa està formada per la capa interna de musculatura
circular que és unes cinc o sis vegades més ampla que l'ex-
terna longitudinal i entre les dues hi ha un ben desenvolu-

pat plexe nerviós (HODGES, 1974). La submucosa és molt pri-
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Fotografia 5.- SECCIÓ TRANSVERSAL DE LA REGIO PROXIMAL DEL

CEC, OBSERVADA AL MO. C, cripta i lp, làmina pròpia. La
fletxa negra indica una zona clara perfèrica corresponent
a les microvellositats i la fletxa blanca indica un endin-

sament transversal. X 273.



Fotografia 6.- IMATGE D'UN FOL.LICLE LIMFÀTIC DE LA TONSIL-

LA CECAL OBTINGUDA AL MO. FL, fol.licle limfàtic, lp, là-
mina pròpia i E, epiteli.X 682.
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excepte per on circulen els vasos sanguinis. La museu-
lavis muaosae és,en el cec molt estreta i inexistent en

molts punts. A la làmina pròpia s'hi poden trobar cèl.lu-
les i ganglis limfàtics, tant a la base com al costat de les
vellositats. En la zona proximal, la mida i la forma de les
vellositats observades al MO, en talls semifins transver-

sals, corresponen a la imatge obtinguda al MER.

ma,

Pel que fa a la tonsil.la present a la zona proximal,
és fàcilment identificable en els talls transversals. Es

tracta d'una estructura semblant a una vellositat però molt

més gruixuda i rodejada de vellositats de forma i mida
igual a les de la resta de la zona proximal.

La regió subepitelial està formada per una gran massa

de limfòcits i un parell o tres de fol.licles limfàtics si-
tuats a la zona propera a la làmina pròpia (fotografia 6 ).

Aquests darrers són estructures ovoïdals rodejades per una

capa de cèl·lules reticulars. L'epiteli que rodeja la ton-
sil.la cecal, presenta molts limfòcits i la disposició de
les cèl·lules epitelials és bastant desordenada. La làmina
basal no és visible i totes les cèl·lules estan col·locades

irregularment sobre la zona subepitelial. Les cèl·lules ca-

liciformes són molt menys abundants que a la resta de l'epi-
(1980) la zona subepitelial és

una àrea rica en limfòcitsB, mentre que a la zona Central
hi ha més limfòcits T.

teli. Segons BEFUS et al.

A la zona medial (fotografia 7), més distesa, la mus-

culatura circular és tan sols unes tres o quatre vegades
més gruixuda que la longitudinal. La submucosa és també molt

estreta, excepte on es troben els plicae circulaves. Aquests
plecs, presents a la zona medial i distal, estan formats per
la membrana mucosa, la musculavis mucosae i els engruixi-
ments de la submucosa en forma de triangles. Igual que a la
zona proximal, la musculavis mucosae és molt estreta.



Fotografia 7.- SECCIÓ TRANSVERSAL DE LA REGIO MEDIAL DEL

CEC OBSERVADA AL MO. X 273.

*
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Les vellositats són, a aquest nivell, molt diferents de les
es tracta de petites protuberàn-de la zona proximal, ja que

cies romes. A la zona distal (fotografia 8) , la musculatura
circular ja només és dueso tres vegades més gruixuda que la
longitudinal. La submucosa i la musaularis mucosae també hi
són presents però molt poc desenvolupades.

2.2.2.3 . Microscòpia electrònica de transmissió

L'epiteli que revesteix les vellositats i les criptes
dels cecs de pollastre és bastant semblant al de la resta
de l'intestí. Es tracta doncs, d'una capa simple de cèl.lu-
les columnars que fonamentalment poden ésser: cèl·lules prin-
cipalsoenteròcits, cèl·lules de goblet o caliciformes i
cèl·lules endocrines. En el tracte digestiu del pollastre,

ja sigui en l'intestí primogruixut, no s'hi troben glàndu-
les de Brunner (CALHOUN, 1932; HODGES, 1974 i HUMPHREY i

TURK, 1974).

Totes les cèl·lules epitelials són produïdes a la ba-
se de les criptes i migren gradualment per les parets de
les vellositats fins arribar a la zona d'extrusió des d'on

són excretades a la llum intestinal. En les aus domèsti-

ques, el temps de renovació de les cèl·lules és de 2 a 5
dies (IMONDI i BIRD, 1966; SPIELVOGEL et al., 1972 i FER-

NANDO i McCRAW, 1973). Quan més gran, però, és l'animal,
més llarg és el temps de renovació ja que si bé la veloci-
tat de migració està augmentada (MOON i SKARTVEDT, 1975),
al llarg del temps es produeix un augment en el tamany de
les vellositats romanent el nombre d'elles constant (CLARKE,
1967). El mecanisme que controla la renovació de les cèl.lu-
les epitelials no és encara del tot conegut.

2.2.2.3.1. Cèl·lules principals

Les cèl.lulesprincipals o enteròcits de les tres zo-
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Fotografia 8.- SECCIÓ TRANSVERSAL DE LA REGIO DISTAL DEL

CEC OBSERVADA AL MO. X 273.
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del jejü s5n molt semblants. Es tracta de
cèl·lules columnars llargues i estretes. En l'àpex, per

tal d'augmentar la superfície d'absorció/presenten les mi-
crovellositats, de llargària i diàmetre variable segons la
zona de l'intestí que es tracti. Per sota les microvellosi-

tats, es troba la zona anomenada xarxa terminal, en la que

s'observen les porcions terminals dels filaments de les mi-
crovellositats i en la que normalment no hi ha orgànuls
cel.lulars.

nes cecals i

Els mitocondris són molt abundants en els enteròcits,

ja que es tracta de cèl·lules metabòlicament molt actives i
estan situades majoritàriament entre el nucli i la xarxa

terminal. La seva forma és abastonada ocircular.

En el citoplasma hi ha reticle endoplasmàtic llis que

és més abundant a la zona apical de la cèl·lula. El reticle

endoplasmàtic rugós està distrubüït més uniformement per

tot el citoplasma. T^mbé s'hi poden trobar grumolls o rose-

tes de ribosomes lliures.

El nucli, tant en el cec com en el jejú
l'eix major orientat paral·lelament amb l'eix major cel.lu-
lar i localitzat en el terç basal de la cèl·lula. En el cec

proximal s'ha observat que els nuclis presenten un cert de-
sordre en la seva localització si hom els compara amb els
del jejú, on tots estan a la mateixa alçada (fotografies 9
i 10). En el nucli, s'hi poden trobar un o més nuclèols se-

gons la secció aconseguida. Masses d'heterocromatina, den-
ses als electrons, són evidents en la perifèria del nucli i
la resta és d'eucromatina, menys densa als electrons.

és oval, amb

En la zona supranuclear hi ha una zona clara, corres-

ponent al complex de Golgi, constituït per una xarxa ben
desenvolupada amb granulacions dins i al seu voltant. A més,
en el citoplasma, s'hi poden veure en la zona apical inclu-
sions lipídiques esfèriques, de mides variables (fotografia



Fotografia 9.- OBSERVACIÓ DE L'EPITELI DE LA PUNTA DE LA

VELLOSITAT DEL CEC PROXIMAL AL MET. m, mitocondri; N,
C1 i; n, nuclèol, xt, xarxa terminal i mi, microvellositats.
X 8.160.

nu-



Fotografia 10.- ULTRAESTRUCTURA DE L'EPITELI DE LA BASE DE

LA VELLOSITAT DEL JEJÜ. ce, cèl·lula enterocromafina.
X 3.744.
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11) i cossos multivesiculars (fotografia 13).

de les tresEn les observacions realitzades al MET

zones del cec i del jejú, s'ha pogut observar certes di-
ferències entre les cèl·lules de la cripta i les de la

vellositat. Una de les més notables és el desenvolupament

de les microvellositats.

Hom ha pres mesures de la llargària, diàmetre i den-
sitat de les microvellositats en les següents zones: en

el cec proximal i en el jejú, s'ha fet a la punta de la ve-

a la meitat de la vellositat i a la cripta; enllositat,

el cec medial s'ha fet a la punta de la vellositat i a

la cripta i en el cec distal, tan
vellositat. En els resultats sobre la llargària, que es

representen a la figura 2, es pot observar que en el jejú,
cec proximal i cec medial hi ha diferència estadísticament
significativa en les mesures realitzades al llarg de la
vellositat, essent sempre més desenvolupades a la punta

sols a la punta de la

de la vellositat. La mida de les microvellositats en la

punta de la vellositat és significativament diferent en

les quatre zones estudiades, essent

cec proximal > cec medial >

l'ordre trobatr jejú
cec distal (fotografia 12).>

Pel que fa al diàmetre (figura 3) s'ha
disminució des de la punta fins a la cripta que és esta-
disticament significativa tant en el jejú com en el cec

proximal i cec medial. Quant al diàmetre en la punta de
la vellositat, no hi ha diferència estadísticament signi-
ficativa entre el jejú i el cec

cec medial siginificativament

trobat una

distal, essent les del

més primes i les del cec

proximal, a la vegada significativament més primes que

les del cec medial. Quant a la densitat de les microve-

llositats, no s'ha trobat cap diferència estadísticament
significativa ni al llarg de la vellositat ni en les

quatre zones estudiades, essent aproximadament de 9 mi-
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Fotografia 11.- DETALL D'UNA INCLUSIÓ LIPIDICA PRESENT EN

EL CEC DISTAL. il, inclusió lipídica. X 18.720.
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Fotografia 12.- MICROVELLOSITATS DE LA PUNTA DE LA VELLOSI-

TAT DEL JEJÚ I DE LES DIVERSES ZONES DEL CEC.

a: jejú; la llargària mitjana (1) és de 1,4 ym. X 37.440.
b: cec proximal; 1 = 0,82 ym. X 62.400.
c: cec medial; 1 = 0,48 ym. X 62.400.
d: cec distal; 1 = 0,40 ym. X 48.000.
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crovellositats/ym de teixit.

En les cèl·lules de la cripta, el glicocalix és tam-

bé menys desenvolupat, els mitocondris són menys nombro-
sos, més grans i més irregulars en la forma i el reticle
endoplasmàtic és menys desenvolupat. En la zona apical
d'aquestes cèl·lules, es poden observar unes granulacions
(fotografia 17 ) que després, a mida que la cèl·lula va

migrant, van desapareixent i que segons TRIER i MADARA
(1981) són de zimogen,per la qual cosa s'atribueixen fun-
cions secretores a les cèl·lules de la cripta.

2.2.2.3.2. Unions intercel.lulars

En el cec de pollastre, les unions intercel.lulars
són com en altres porcions del tracte digestiu i en altres

espècies, de tres tipus. A la zona apical s'hi troba 1'ano-
menada zonula occludens o unió estreta que és una banda
apical circumferencial en la qual les membranes de les
cèl·lules adjacents estan íntimanent unides, donant la

imatge al MET d'ésser una sola membrana (fotografia 13).
Immediatament per sota de la unió estreta, hi ha l'anome-
nada zonula adhevens o unió intermèdia, que també és una

banda circumferencial en la qual les membranes adjacents
estan més separades que a la unió estreta i

toplasmàtica és més densa als electrons (fotografia 13).
Sembla ésser que és en aquesta zona on van a parar els
filaments de la xarxa terminal (TRIER i MADARA, 1981).

la zona ci-

Per sota la unió intermèdia, es troba la macula adhe-
vens o desmosoma, que és una estructura petita i discon-
tínua que no forma un cinturó cel·lular com les altres

unions (fotografia 13)..

En la membrana basolateral de la cèl·lula, que és on
es troben totes aquestes unions, hi ha també interdigita-



Fotografia 13.- DETALL DE L'EPITELI DE LA MEITAT DE LA VE-

LLOSITAT DEL CEC PROXIMAL AMB LES UNIONS INTERCEL.LULARS.

zo, zonula occludens ; za, zonula adherens; d, desmosoma.
X 37.440.
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cions entre les membranes de cèl·lules adjacents que tam-

bé ajuden a donar cohesió entre cèl·lules veïnes. Entre
les interdigitacions s'hi poden trobar també alguns des-
mosomes (fotografia 14 ). En les cèl·lules de la cripta,
les interdigitacions són menys desenvolupades que en les
cèl·lules de la punta de la vellositat (fotografia 17),

2.2.2.3.3. Cèl·lules caliciformes o cèl·lules de goblet

Són cèl·lules mucoses que presenten el vèrtex en

distensió ple de glòbuls de mucus que li donen la forma
característica de calze (fotografia 15).

En la base, més estreta, s'hi troba el nucli una

mica més petit que el dels enteròcits. Cada glòbul de
mucus està rodejat per una membrana unitària. Els orgà-
nuls estan localitzats preferentment entre els grànuls
de secreció i el nucli. Cal destacar el desenvolupament
de l'aparell de Golgi, que està localitzat en la regió

propera als grànuls de mucus.

Aquestes cèl·lules també presenten microvellositats
en la zona apical que en el moment de secreció de mucus,

sembla ésser que són empeses pel mucus cap a la llum in-
testinal (fotografia 16).

No s'ha trobat cap diferència notable entre les cèl-
lules caliciformes de les quatre zones estudiades, ni en-

tre les de la cripta i les de la vellositat.

2.2.2.3.4. Cèl·lules endocrines

A l'intestí de pollastre s'hi han trobat diversos

tipus de cèl·lules endocrines, localitzades sobretot a

la cripta. Així, ANDREW (1976) mitjançant preparacions his-
toquímiques específiques, va trobar en el duodè de pollas-



Fotografia 14.- IMATGE CORRESPONENT A LA PUNTA DE LA VELLO-

SITAT DEL CEC MEDIAL EN LA QUE S'OBSERVA UN DESMOSOMA (d)
LOCALITZAT A LA ZONA BASAL DE LA MEMBRANA BASOLATERAL. Tam-

bé hi és molt visible un fragment de reticle endoplasmàtic
rugós (rer). X 93.120.



Fotografia 15.- ULTRAESTRUCTURA D'UNA CÈL·LULA CALICIFOR-

ME (CC) PRESENT A LA MEITAT DE LA VELLOSITAT DEL CEC PRO-

XIMAL. gm, grànuls de mucus. X 8.160.



Fotografia 16.- DETALL D'UNA CÈL·LULA CALICIFORME DE LA

MEITAT DE LA VELLOSITAT DEL CEC PROXIMAL. X 13.440.



Fotografia 17.- IMATGE D'UNA CRIPTA DEL CEC PROXIMAL. gs,
grànuls de secreció i ce, cèl·lula enterocromafina. X3.360.
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tre cèl·lules enterocromafines, secretores de serotonina

(MONESI, 1960), cèl·lules secretores de secretina, cèl-
lules D secretores de somatostatina i, en la porció dis-

tal de 1'intestí, cèl·lules secretores d'enteroglucagó.

SUNDLER (1977) va trobar també a l'intestí de pollastre,

cèl·lules secretores de pèptid intestinal vasoactiu.

En aquest estudi, sense utilitzar tincions especí-

fiques, s'han trobat cèl·lules enterocromafines, tant en

les criptes del cec (fotografia 17) con en el jejú (fo-
tografia 10 ), no havent-se trobat cap diferència notable
entre les cèl·lules d'aquestes dues zones. Es tracta de
cèl·lules piramidals, amb l'àpex molt estret, tocant a

la llum intestinal, on també hi ha microvellositats. El

nucli, en disposició basal, està rodejat per nombroses

granulacions elipso'idals, molt denses als electrons amb
l'eix major de 381,0 ± 18,1 nm (mitjana ± error estàndard
de 13 dades).



3. ABSORCIÓ INTESTINAL

DE MONOSACÀRIDS
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3.1. REVISIÓ DE LES CARACTERÍSTIQUES DE L'ABSORCIO INTESTÍ-

TSIAL DE MONOSACÀRIDS

L'epiteli intestinal representa una barrera per al mo-

viment de substàncies des de la llum de l'intestí fins a la

sang. Així, l'absorció intestinal és constituïda per dos

processos seqüencials que inclouen, en primer lloc, el pas

de soluts a través de la vora "en raspall" de la cèl·lula

epitelial i, en segon lloc., el pas a través de la membrana
basolateral de l'enteròcit per anar a parar a la làmina prò-

pia, des d'on accediran al torrent sanguini per a ésser dis-
tribuïts per tot 1'organisme.

Aquest epiteli no pot ésser descrit únicament com una

tanca que separa dos medis diferents, ans al contrari es

tracta d'una estructura activa a través de la qual s'esta-
bleix un continu intercanvi de substàncies entre el contin-

gut intestinal i el líquid extracel.lular de l'organisme.
Aquest pas de soluts i aigua és molt selectiu ja que els me-

canismes responsables són específics segons l'estructura,
solubilitat, forma i càrrega elèctrica de la molècula.

Les cèl·lules absorbents o enterócits, màximes respon-

sables de l'absorció intestinal són cèl·lules polaritzades.
Morfològicament, ja queia membrana luminal presenta micro-
vellositats que són absents a la basolateral (vegeu apartat
2.2.2.3.1.) , i funcionalment, a causa de la distinta propor-
ció de proteïnes i fosfolípids que formen les membranes.
Això dóna lloc a una diferent activitat enzimàtica i dis-
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tribució dels mecanismes de pas de substàncies a ambdues
membranes (ESPOSITO, 1983). D'aquesta manera, els monosa-

càrids travessen la vora luminal per transport mitjançat
concentratiu i per un procés de difusió simple, mentre

la basolateral ho fan per transport mitjançat equi-que a

libratiu i per difusió simple. Aquesta distribució asimè-
trica permet el moviment net de monosacàrids des de la
banda luminal cap a la serosal de la paret intestinal.

3.1.1. TRANSPORT MITJANÇAT CONCENTRATIU

A la membrana luminal de l'enteròcit existeix un me-

canisme de transport actiu, capaç de transferir les molè-
cules de sucre dins la cèl·lula en contra del gradient de

concentració. El seu manteniment energètic procedeix , segons

al moment present, del gradient electroquímic de

Na+, així com del potencial de membrana a través de la
membrana cel·lular.

hom creu

RIKLIS i QUASTEL (1 958) varen ésser els primers a ob-
servar que aquest procés concentratiu era dependent de Na+,
i dos anys més tard, CRANE (1962) proposava un model en el

qual postulava un mecanisme bàsic per a aquesta dependència.
Es tracta de l'anomenada "hipòtesi del gradient iònic", se-

gons la qual l'energia requerida per a l'acumulació de su-

eres deriva del flux de Na+ a través de la membrana luminal

a favor del seu gradient electroquímic mantingut gràcies a

un mecanisme de transport actiu de Na+ cap a l'exterior de
la cèl·lula.

Els enteròcits, com la majoria de les cèl·lules, pre-
senten una proteïna de membrana encarregada del transport
actiu acoblat de Na+ cap enfora de la cèl·lula i K+ cap en-
dins. Aquesta proteïna, a més, té capacitat per a hidrolit-
zar l'ATP i obtenir l'energia necessària per al transport.
Es tracta de l'anomenada bomba de Na+ i K+ que a l'enterò-
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cit és localitzada exclusivament a la vora basolateral (FU-
JITA ei al., 1971; STIRLING, 1972; MURER, 1976; MURER i
HOPFER, 1977 i DiBONA i MILLER, 1979). Per a CRANE (1962),
el flux conjunt de monosacàrid i Na+ implica l'existència
d'uns components de membrana, és a dir transportadors, que

aconsegueixen l'acoblament del pas de Na+ a favor del gra-
dient amb el pas de sucre en contra del gradient, amb la
formació d'un complex ternari, transportador-sucre-Na+.
D'aquesta manera, el gradient electroquímic és una font
d'energia que és utilitzada per a transportar sucres en
contra del gradient de concentració.

Posteriorment, es demostrà que el transport de sucres

era un procés saturable, que presenta una cinètica de
Michaelis-Menten (FISHER i PARSONS, 1949) i és inhibible

competitivament pel glucòsid florricina (ALVARADO i CRANE,
1962 i ALVARADO, 1967). A l'intestí prim, aproximadament el
90 % del flux inicial de glucosa és inhibit per la florrici-
na, i l'entrada residual és deguda a un procés no concentra-
tiu i no saturable (ALVARADO i CRANE, 1964).

El descobriment de la florricina com a inhibidor compe-

titiu del transport mitjançat concentratiu va significar un

gran avenç en l'estudi d'aquest mecanisme. La seva utilitza-
ció ha permès la caracterització i quantificació del trans-

port actiu. Tanmateix, no es coneix exactament quina és la
interacció de la florricina amb el transportador. Es creu

que la seva inhibició és deguda a la presència en la seva

molècula d'un grup 8-metil-D-glucòsid que té una gran afini-
tat envers el transportador. La majoria d'autors afirmen que
el glucòsid és reconegut pel transportador, però la qüestió
està en si és translocat o no a l'interior cel·lular. Per a

KESSLER i SEMENZA (1983), la florricina s'uneix
portador a la banda luminal en lliure competició amb el su-

cre i sense penetrar dins la cèl·lula. Així, la seva acció
seria només de blocatge del transportador. En canvi BROT-LA-
ROCHE i ALVARADO (1983) consideren que el glucòsid és trans-

al trans-
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locat a l'interior cel·lular i queda probablement retingut en

la xarxa terminal de la zona luminal de l'enteròcit.

El transport mitjançat concentratiu de sucres presenta
elevada especificitat, ja que només pot ésser utilitzat
monosacàrids amb una determinada configuració. CRANE

una

per

(1960 i 1962) en va establir alguns dels requeriments neces-

saris, que són els següents:

1. Formar un anell piranòsid amb un grup hidroxil en el
carboni 2 en la mateixa orientació que hi ha en la

D-glucosa.
2. Tenir un àtom de carboni unit al carboni 5.

3. Esser de la sèrie dels D-monosacàrids.

En la figura 4 hi ha la representació de Haworth dels

requeriments bàsics. En els hidroxils dels carbonis 1, 3 i 4
es permeten substituents així com inversions en la configura-
ció espacial respecte a la glucosa. Això permet la utilitza-
ció experimental de sucres, que si bé poden utilitzar el sis-
tema de transport, no poden ésser metabolitzats per l'enterò-
cit. Aquest és el cas de la 3-oxi-metil-D-glucosa (CSÀKY i
THALE, 1960), que és de les més emprades per a l'estudi de
l'absorció intestinal. També es poden admetre substituents
de gran volum en 1'hidroxil del carboni 1, ja sigui en la con-

figuració a o 8, com ara l'a i el 6-metil-D-glucòsid (LANDAU
et al., 1962). En els hidroxils dels carbonis 3 i 4, només hi
poden haver petits substituents. En el carboni de R4 (és a
dir el carboni 6) 1'hidroxil pot ésser reemplaçat per hidro-
gen o fluor (CRANE i KRANE, 1959 i WILSON i LANDAU, 1 960).
Alternativament, el carboni 6 pot ésser totalment reemplaçat,
com és el cas de la xilosa (CSAKY i LASSEN, 1964 i ALVARADO,
1966). Finalment, el pont d'oxigen de la piranosa es pot
reemplaçar per un carboni (CASPARY i CRANE, 1970) o per un
àtom electronegatiu com el sulfur (CRITCHLEY et al., 1969).
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R4

X5

RiR3 14

23

R2 OH

Figura 4.- REPRESENTACIÓ DE HAWORTH AMB ELS REQUERIMENTS
BÀSICS DELS MONOSACARIDS QUE UTILITZEN LA VIA

DEL TRANSPORT MITJANÇAT CONCENTRATIU DE LA

MEMBRANA LUMINAL. X, normalment és un àtom d'oxi-

gen, però també pot ésser un sulfur o un carboni.
Les línies rectes indiquen les orientacions obli-

gatòries, i les ondulades aquelles en les quals
l'orientació és menys crítica.

Tots els monosacàrids, a causa de llur particular es-

tructura molecular, presenten més o menys afinitat envers el

transportador. ALVARADO (1966) va proposar l'eliminació de
la distinció clàssica entre sucres transportats i no trans-

portats, i proposà també una escala d'afinitat (taula II) en

la qual els sucres d'elevada afinitat són aquells que complei-
xen estrictament els requeriments estructurals abans esmentats,
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i a mesura que disminueix l'afinitat es troben aquells mono-

sacàrids que presenten menys requeriments i que, per tant,
deixant d'ésser reconeguts pel transportador. Els sucres

del final de l'escala, pràcticament no utilitzen el transport

mitjançat concentratiu de la vora "en raspall".

van

L ' especificitat d'aquest mecanisme implica doncs 1'exis-
tència de competició dels monosacàrids pel transportador, fet

ja demostrat per a la glucosa i la galactosa, tant in vivo
com in vitro , per ALVARADO i CRANE (1 962).

Darrerament, alguns autors han suggerit l'existència, a

la vora "en raspall" de l'enterócit, de dos tipus de transpor-
tadors de monosacàrids, ambdós dependents de l'ió sodi (LYON i

TAULA II.- ESCALA D'AFINITAT PER AL TRANSPORTADOR DE LA VORA

"EN RASPALL".

D-glucosa

6-deoxi-D-glucosa

3-metil-D-glucosa

D-galactosa

a-metil-D-glucopiranòsid

1,5-anhidro-D-glucitol

3-oxi-metil-D-glucosa
D-fucosa

D-xilosa

D-mannosa, a-metil-D-mannopiran5sid
L-glucosa

D-lixosa, L-ramnosa, 2-deoxi-D-glucosa
D-mannitol, D-sorbitol

Els monosacàrids estan llistats en ordre decreixent d'afini-
tat (ALVARADO, 1966).
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CRANE, 1966a; HONEGGER i SEMENZA, 1973; KAUNITZ i WRIGHT,
1983; DORANDO i CRANE, 1984 i ALVARADO, 1985 comunicació
personal). Un d'ells presenta baixa afinitat i elevada ca-
pacitat envers la glucosa, elevada sensibilitat envers la
florricina i una estequiometria per al Na+ d'1. L'altre, en

canvi, presenta una alta afinitat i baixa capacitat envers

la glucosa, baixa sensibilitat envers la florricina i una

estequiometria per al Na+ superior a 1. Aquesta situació se-

ria molt semblant a la descrita per TURNER i MORAN (1982a,
b i c) al ronyó, on s'han pogut identificar dos tipus de
mecanismes de transport.

L'existència d'aquests dos sistemes de transport a

l'intestí prim explicaria, segons CRANE (comunicació perso-

nal a SEMENZA et al. , 1984), les discrepàncies en les cons-

tants cinètiques que es troben a la bibliografia. En el cas

de demostrar-se llur existència en l'epiteli intestinal, cal-
drà reconsiderar molts d'aquests resultats.

3.1 .1 .1 . Acoblament energètic del transport actiu

Durant molts anys, es va creure que el gradient químic
de l'ió sodi era la força impulsora primordial del transport
actiu de la membrana luminal. Aquest gradient és mantingut
per la bomba de Na+ i K+ amb la consegüent despesa d’ATP
(figura 5).

Tanmateix, recerques ulteriors han aportat noves dades
experimentals que fan que alguns autors la considerin insu—
ficient. Així, ja en el 1965 BOSACKOVA i CRANE trobaren que
el gradient de Na+ era suficient sempre i quan el procés
funcionés al 100 %, fet que termodinàmicament és bastant poc

probable. D'altra banda, KIMMICH (1970b i 1972) observà que
en cèl·lules epitelials aïllades, amb el gradient de Na+ in-

vertit, seguia havent-hi transport de sucres en contra del
gradient de concentració per un procés dependent de Na+ i
inhibible per florricina. POTASHNER i JOHNSTONE (1970 i



-52-

1971) i JOHNSTONE (1972) trobaren que la capacitat de trans-
port depenia més de la disponibilibtat d’ATP que dels gra-
dients dels ions monovalents.

s

s

Figura 5.- REPRESENTACIÓ ESQUEMÀTICA DELS MECANISMES IMPLI-
CATS EN L'ABSORCIO INTESTINAL DE MONOSACARIDS.
L'esquema mostra el transport mitjançat concentra-
tiu de sucres (S) de la vora luminal impulsat pel
flux de l'ió sodi a favor del seu gradient electró-
químic, mantingut gràcies a la bomba de Na+ i K+
de la membrana basolateral.

La solució al problema energètic va provenir dels expe-riments realitzats- per alguns autors, consistents a alterar elpotencial de membrana i veure el seu efecte sobre el transport
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actiu de substrats. Així, GIBB i EDDY (1972) en cèl·lules

ascítiques exhaurides d'ATP, observaren que la valinomicina
(ionòfor específic del K+) estimulava l'acumulació d'amino-
àcids. REID et al. (1974), també en cèl·lules ascítiques exhau-
rides d'ATP, amb el gradient de Na+ imposat, varen veure que

la valinomicina estimulava l'acumulació de metionina fins a

nivells semblants als presents en cèl·lules energetitzades.

Aquests resultats, juntament amb els obtinguts per

SCHULTZ i ZALUSKY (1 963 i 1 964), BARRY et al. (1 965), LYON i

CRANE (1966a i b) i QUAY i ARMSTRONG (1969) sobre l'activitat

elèctrica de l'epiteli intestinal, suggereixen la participació
del potencial de membrana en el transport de sucres. Posterior-
ment, MURER i HOPFER (1974) , HOPFER et al. (1975), MURER et al.

(1975), SIGRIST—NELSON et al. (1 975) , KIMMICH e tal. (1 977), KIMMICH
i CARTER-SU (1978) i CARTER-SU i KIMMICH (1978 i 1980) amb tèc-

niques més avançades, posaren de manifest que el gradient elec-
troquímic del Na+ era tan sols una part de la font energètica
necessària per al transport concentratiu i demostraren que

el potencial de membrana hi exercia un paper cabdal en crear

un gradient elèctric favorable per al transportador.

Termodinàmicament, la relació entre el gradient elec-
troquímic, el potencial de membrana i el gradient de solut
que una cèl·lula pot arribar a establir queda reflectit en la
següent desigualtat (KIMMICH, 1981):

m c
a +

Na as
v„ + (RT ln + FV ) i RT lnNa c mc m

a as+
Na

essent:

VNa+ ' el coeficient d’acoblament, és a dir els mols d'ió sodi
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que són transportats per cada mol de sucre,
dels gasos perfectes ,R, la constant

T, la temperatura absoluta,
m . c

a„ + 1 a__Na

ments luminal i cel·lular, respectivament,

, les activitats de 11 ió sodi en els comparti—
Na

F, la constant de Faraday,
el potencial de membrana existent a través de laV ,

mc

membrana luminal i
c . m

a„ i a „s s

ments cel·lular i luminal, respectivament.

, les activitats del monosacàrid en els comparti-

Els termes de l'esquerra de l'equació representen

l'energia mínima requerida per a establir el gradient de
solut de la dreta.

Durant molt de temps s'ha confós la concentració in-
tracel.lular de Na+ amb la seva activitat, fet que conduïa
a considerar el gradient de Na+ més petit d'allò que en

realitat és. En els darrers anys, aquest problemas'ha evi-
tat amb la utilització de microelèctrodes.

El coeficient d'acoblament entre el sucre i el Na+
segueix essent, a l'actualitat, un punt de discussió i té
una gran importància, puix que la força impulsora del
transport és el producte d'aquest coeficient i del gradient

electroquímic. Clàssicament ha estat calculat en teixit

sencer, mesurant simultàniament l'entrada unidireccional

de Na+. D'aquesta manera, majoritàriament s'ha
trobat que 1'estequiometria del transport pel que fa als
sucres és 1:1 (CURRAN et al. , 1967; GOLDNER et al., 1969;
SCHULTZ i CURRAN, 1970; SEPÚLVEDA i SMITH, 1981 i ALVARADO
i LHERMINIER, 1982). Aquests resultats són corroborats pels
obtinguts mitjançant vesícules de la vora "en raspall"
(HOPFER, 1978; HOPFER i GROSECLOSE, 1980 i MURER i KINNE,

de solut i

1980). Tenint en compte un coeficient 1, l'energia és sufi—
cient per a mantenir el gradient de no-electròlits obser-
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Hi ha d'altres autors que, de llurs resultats cinè-vat s.

tics, n'extrauen un coeficient d'acoblament de 2 (KIMMICH
i RANDLES, 1980; KAUNITZ et al. , 1982; KESSLER i SEMENZA,
1983 i WRIGHT et al., 1983). KIMMICH i RANDLES (1979), uti-
litzant inhibidors de la difusió facilitada de la vora ba-
solateral, obtenen un gradient de sucre que excedeix el
gradient electroquímic, per la qual cosa consideren que
obligatòriament el coeficient d'acoblament ha d'ésser supe-

rior a 1 .

doncs de determinar si aquestes discrepàn-
cies obeeixen a diferències específiques o metodològiques,

per la qual cosa cal esperar resultats més concloents.

Es difícil

3.1 .1 . 2 . Mecanisme del cotransport de monosacàrids i Na +

Malgrat que ja ha estat acceptat el gradient electró-

químic com a font energètica del cotransport de sucres i

Na+, no se sap encara quin és el mecanisme exacte pel qual
es produeix l'acoblament, és a dir, de quina manera 1'apor-
tació energètica afecta la interacció entre el transportador,
el sucre i l'ió sodi.

Per tal d'aclarir aquest procés han estat proposats,
en els darrers anys, nombrosos models que d'alguna manera

expliquen el mecanisme bàsic de cotransport. En termes ge-

nerals, en aquests models es considera el transportador
com a una proteïna penetrant de la membrana capaç d'unir-se
al sucre i a l'ió sodi i transportar-los cap a l'interior
de la cèl.lula. Des de fa uns anys s'estan realitzant molts

esforços per aïllar el transportador i determinar-ne l'es-
tructura. En l'actualitat, tan sols se sap que es tracta
d'una glicoproteïna a la qual uns autors atribueixen un pes
molecular de 160.000 (MALATHI et al., 1980 i KANO-KAMEYANA
i HOSHI, 1983) mentre que d'altres proposen un pes molecu-
lar de 72.000 (KLIP et al., 1980; HOSANG et al., 1981 i
SEMENZA et al., 1984) i de 71.000 ( PEERCE i WRIGHT, 1984).
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Tanmateix, cal remarcar que els mateixos SEMENZA et al. (1984)
no asseguren que es tracti del transportador sencer sinó pot-

d'una subunitat.ser

Funcionalment, es considera que la translccació, és a

dir, el pas dels cosubstrats des de la llum intestinal fins
a l'interior de la cèl·lula, pot dur-se a terme de dues mane-

res diferents:

1. Mitjançant un transportador mòbil en el qual els looi
per als cosubstrats puguin ésser ocupats a una banda
de la membrana i ésser físicament moguts cap a l'al-
tra banda; o bé

2. que es tracti d'un- canal o porus, en el qual la
translocació sigui deguda a un canvi conformacional
en la proteïna que el forma.

En l'actualitat, es pensa que la primera opció no és
viable, és a dir, s'exclou la possibilitat del funcionament
del transportador mòbil, que pot tenir un moviment de "difu-
sió" o de "rotació" dins la membrana. Això no vol dir, però,

que el transport no vagi acompanyat de moviment. Així, dins

l'opció d'un porus o canal s'introdueix la idea del transpor-
tador "mòbil", no com a concepte físic sinó com a concepte ci-
nètic. Per a LAUGER (1980), cinèticament i termodinàmicament,
un transportador mòbil és aquell que pot presentar els looi
d'unió dels cosubstrats a ambdues cares de la membrana, però
mai simultàniament. D'aquesta manera, el concepte de translo-
cació és sinònim d'accessibilitat, de la qual es considera
responsable un canvi conformacional de la proteïna. D'una ma-

nera senzilla es podria dir que els looi estan sempre al ma-
teix lloc, però que el canvi conformacional de la proteïna,
provocat per la seva unió als cosubstrats, els pot deixar al
descobert a un costat o a l'altre de la membrana.

A l'hora d'explicar el mecanisme de transport a nivell
molecular, cal considerar les premisses que aniran configu-
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els diferents models i que són enumerades acontinuació:rant

1. La capacitat i velocitat de translocació del trans-
portador lliure (T), dels complexos binaris T-subs-
trat (S) i T-Na+ i del complex ternari T-S-Na+.

2. L'ordre seqüencial de la unió i desunió dels cosubs-
trats al transportador.

3. Si les reaccions d'unió dels cosubstrats al trans-

portador són simètriques a ambdues cares de la membra-
na.

4. La càrrega elèctrica del transportador lliure i l'e-
fecte del potencial de membrana.

5. El coeficient d'acoblament.

6. Les reaccions limitants del procés, que fonamental-
ment poden ésser la unió dels cosubstrats al trans-

portador o la translocació del complex ternari.

El 1965, CRANE va proposar un model bàsic per al funció-
nament del transport mitjançat concentratiu d'acord amb la

"hipòtesi del gradient iònic" postulada per ell mateix uns

anys abans. Segons aquest model (figura 6) a la membrana hi
hauria uns transportadors amb un loous d'unió per a l'ió sodi
i un altre per al sucre, de manera que quan s'uneixen es for-
ma un complex ternari ió-sucre-transportador, a 1'exterior de
la cèl·lula que es transloca cap a l'interior, on allibera
ambdós substrats. L'afinitat del transportador envers el su-

cre a ambdues cares de la membrana és diferent, ja que é's la
unió del Na+ al transportador la que determina l'afinitat en-

vers el monosacàrid. Així, en el medi

Na+,
cel·lular, pobre en Na+, l'afinitat és petita.

extracèl.lular, ric en

l'afinitat envers el sucre és gran; i en el medi intra-

D'aquesta ma-

nera, un cop format el complex ternari aquest es transloca
cap a la cara citoplasmàtica de la membrana a favor del gra-
dient de Na+. Aleshores, el Na+ es dissocia i això fa que

l'afinitat del transportador envers el sucre disminueixi i
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aquest quedi lliure en el citosol.

MEMBRANA CEL·LULAR

O
Ss

Na+ Na
* \\

EXTERIORINTERIOR

Figura 6.- MODEL PROPOSAT PER CRANE (1965) PER TAL D’EXPLI-
CAR LA "HIPÒTESI DEL GRADIENT IONIC". A la membra-

na cel·lular hi ha uns transportadors capaços d'u-
nir-se al substrat (S) i a l'ió sodi per tal de
formar el complex ternari.

CRANE (1977) considera que el seu model bàsic ha d'ésser
expandit per a poder explicar amb més profunditat el mecanisme
de transport, i així proposa un model que anomena "refinat" i
acabà de perfilar el 1980 (CRANE i DORANDO, 1980). Aquest mo-

del "refinat", que és esquematitzat a la figura 7, indica que

el transportador pot unir-se primer al catió i després al
substrat per a formar el complex ternari, o bé indistintament,
unir-se primer al substrat i després al catió. Basant-se en

els seus resultats experimentals, arriba a la conclusió que
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Figura 7.- MODEL "REFINAT" DE CRANE (1977). En aquest model,
el transportador (C) es pot unit primer al subs-
trat o a l'ió sodi (X+) per a formar el complex

binari, i després al segon cosubstrat, i aixx do-
nar lloc al complex ternari. , P3 i són
les constants de permeabilitat que determinen la

capacitat de translocació del transportador lliu-
re i dels complexos binaris i ternari. També s'es-

quematitza la funció de la bomba de Na+ i K+, que

amb la despesa d'energia (E) manté el gradient de
Na+ i el potencial de membrana.
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l'ordre seqüencial d'unió dels cosubstrats es produeix a l'at-
tot donant lloc en termes enzimàtics a una cinètica orde-

nada a l'atzar "bi-bi" (bisubstrat i biproducte). En aquest
model es veu que els complexos binaris podrien translocar-se

Tanmateix, aquestes constants

zar

segons unes constants P2 i P^.
serien molt petites i CRANE (1977) i CRANE i DORANDO (1980)

binaris no es transloquen. Elsassumeixen que els compostos

únics que ho poden fer són doncs el portador lliure i el com-

plex ternari.

Segons el model "refinat" de CRANE (1977) el transporta-
dor lliure és neutre i el coeficient d'acoblament és 1, de ma-

nera que el complex ternari està carregat positivament i pot
translocar-se a favor del gradient elèctric. L'existència del

potencial de membrana afavoreix que la concentració de Na+
augmenti a la cara luminal de la membrana a les proximitats
del transportador, la qual cosa facilita la unió del Na+ al

transportador.

El 1 980 , CRANE i DORANDO proposen un locus d'unió comú
per al Na+ i per al monosacàrid, que implica una interacció

química entre ambdós substrats, característica del model to-

talment innovadora (figura 8). Pel que fa al funcionament,
suggereixen que el transportador és fix i que es comporta com

ionòfor de glucosa dependent de Na+ que no té cap movi-
ment ni de translocació ni de rotació.

un

ALVARADO i LHERMINIER (1982) proposen un model (figura
9) que presenta l'avantatge de poder explicar el mecanisme de
transport per als sucres així com també per als aminoàcids
neutres. Les característiques bàsiques són que els complexos
binaris no tenen capacitat de translocació , la cinètica és
ordenada a l'atzar "bi-bi", el transportador és neutre i l'es-
tequiometria és 1. Així, el complex ternari carregat positiva-
ment pot entrar dins la cèl·lula a favor del gradient elèc-
tric, essent aquest el pas limitant del procés. Una de les
característiques fonamentals del model és que consideren la
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Figura 8.- ESQUEMA DE L'ESTRUCTURA PROBABLE DEL COMPLEX TER-

NARI, PROPOSAT PER CRANE I DORANDO (1980).

translocació del complex ternari com a irreversible. Es a

dir, per aquest mecanisme no pot sortir sucre de dins la cèl-
lula, de manera que tan sols el transportador lliure pot rea-

litzar aquest moviment. Aquests autors no donen cap detall del
procés de translocació.

Un altre model existent a la bibliografia és el de
KESSLER i SEMENZA (1983). Basant-se en llurs resultats expe-

rimentals conclouen que la permeabilitat dels complexos bina-



-63-

ris és pràcticament nul.la, la cinètica més probable seria
l'ordenada a l'atzar "bi-bi", el transportador ha d'estar

carregat negativament i el coeficient d'acoblament ha d'és-
ser 2. Funcionalment, consideren el transportador com un po-

rus o canal amb comporta (figura 10). Aquesta comporta té

una o dues càrregues negatives, i assumeixen que és on es

CEL.LULAMEMBRANAMEDI

Pi
S + C ^

*Ks
p2

* Kà
pK3

A + SC

SCA

p-t-.s + CA

D Ka
PlA + C ^

Figura 9.- MODEL DE COTRANSPORT PROPOSAT PER ALVARADO I LHER-

MINIER (1982) TANT PER A SUCRES COM PER A AMINOA-

CIDS NEUTRES. C és el transportador, S el substrat
i A representa el Na+. Les constants de permeabili-
tat del transportador lliure, complexos binaris i
ternari sén P„, P2' P3 i P

1 4*
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troba el Iccus d'unió per al Na+. En el que podriem dir la
fixa del transportador, hi ha el locus per al sucre.

Quan existeix una diferència de potencial a través de la
membrana, essent l'interior cel·lular negatiu, aleshores la
comporta, per atracció de càrregues, té tendència a estar
orientada cap enfora i a permetre que s'uneixin el Na+ i el
sucre. Però quan s'anul·la la diferència de potencial, ales-
hores la comporta té una tendència intrínseca a estar orien-
tada cap endins.

zona

En condicions fisiològiques, es produeix la unió del
sucre i del Na+, augmentant aquest darrer l'afinitat envers

el primer. Si el coeficient d'acoblament és 2 i la comporta
té una sola càrrega negativa, el complex ternari queda carre-

gat positivament, amb la qual cosa el potencial de membrana
afavoreix el seu desplaçament cap a la cara citoplasmàtica de
la membrana. El sucre i el Na+ són alliberats en el citoplas-
ma en un ordre desconegut, i aleshores la comporta, carregada

negativament, es desplaça cap enfora per tal de tornar a comen-

çar el cicle. Si el coeficient d'acoblament fos 1, o en el cas

que la comporta tingués dues càrregues negatives i el coefi-
cient fós 2, el potencial de membrana tan sols tindria efecte

retorn de la comporta buida cap a la cara externasobre el

de la membrana.

Malgrat alguns detalls que són encara foscos, el model
de KESSLER i SEMENZA (1983) permet l'explicació de la majoria
de les característiques del cotransport, i constitueix un mo-

del que es troba recolzat pràcticament en la seva totalitat
pels resultats experimentals.

HOPFER i GROSECLOSE (1980)també proposen un mecanisme
amb comporta en el qual la translocació dels subs-

trats transportats es duu a terme mitjançant un canvi confor-
macional de la proteïna que canvia la permeabilitat per als

de porus
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Figura 10.- MODEL DE COTRANSPORT PROPOSAT PER KESSLER I

SEMENZA (1983). Es tracta d'un porus amb compor-

ta sensible a la diferència de potencial existent
a la membrana luminal (A'i). El locus d'unió per a

la glucosa és indicat aixi: | | (baixa afinitat),
m (elevada afinitat) i

finida). La comporta, carregada negativament, per

la presència d'un grup carboxil, és el locus
d'unió de l'ió sodi.

(afinitat inde-
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soluts (figura 11). Troben que la unió dels cosubstrats s'ha
de produir d'una manera ordenada, la qual cosa dóna lloc a

cinètica del tipus ordenat "bi-bi". No poden esbrinar,
Sí que afirmen,

una

però, si s'uneix primer la glucosa o el Na+.
però, que el primer a unir-se és també el primer a dissociar-

l'interior de la cèl·lula. Proposen una estequiometria

i el pas limitant de la reacció és la dissociació del Na+.
se a

1 ,

Na+
GLUCOSA

Figura 11.- MODEL PROPOSAT PER HOPFER I GROSECLOSE (1980) PER

A EXPLICAR EL COTRANSPORT DE GLUCOSA I Na+.

Hi ha molts altres autors, que si bé no arribaren a pro-

posar un model complet per al transport, feren notables apor-
tacions parcials que intuïen o confirmaren les dades experimen-
tals, basant-se en les quals es proposaren els models abans
esmentats. Així, KIMMICH i RANDLES (1980) proposaren un trans-
portador carregat negativament, amb una estequiometria 2 i la
unió dels cosubstrats a l'atzar, essent aquest darrer el pas
limitant de la reacció. Per a ells els complexos binaris no
són permeables. La formació d'un complex ternari carregat po-
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sitivament dóna peu a l'efecte del potencial de membrana so-

bre el transport.

TURNER i SILVERMAN (1980) consideren que el transporta-

dor ha d'ésser carregat negativament. MURER i KINNE (1980)
un coeficient d'acoblament 1, mentre que KAUNITZ et

(1982) i WRIGHT et al. (1983) consideren que és de 2.
TURNER i SILVERMAN (1 980) i FREEL i GOLDNER (1981) creuen que

el pas limitant és el de la translocació, i els darrers afegei-
xen a més que la unió s'ha de produir a l'atzar.

proposen

a l.

3.1.2. TRANSPORT MITJANÇAT EQUILIBRATIU

Els primers indicis de l'existència d'aquesta via va-

ren ésser els aportats per BIHLER i CYBULSKI (1973), en tro-
bar a les cèl·lules intestinals un mecanisme independent de

Na+, insensible a la florricina i inhibible per elevades con-

centracions d'altres sucres.

Treballs recents realitzats amb vesícules confirmen la

hipòtesi original que aquest sistema de transport és localit-
a la membrana basolateral (HOPFER et al. ,

1973; KINNE i MURER, 1976 i MURER i HOPFER, 1977). Així,

doncs, es tracta d'un sistema de transport de monosacàrids
localitzat a la vora serosal, la funció fonamental del qual
seria la de transferir, a favor de gradient de concentració,
els soluts acumulats dins la cèl·lula, cap a la làmina pròpia.
Es un procés mitjançat no concentratiu, poc sensible a la fio-
rricina però totalment inhibible per la floretina (KIMMICH i

zat exclusivament

RANDLES, 1975). Un altre inhibidor específic d'aquesta via és
la teofil.lina. El seu efecte va ésser descrit per primera
vegada per HOLMAN i NAFTALIN (1975). En cèl·lules intestinals
de pollastre inhibeix en un 50 % la difusió facilitada (RANDLES
i KIMMICH, 1978). L'únic agent conegut capaç d'inhibir-la to-
talment sense exercir els efectes metabòlics

floretina, és la citocalasina B (KIMMICH i RANDLES, 1979).

que presenta la
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L'especificitat d'aquest mecanisme independent de Na +
és diferent a la del transport actiu de la membrana luminal,

ja que és capaç d'utilitzar 2-deoxi-D-glucosa, D-mannosa i
D-fructosa (BIHLER i CYBULSKI, 1973). Pel que fa als reque-

riments estructurals, són bàsicament els següents (KIMMICH,
1981 ) :

1. Formar un anell piranòsid.
2. Ésser de la sèrie dels D-monosacàrids.

3. Presentar un hidroxil lliure en el carboni 1.

4. L'orientació del substituent en el carboni 5 ha

d'ésser la mateixa que la present a la D-glucosa.

Aquests requeriments queden reflectits a la figura 12.
Aquest sistema no accepta monosacàrids amb substituents a

del carboni 1 en posició a ni 3 tals com 1'a-me-

til-D-glucòsid. El carboni 2 accepta un gran espectre en la
configuració. Segons aquest mateix autor, l'ordre d'afinitat
seria l'establert a la taula III. La ribosa, fucosa, L-sorbo-

sa, D-glucosamina i a-metil-D-glucòsid no interaccionen amb
el transportador. Hi ha sucres com la galactosa, glucosa i

3-oxi-metil-D-glucosa capaços de satisfer ambdues vies.

1'hidroxil

Utilitzant 3-oxi-metil-D-glucosa com a substrat,
KIMMICH i RANDLES (1975) troben que es tracta d'un sistema

mitjançat de baixa afinitat i alta capacitat, si es compara

amb les característiques cinètiques del transport actiu de
la membrana luminal.

3.1.3. CINÈTIQUES DELS TRANSPORTS MITJANÇATS

Tant el transport mitjançat concentratiu de la membra-
na luminal com 1'equilibratiu de la membrana basolateral se-

gueixen una cinètica de Michaelis-Menten. Aquests sistemes,
doncs, es caracteritzen pel fet de tenir una Vm
idea de la capacitat de transport del sistema i una Km que

que dóna
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r4

Figura 12,- REPRESENTACIÓ DE HAWORTH AMB ELS REQUERIMENTS

BÀSICS DELS MONOSACARIDS QUE UTILITZEN LA VIA

DEL TRANSPORT MITJANÇAT EQUILIBRATIU DE LA

MEMBRANA BASOLATERAL. Les línies rectes indi-

quen les orientacions obligatòries, i les ondula-
des aquelles en les quals l'orientació és menys

crítica.

ho fa de l'afinitat entre el substrat i el transportador. Fo-
namentalment les diferències cinètiques entre el sistema de
transport luminal i el basolateral són que el transport de-
pendent de Na+ és un mecanisme d'elevada afinitat i baixa

capacitat, mentre que el transport independent de Na+ pos-

seeix una baixa afinitat i una elevada capacitat (KIMMICH i
RANDLES, 1978).
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A més la cinètica del transport mitjançat concentra-

tiu es veu afectada pel gradient de Na+ existent a través
de la membrana. Per a GOLDNER at al. (1 969) , KIMMICH i RANDLES
(1975) i HOPFER i GROSECLOSE (1980), la concentració externa
de Na+ varia la Vm del sistema sense modificar pràcticament
la Km. Es tracta de 1* anomenada cinètica del tipus V. En

CRANB et al. (1 965) , CURRAN et al. (1 967) , ALVARADOcanvi

(1976) i ROBINSON (1978) troben que el gradient de Na+ afec-
ta la Km sense modificar la Vm, és a dir, una cinètica del

tipus K. Aquestes diferències cinètiques tan notables confi-
guren models molt diferents a l'hora d'explicar el cotrans-
port de monosacàrids i Na+. Per a KIMMICH (1981), el tipus
de cinètica és determinada per l'espècie animal i per la tèc-
nica experimental utilitzada. En canvi ALVARADO I LHERMINIER

(1982) consideren que tots els sistemes han d'ésser mixtos
i les diferències abans esmentades són degudes tan sols a la
tècnica experimental utilitzada, que pot arribar a emmasca-

rar l'efecte del Na+ sobre una determinada constant.

Un altre factor que cal tenir en compte a 1'hora de
és la pos-considerar les constants cinètiques d'un sistema,

Taula III.-ESCALA D'AFINITAT ENVERS EL TRANSPORTADOR DE LA

VORA BASOLATERAL.

2-deoxi-D-glucosa

D-glucosa

D-galactosa, 3-oxi-metil-D-glucosa
D-mannosa

D-xilosa

D-fructosa

Els monosacàrids estan llistats en ordre decreixent d'afi-

nitat (KIMMICH, 1981).
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sible existència de l'anomenada capa no agitada que s'inter-
entre el medi d'incubació i la membrana de l'enteròcit.posa

Per a THOMSON et al. (1 982) , aquest fenomen dóna lloc a una

infravaloració dels processos passius i a una supravaloració
de la Km. Avui en dia, les tècniques experimentals més moder-

permeten d'eliminar la capa no agitada, o bé de calcular-
la per tal de poder-hi fer les correccions adients.

nes

3.1.4. DIFUSIÓ SIMPLE

A les cèl·lules epitelials intestinals existeix una

tercera ruta per al moviment de monosacàrids a través de la
membrana, la difusió simple.

És un mecanisme caracteritzat pel fet de no ésser sen-

sible a cap inhibidor conegut, no ésser saturable i no presen-

tar competició amb altres sucres. La velocitat de difusió
d'un substrat és donada, segons la llei de Fick, pel gradient

electroquímic a través de la membrana i pel coeficient de di-
fusió del substrat. Aquesta constant dóna idea de la permea-

bilitat de la membrana a un determinat substrat. Així, doncs,

la constant de difusió variarà segons el monosacàrid i l'es-
pècie animal estudiats (THOMSON et al., 1982). Numèricament,
la constant de difusió és el pendent de la recta obtinguda
en avaluar la velocitat de difusió en presència de diferents
concentracions de substrat.

3.1.5.-IMPORTÀNCIA DE LES TRES VIES EN L'ACUMULACIÓ DE MONO-

SACÀRIDS

Finalment, a causa de la intervenció de tres vies di-

ferents d'entrada de monosacàrids a l'enteròcit, cal esta-
blir quina és la.participació de cadascuna d'elles en el pro-
cés d'absorció intestinal. Així, KIMMICH i RANDLES (1973)
troben en cèl·lules aïllades de jejú de pollastre, que el
flux d'entrada de 3-oxi-metil-D-glucosa 0,1 mmol/1, es

produeix en un 9 4 % a través de la via dependent de Na+, un
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4 % per difusió facilitada i un 2 % per difusió simple, ün
assolit l'estat estacionari, en el qual la concentraciócop

de monosacàrid intracel.lular és més gran que la del medi
d'incubació, la sortida de monosacàrid es produeix en un

10 % per la via dependent de Na+, un 64 % per difusió faci-
litada i un 26 % per difusió simple.

3.2. AÏLLAMENT DE CEL.LULES EPITELIALS INTESTINALS

Tradicionalment, l'estudi de l'absorció intestinal

s'ha dut a terme mitjançant tècniques in vivo amb animals
anestesiats, sotmesos o no a una operació quirúrgica prèvia.

Aquests experiments constituïren la base de les primeres
investigacions, i suposaren un gran avenç en el tema (ve-
geu CRANE, 1 968) .

El reconeixement, que el teixit, un cop aïllat de
l'animal podia sobreviure durant un temps prolongat, va re-

presentar un gran avantatge ja que podia ésser fàcilment ma-

nipulat i permetia de modificar àmpliament les condicions

experimentals. Això va donar peu al disseny de nombroses

tècniques in vitro (PARSONS, 1968). Un esforç pioner va
ésser el de REID, el 1901, que amb un segment cicular de pa-

ret intestinal col·locat entre dos compartiments de vidre,
va demostrar l'absorció de fluids a favor de gradient de
pressió hidrostàtica.

El manteniment de la viabilitat del teixit i per tant
de la seva capacitat per a transportar, durant tot el temps

d'experimentació, va ésser solventat per FISHER i PARSONS
(1949) en oxigenar les solucions que estaven en contacte
amb el teixit.

BIHLER i CRANE (1962) i SCHULTZ et al. (1966) incu-

per un costat làmines de mucosa i per l'altre la
ta del teixit, exempt doncs de mucosa, demostraren que són
les cèl·lules columnars epitelials de la mucosa, o enterò-

bant res-
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cits, les principals implicades en els processos d'absor-
ció intestinal, ja que només les làmines de mucosa eren

capaces d'acumular sucres en contra de gradient de concen-
tració. Aquest és un procés dependent de l'ió sodi, inhibi-
ble per ouabaïna i per inhibidors del metabolisme cel·lular.
La resta de la paret intestinal lliure de mucosa no presen-

tava capacitat per a acumular soluts. Així, doncs, es feia
responsable l'epiteli intestinal de la capacitat per a con-

centrar soluts, que després es difondrien a la làmina prò-

pia, d'on podrien accedir al torrent sanguini.

A partir d'aquest moment hom va fixar més l'atenció
en la funcionalitat dels enteròcits, l'esforç científic es

va centrar en el coneixement dels mecanismes moleculars

pels quals aquestes cèl·lules tenen una capacitat de trans-

port tan elevada. Es per això que la utilització de les cèl-
lules epitelials aïllades suposà un gran avenç en la meto-

dologia de l'estudi sobre l'absorció de no-electròlits. Es

tracta d'un model experimental que conserva les caracterís-

tiques del transport present al teixit sencer. Els enterò-
cits constitueixen la unitat funcional més petita del tei-
xit, ja que s'elimina la problemàtica de l'existència del
teixit connectiu intersticial i de les diverses capes de
musculatura serosal. Pel que fa a la separació dels meca-

nismes de la membrana mucosal i basolateral, només pot ésser
duta a terme sempre i quan es pugui discernir la polaritat
dels processos a1'enteròcit.

3.2.1. TECNIQUES D'AÏLLAMENT

3.2.1.1. Mètodes mecànics

La relativa facilitat amb la qual la mucosa intesti-
nal de rata es pot separar de la resta de la paret, va do-
nar lloc a la utilització de la mucosa aïllada com a punt
de partida per a l'obtenció d'enteròcits aïllats. Un dels
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primers intents fou realitzat per DICKENS i WEIL-MALHERBE
en el 1941, per tal d'estudiar el metabolisme cel·lular

Els resultats foren molt semblants alsen raspat de mucosa,

obtinguts per altres autors In vivo. Al llarg del temps
d'incubació, però, observaren que l'activitat glucolitica
minvava, alhora que les làmines d'epiteli perdien grandà-
ria i pes. Com que aquesta degradació no era present en

incubar el teixit sencer, l'atribuïren a l'alliberament

d'enzims proteolltics per part de les cèl·lules malmeses en

el procés d'aïllament.

Les preparacions de mucosa aïllada no tornaren a

ésser utilitzades fins 25 anys després, quan SCHULTZ et al.

(1966) demostraren que era a l'epiteli on es localitzaven
els processos intestinals reponsables d'acumular sucres i
aminoàcids en contra del gradient de concentració. En aquest

treball , els autors indiquen la possibilitat de fraccionar

l'epiteli en cèl·lules individuals per tal de facilitar la

presa de mostres i la determinació de la concentració in-
tracel.lular de solut.

Els esforços més productius per tal d'obtenir cèl.lu-
les epitelials aïllades per mètodes mecànics, foren realit-
zats per SJOSTRAND (1968) i HARRISON i WEBSTER (1969).
SJOSTRAND (1968) desenvolupà una tècnica consistent a apli-
car una força de rotació a l'intestí de rata evertit que es

trobava posat en una vareta de vidre. Tot el sistema era

submergit en sèrum fisiològic. De primer, amb grans accele-
racions i desacceleracions, aconseguia eliminar el mucus,

i posteriorment obtenia les cèl·lules.

La tècnica de HARRISON i WEBSTER (1969), ideada per
a l'aïllament de cèl·lules de la cripta, consistia en sot-
metre 1'intestí, submergit en una solució d'EDTA, a un

moviment de vibració. Al principi s'elimina el mucus i,
després es desprenen les cèl·lules de la punta i parets de
la vellositat. Per aconseguir les cèl.lules de la cripta,
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distendien l'intestí evertit amb aire a pressió

metien al moviment de vibració.

i el sot-

IEMHOFF et al. (1970) varen fer un estudi metabòlic

de les cèl·lules obtingudes per mitjà de les dues tècniques

mecàniques. Per a aquests, autors, la tècnica de vibració
de HARRISON i WEBSTER (1969) proporciona suspensions en

millors condicions metabòliques.

Tanmateix, les tècniques mecàniques no han estat gai-

re utilitzades i s'han anat substituint per mètodes químics

i enzimàtics. El gran desavantatge que presenten és que el
tractament mecànic és massa sever i això dóna lloc a cèl.lu-

(1981) estudiaren la via-

bilitat de suspensions cel·lulars, fonamentalment pel que

fa a la integritat de la membrana cel·lular, obtingudes
amb tècniques mecàniques , químiques i enzimàtiques . Llurs
resultats indiquen que els mètodes mecànics donen
un nombre molt elevat de cèl·lules amb la membrana malmesa,
en relació amb la resta de tècniques assajades.

les bastant malmeses. EADE et al.

lloc a

3.2.1.2. Mètodes químics i enzimàtics

Durant el primer deceni dels anys seixanta, es varen

començar a descriure les tècniques per a l'aïllament de cèl-
lules epitelials consistents en el tractament del teixit amb
un agent quelant de l'ió calci o amb un enzim.

(1964) proposaren una tècnica per a

l'aïllament enteròcits de rata consistent en la incubació

de sacs intestinals en un medi sense Ca

HARRER et al.

2 + 2 +
ni Mg i en pre-

sència d'una mescla d’enzimsproteolítics. En el 1965, STERN
i REILLY feren un estudi metabòlic de les cèl·lules obtin¬

gudes per aquesta tècnica, tot comprovant que, un cop aïlla-
des, eren capaces de mantenir intacta llur activitat gluco-
lítica durant llargs períodes d'incubació. STERN (1966),



-77-

considerant que el tractament amb enzims era potser massa

fort, va substituir aquests agents per citrat trisòdic.
té un paper cabdal en les uions

2 +

Per a aquest autor, el Ca
intercel.lulars, sobretot a la membrana basolateral. Es per

això, que considera més fisiològic d'utilitzar un agent

quelant de l'ió calci que no pas un enzim. STERN (1966) va
ésser un dels primers autors a estudiar la capacitat de
les cèl·lules epitelials aïllades peraacumular monosacà-
rids. Dels seus resultats es desprèn que les cèl·lules po-

den mantenir un gradient de concentració per a la glucosa,

per un procés dependent de l'energia metabòlica, però inde-
pendent de la concentració de l'ió sodi en el medi d'incu-
bació.

En el 1967, SOGNEN va proposar un nou mètode consis-
tent en el tractament del teixit amb EDTA. Es preparava un

sac intestinal i s'incubava en una solució salina amb EDTA,

. Les suspensions cel·lulars així

obtingudes eren capaces de mantenir petits gradients de
concentració per a la glicina que no eren dissipats per la
presència de 2,4-dinitrofenol. Aquestes cèl·lules, però,
varen ésser incapaces d'acumular 3-oxi-metil-D-glucosa en

contra del gradient de concentració.

2 + 2 +
exempta de Ca i Mg

PERRIS (1966) fou el primer autor a utilitzar hialu-
ronidasa per a l'obtenció de suspensions cel·lulars de
l'intestí. La tècnica consistia a incubar un segment intes-
tinal en presència de 1'enzim. Va realitzar un estudi meta-

bòlic de les suspensions cel·lulars i observà que, amb BSA
a la concentració de 10 g/l en el medi d'incubació, l'acti-
vitat respiratòria en presència de glucosa millorava nota-
blement. Les raons de l'efecte d'aquesta proteïna, segons
PERRis (1966), podrien estar relacionades amb les observa-
cions realitzades per NAKAMURA et at. (1959). Segons aquests
autors, quan s'homogeneïtza la mucosa intestinal de rata es

produeix un gran alliberament d'àcids grassos, els quals



-78-

inhibeixen l'enzim succinoxidasa. L'efecte de l'albúmina
seria degut a la seva capacitat per a fixar els àcids gras-

per la qual cosa aquests ja no poden afectar el meta-
bolisme cel·lular.

sos,

KIMMICH (1 970a) va descriure una tècnica específica

1'aïllament de cèl·lules epitelials de l'intestí deper a

pollastre. De fet suposava una innovació, ja que fins al
moment totes les tècniques existents eren descrites per a ma-

mífers. Es tractava d'incubar porcions de l'intestí everti-

des, en una solució salina en la qual hi havia BSA 1 g/l i
hialuronidasa. Aquest autor inclou BSA en totes les seves

preparacions per a disminuir l'autòlisi que es produeix
quan les cèl·lules malmeses durant el procés d'aïllament
alliberen enzims proteolítics. També
di metabòlic de les seves suspensions. Aquesta tècnica li
ha permès, al llarg dels anys, de caracteritzar el transport

mitjançat cocentratiu de la membrana luminal i el transport

mitjançat equilibratiu deia basolateral, per a monsacàrids
i aminoàcids.

va realitzar un estu-

En els darrers anys, no hi ha hagut grans innovacions
en les tècniques per a l'aïllament de cèl·lules epitelials
intestinals. La majoria de contribucions s'han orientat,
més aviat, cap ala modificació d'alguna de les tècniques ja
existents, d'acord amb les necessitats experimentals. Així,
l'EDTA ha estat utilitzat per EVANS et al. (1971) per a

l'aïllament de cèl·lules de l'intestí prim de conill d'In-
dies i fer-ne un estudi metabòlic; MITJAVILA et al. (1973)
en estudis sobre l'efecte de divesos agents tensioactius
sobre el metabolisme i la lisi de cèl·lules d'intestí prim
de rata; RAUL et al. (1978) per a aïllar cèl·lules de l'in-
testí prim de rata i posteriorment cultivar-les i WATFORD et
al. (1979) van aïllar cèl·lules de l'intestí prim de rata i
de pollastre i en van fer un acurat estudi metabòlic. Pel

que fa al citrat trisòdic, WEISER (1973) l'utilitzà per a
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obtenir-ne cèl·lules de l'intestí prim de rata i estudiar-
ne la síntesti de glicoproteïnes, i LAWSON et al. (1982)

aïllar cèl·lules de la cripta del jejú i de l'iliper a

de rata i fer-ne un estudi histològic i metabòlic. I així,
hi ha tot un seguit d'autors que utilitzen les cèl·lules

epitelials aïllades com a material d'experimentació.

Quant a la possibilitat d'obtenir cèl·lules d'altres
segments intestinals que no siguin l'intestí prim, cal es-
mentar els treballs de CULLING et al. (1973) que utilitzen

una mescla d'EDTA i hialuronidasa per a aïllar
del còlon de rata, i el de BRASITUS (1982) que utilitza

citrat trisòdic per a obtenir cèl·lules de la cripta del
còlon proximal i del cec de rata.

cèl.lules

En aquesta memòria, amb l'objecte de trobar una tècni-
ca adient per a aïllar cèl·lules epitelials del cec de pol-

lastre, s'ha realitzat un estudi comparatiu amb tres medis
d'aïllament diferents. Tenint en compte que els mètodes
mecànics donen lloc a poblacions cel·lulars molt malmeses,
ha estat triat un medi enzimàtic amb hialuronidasa 0,5 g/l
i dos de químics, l'un amb citrat trisòdic 27 mmol/1 i
l'altre amb EDTA 5 mmol/1. Han estat triats aquests agents
a aquestes concentracions ja que són els més utilitzats a

la bibliografia. Bàsicament, la pauta experimental és la
descrita per KIMMICH (1970a) en la qual s'han realitzat di-
verses modificacions en el medi d'aïllament i de rentat per
tal de substituir 1'enzim pels agents quelants (vegeu apar-

tat 3.3.4.) .

3.2.2. PROVES DE VIABILITAT

En cop seleccionada la tècnica d'aïllament que a prio-
vi hom consideri més adient per al teixit utilitzat, cal
sotmetre les cèl·lules a tot un seguit de proves que perme-
tin d'assegurar que la suspensió cel·lular es troba en

condicions tan semblants com sigui possible a les del tei-
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xit sencer.

Fonamentalment, es tracta de conèixer la integritat

de la membrana cel·lular després de l'aïllament, el manteni-

ment del metabolisme cel·lular i la capacitat de les cèl.lu-
les per a acumular un substrat en contra del gradient de
concentració. Les diverses proves existents a la bibliogra-

fia són molt nombroses, i hom ha triat les que a continua-

ció s'esmenten.

Per a la determinació de la integritat de la membrana

cel·lular, ha estat triada la tècnica d'exclusió del blau

de trypan segons GIRARDI et at.
tècnica molt estesa i que ha estat molt utilitzada per a

cèl·lules intestinals (KIMMICH, 1970a; CULLING et ut.,1973;
RAÜL et al. , 1978; EADE et al., 1981; BRASITUS et aZ.,1982

i LAWSON et al. , 1982)

(1956). Es tracta d'una

L'activitat metabòlica de les cèl·lules és un paràme-
tre de gran importància, sobretot si aquestes han d'ésser

emprades posteriorment per a l'estudi de processos depen-
dents de l'energia metabòlica com ara el transport mitjan-
çat concentratiu de monosacàrids. Generalment, s'estudia la

glicòlisi a través del consum d'oxigen (HUANG, 1965; PERRIS,

1966; STERN, 1966; KIMMICH, 1970a; EVANS, 1971; MITJAVILA
et al., 1972; TOWLER et al., 1978 i WATFORD et al., 1979) i
de la producció d'àcid làctic (STERN, 1966; IEMHOFF et al
1970; KIMMICH, 1970a; HÜLSMANN, 1977; TOWLER et al., 1978 i
WATFORD et al. , 1979).

*' /

Un altre paràmetre metabòlic que també s'estudia
són els nivells cel·lulars d’ATP (IEMHOFF et al., 1970;
KIMMICH, 1975; HÜLSMANN, 1977; TOWLER et al., 1978 i
WATFORD et al. , 1 979) .

En termes generals hom accepta que el metabolisme
cel·lular es manté en bones condicions si les cèl.ules, en
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presència de glucosa consumeixen molt d'oxigen, produei-
elevades quantitats d'àcid làctic i presenten uns ni-

vells alts d'ATP.

xen

Finalment, la darrera prova duta a terme ha estat la

determinació de la capacitat de les cèl·lules per a trans-

portar monosacàrids en contra del gradient de concentració
(HUANG, 1965; STERN, 1966; KIMMICH, 1970a i TOWLER et al.,
1978). En quantificar aquest paràmetre, hom avalua, a més
de l'activitat metabòlica de la cèl·lula, l'estat dels

transportadors de sucres, ja que, a causa de la seva natu-
ralesa proteica, poden ésser fàcilment malmesos.

3.3. MATERIAL I METODES

3.3.1. ANIMALS D'EXPERIMENTACIÓ

Els animals emprats han estat els mateixos que els de

l'apartat 2.1.1.

3.3.2. APARELLS

- Bany orbital termostatitzat Selecta, model Unitronic-320.
- Centrífuga Beckman, model J-21 amb rotors JA-20 i JA-14.
- Centrífuga Eppendorf, model 5414 S.
- Colorlmetre Bausch and Lomb, model Spectronic 100.
- Comptador LKB Wallac, model 1217 RackBeta.
- Espectrofotòmetre Beckman, model DB-G.
- Homogeneïtzador Kontes, vas de vidre model K-885482-0021

i pistil de tefló model K-885480-0021.
- Metal.litzador Polaron, model E 5000 Sputering.
- Microscopi electrònic de rastreig Cambridge, model S.4.
- Microscopi electrònic de transmissió Philips, model EM 200.
- Microscopi òptic Leitz Wetzler, model Dialux.
- Osmòmetre Knauer.
- Respiròmetre Warburg B. Braun, model V.
- Ultramicrotom Reichert, model 316615.
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3.3.3. REACTIUS I PRODUCTES

- Acid perclòric, E. Merck, Alemanya. Article 519, lot 1477
01 02 .

- Albúmina sèrica bovina (BSA), Sigma Chemical Company,

E.U.A. Article 4503, lot 53C-1330.
- ATP, Boehringer Mannheim GmbH, Alemanyav Article 51 9 97 9.
- Blau de trypan, Dr. G. Grübler and Co., Alemanya.
- Citocalasina B, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article

C-6762, lot 102F-4004.
- Citrat trisòdic, Cario Erba, Itàlia. Article 479485, lot

G38111 .

- Controls de qualitat per a la determinació de l'àcid làc-
tic, Boehringer Mannheim GmbH, Alemanya. Precipath U, ar-

ticle 171760 i Precinorm U, article 171735.
- 2-Deoxi-D-glucosa, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article

D-6134, lot 40F-5077.
- 2-Deoxi-D- ( 1I*C) glucosa , Amersham International, Anglater-

ra. Article CFB. 181, lots B7 i B17.
- Dibutilftalat, Fluka AG, Suïssa. Article 89102, lot 243331 .

- N ,N'-Dimetilformamida p.a., Panreac, Espanya. Article
131785.

- Dimetilsulfòxid, p.a. Panreac, Espanya. Article 1 31954.
- 2,4-Dinitrofenol, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article

D-7004, lot 19C-01441.
- Dinonilftalat, Fluka AG, Suïssa. Article 80072, lot208417.
- EDTA, Cario Erba, Itàlia. Article 405491, lot G26824.
- EGTA, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article E-4387, lot

7 OF-507 0.

- Equip per a la determinació de l'àcid làctic, Sigma Chemi-
cal Company, E.U.A. Article 826A, lot 43C-6390.

- Etanol min 99,5 %, E. Merck, Alemanya. Article 966, lot
3947568.

- Florricina, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article P-3377,
lot 51F-0505.

- Folin-Ciocalteu, E. Merck, Alemanya. Article 9001, lot
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42264637.

- D-Glucosa, E. Merck, Alemanya. Article 8342, lot 701494

426 .

- Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, Boehringer Mannheim GmbH,

Alemanya. Article 127 047, lot 1954437.
- Glutaraldehid, E. Merck, Alemanya. Article 12179.
- Hexokinasa, Boehringer Mannheim GmbH, Alemanya. Article

127175, lot 10554447.
- Hialuronidasa, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article

H-2251, lot 91F-0501.
- Indicador universal de pH, Panreac, Espanya. Article

171370.

- Liquid scintillation Carbon-14 quenched Standard set,
Amersham Searle Corp., E.U.A. Article 180050.

- Membrana per filtració de policarbonat amb porus de 0,2 ym,

Nuclepore, E.U.A. Article 181006.
- D-Mannitol, E. Merck, Alemanya. Article 5980, lot 426

K44 4.

- a-metil-D-gluc5sid, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article

M-9376, lot 22F-0489.
- Metil (alfa-D-(U-1'tC) glucosa, Amersham Intenational, An-

glaterra. Article CFB. 76, lots
- NADP, Boehringer Mannheim GmbH, Alemanya. Article 128 031,

lot 1423172.

- Ouabaïna, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article 0-3125,
lot 59C-0102.

- 3-0xi-metil-D-glucosa, Koch-Light Laboratories Ltd. , An-

galerra. Article 3832-00, lot 89991.
- 3-0-metil-D-(U- 14C)glucosa, Amersham International, Angla-

terra. Article CFB.141, lots B22, B23, B24 i B28.
- (1,2-^) Polietilen glicol 4000, New England Nuclear,

E.U.A. Article NET-405, lot 1516-212.
- PPO, Koch-Light Laboratories Ldt., Anglaterra. Article

2335-00, lots 91533 i 91560.
- Teofil.lina, Sigma Chemical Company, E.U.A. Article T-1 633 ,

lot 107C-0064.

B23, B24, B25 i B26.
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- Toluè, Panreac, Espana. Article 141745.
- Triton X—100, Rohm and Hass, França.

- Sals per a la preparació de les solucions fisiològiques,
E. Merck, Alemanya.

3.3.4. AÏLLAMENT DE LES CÈL·LULES EPITELIALS INTESTINALS

La metodologia emprada ha estat, a grans trets, la
descrita per KIMMICH (1970a), en la que ha calgut realitzar
algunes modificacions per tal d'adaptar-la als segments ce-

cals.

3.3.4.1. Obtenció dels segments de cec i jejú

Els animals es decapiten i es dessagnen. Se'ls prac-

tica una laparatomia i es localitzen els cecs i el diverti-
cle de Meckel a nivell de jejú. S'extreuen els cecs, tallant
per la zona de la unió ili-cec-recte procurant que el tei-
xit limfàtic, present a la zona proximal, no es perdi ni
es malmeti. Del jejú, se'n pren una porció corresponent als
100 mm situats a ambdós costats de la implantació del rovell.

Els segments intestinals, així obtinguts, es col.lo-

quen sobre una placa de vidre humitejada amb sèrum fisio-

lògic fred i se'ls extreu amb molta cura el mesenteri, que

generalment és molt abundant. Aleshores es procedeix al
rentat d'aquests segments intestinals. En el jejú, el con-

tingut intestinal s'elimina fent-hi passar tres vega-

des, amb l'ajut d'una xeringa, 20 ml de sèrum fisiològic
fred. Després s'obre longitudinalment i es talla en sec-

cions d'aproximadament 30 mm.

En el cas del cec, degut a la consistència pastosa
del seu contingut, és necessari primer, obrir-lo longitudi-
nalment i després netejar-lo per agitació en un vas de pre-

C^-Pitats amb sèrum fisiològic. Si l'experiment es vol rea-

litzar amb el cec sencer, aquest es talla en seccions d'uns



-85-

30 mm. Perd si el que es desitja, és obtenir per separat

cèl·lules aïllades del cec proximal, medial i distal, ales-
hores es separa cadascun d'aquests segments.

3.3.4.2. Incubació del teixit en el medi d'aïllament

Un cop obtinguts els segments intestinals, es col.lo-

quen en flascons de plàstic en els que hi ha 40 ml de medi
d'aïllament. A partir d'aquest punt, totes les manipula-
cions es realitzen amb material de plàstic o de vidre sili-

les cèl·lules epitelials intestinals s'agre-conat, ja que

guen en contacte amb el vidre.

Aleshores, es procedeix a la incubació dels flascons

que contenen el medi d'aïllament i el teixit, en un bany
orbital termostatitzat a 37 °C, amb agitació de 2 Hz, du-
rant 30 min.

En aquest treball, s'han provat tres medis d'aïllament
diferents, un enzimàtic i dos de químics. L'enzimàtic és el
medi de KIMMICH (1970a) que conté hialuronidasa 0,5 g/l i
els químics són dues modificacions de l'anterior, en les

quals s'ha retirat els ions calci i magnesi i l'enzim s'ha
substituït per un agent quelant del Ca
27 mmol/1 o EDTA 5 mmol/1. L'osmolaritat dels medis s'ha

mantingut a 320 mOsm/1 variant la concentració de mannitol

i s'ha comprovat per mitjà de mesures realitzades a l'os-
mòmetre.

2 +
: citrat trisòdic

La composició dels tres medis d'aïllament és la se¬

güent:

a) medi d'aïllament amb hialuronidasa 0,5 g/l

NaCl

KoHpO2 4
EGTA

Tris-HCl

80 mmol/1
3 mmol/1

0,1 mmol/1

20 mmol/1, pH 7,4
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1 g/l
2,5 mmol/1
1 mmol/1

0,5 g/l
100 mmol/1

BSA

CaCl2
MgCl2
hialuronidasa

mannitol

b) medi d'aïllament amb citrat trisòdic 27 mmol/1

80 mmol/1

3 mmol/1

0,1 mmol/1
20 mmol/1, pH 7,4

1 g/l
2 7 mmo1/1

37 mmol/1

NaCl

k2hpo4
EGTA

Tris-HCl

BSA

citrat trisòdic

mannitol

c) medi d'aïllament amb EDTA 5 mmol/1

80 mmol/1

3 mmol/1

0,1 mmol/1
20 mmol/1, pH 7,4

1 g/l
5 mmol/1

100 mmol/1

NaCl

k2hpo4
EGTA

Tris-HCl

BSA

EDTA

mannitol

Un cop transcorregut el temps de l'aïllament, ja
s'han desprès algunes poques cèl·lules epitelials, però
per obtenir-ne la majoria, és necessari agitar amb una pi-
peta de plàstic els segments intestinals dins del medi
d'aïllament.

La suspensió cel·lular obtinguda es filtra en una

xarxa de nylò per tal de separar-ne el teixit intacte i
de dispersar millor la població cel·lular. El material fil-
trat es recull en tubs de centrífuga, de plàstic de 50 ml
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i es procedeix alehores, al rentat de la suspensió.

3.3.4.3. Rentat de la suspensió cel.lular

Aquesta operació té com a objecte l'eliminació de
l'agent utilitzat per a 1'aïllament (hialuronidasa, citrat
trisòdic i EDTA), puix que si restés en contacte amb les

cèl·lules les podria arribar a malmetre.

El rentat es realitza per centrifugació en fred, du-

r'ant 1 min a 100 g (centrífuga Beckman, rotor JA-20) , amb
20 ml de l'anomenat medi de rentat. L'operació es repeteix

dues vegades amb el medi de rentat
medi d'incubació (figura 13).

i una tercera amb el

La composició del medi de rentat varia segons l'em-
prat per a 1'aïllament. Per al medi amb hialuronidasa, el
medi de rentat és el mateix de l'aïllament, però, sense

l'enzim. Per als medis químics, el
mateix que l'emprat a l'aïllament, sense l'agent quelant,
mantenint-se 1'osmolaritat a 320 mOsm/1 variant la concen-

tració de mannitol. La composició dels medis de rentat és
la següent:

medi de rentat és el

a) si l'aïllament s'ha realitzat amb hialuronidasa,

NaCl 80 mmol/1
3 mmol/1

0,1 mmol/1
20 mmol/1, pH 7,4

1 g/l
2,5 mmol/1
1 mmol/1

100 mmol/1

K2HP04
EGTA

Tris-HCl

BSA

CaCl2
MgCl2
mannitol
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Figura 13.- ESQUEMA DE LA TÈCNICA SEGUIDA PER A L'AÏLLA-
MENT DELS ENTEROCITS.



40 ml medi d'aïllament amb el

segment intestinal

incubació durant 30 min a 37 Q C

amb agitació de 2 Hz

filtació de la suspensió cel·lular
a través de la xarxa de nyló

centrifugació a 100 g durant 1 min

x 3

sediment cel·lular

+ 20 ml

darrer rentat amb medi d'incubació
de medi de rentat i en el

1 o 2 ml

incubació de la suspensió a 37 ° C
amb agitació de 0,5 Hz
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b) si l'aïllament s'ha realitzat amb citrat trisòdic o EDTA,

80 mmol/1

3 mmol/1

0,1 mmol/1
20 mmol/1, pH 7,4

1 g/l
110 mmol/1

NaCl

k2hpo4
EGTA

Tris-HCl

BSA

mannitol

El darrer rentat es fa amb el medi d'incubació, que

és el mateix per als tres medis d'aïllament. La seva com-

posició és la següent:

80 mmol/1

3 mmol/1

0,1 mmol/1
20 mmol/1, pH 7,4

1 g/l
2,5 mmol/1
1 mmol/1

100 mmol/1

NaCl

k2hpo4
EGTA

Tris-HCl

BSA

CaCl2
MgCl2
mannitol

l'operació de rentat, el sediment
cel·lular es resuspen amb el volum desitjat de medi d'in-
cubació i la suspensió ja és a punt per a la seva utilitza-
ció experimental. D'aquesta suspensió se'n pren una mostra

per determinar-hi la concentració proteica.

Un cop realitzada

3.3.4.4 . Quantificació de la proteïna cel·lular

Per a la quantificació de la proteïna cel·lular s'ha
emprat el mètode de LOWRY et al. (1951).

De primer, s'homogeneïtza 1 ml de la suspenció cel.lu-
dilueix fins al volum desitjat amb aigua destil·la-

da. Aleshores, es mescla 1 ml de la solució proteica diluï-

lar i es



_o - _

tartrat sòdic-potàs-cue ca:'.té:- 1
ur.a scl."-da arri 3

sic 0,2 g _ ,

coure pentahidrarau
tant, 0,5 r.l cel reactiu
diluit fins a una acidesa d’l

1, sosa 4 g 1 i sulfat descdiccarccr.au

c 1. Als 10 rr.in s'afegeix, tot agi-
Folin Ciocalteu, prèviament
mol/l. La mescla es deixa

45 min a les fesques, fins que es forma el complex colore-

jat. L'extinció es mesura en un colorímetre a 750 nm.

^ r '

de

El càlcul ce la concentració de proteïna es realitza en

base a les dades obtingudes, paral·lelament, amb solucions

de concentració coneguda de BSA.

3.3.5. PROPIETATS DELS ENTEROCITS AÏLLATS

3.3.5.1. Integritat de la membrana cel·lular

Aquesta prova de viabilitat s'ha realitzat mitjançant
la tècnica d'exclusió del blau de trypan, descrita per

GIRARDI et al. (1956).

Un ml de la suspensió cel·lular es mescla amb 2 ml
d'una solució de blau de trypan 20 g/l en aigua destil·la-
da. Es pren una alíquota i es col·loca en una cambra de
Burker per al comptatge de cèl·lules, prèviament silicona-
da, per tal d'evitar l'agregació cel·lular.

Les cèl·lules tenyides de blau són aquelles que no man-

tenen la integritat de la membrana. Es tracta de realitzar

un recompte de les cèl·lules no tenyides i expressar-ho com
a tant per cent respecte al nombre total de cèl·lules.

Malgrat la utilització de material de plàstic o de vi-
dre siliconat, les cèl·lules s'agreguen espontàniament, per
la qual cosa, i seguint el criteri d'EADE et al. (1981),
els agregats de més de tres cèl·lules són exclosos del

comptatge.
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3.3.5.2. Consum d'oxigen

La respiració cel·lular s'.ha determinat segons la
tècnica de Warburg (UMBREITT et al. , 1 959) .

Les cèl·lules es resuspenen fins a un volum de 2,5 ml

amb medi d'incubació, suplementat amb BSA fins a 10 g/l.
L'elevada concentració de proteïna és recomenada per

(1970a) en base als resultats de DICKENS I WEIL-

MALHERBE (1941) en mucosa raspada i PERRIS (1966) en cèl-
lules aïllades d'intestí prim de rata, que observen una

notable millora de la respiració cel·lular en presència de
BSA.

KIMMICH

La suspensió es col·loca en els matrassos, prèviament
siliconats, per tal d'evitar l'agregació cel·lular. Al braç
lateral del matràs s'hi posa 0,5 ml d'una solució concen-

trada de glucosa (60 mmol/1), 1'osmolaritat de la qual s'ha

mantingut reduint la concentració de mannitol. D'aquesta
manera, la concentració de sucre en els 3 ml de suspensió
cel·lular serà de 10 mmol/1. S'ha emprat aquesta elevada
concentració de glucosa, per tal que la quantitat de sucre

no sigui un factor limitant en les reaccions metabòliques
cel·lulars (SRIVASTAVA i HÜBSCHER, 1966; IEMHOFF et al. ,

1970; KIMMICH, 1970a; ANDERSON, 1974; LEESE i BRONK, 1975;
PRITCHARD i PORTEOUS, 1977 i WATFORD et al., 1979).

La incubació dels matrassos es realitza a 37 °C, amb
agitació de 2 Hz i 35 mm d'amplitud, durant períodes de
fins a 1 h 30 min, fent-se lectures cada 10 min. La fase

gasosa és oxigen al100 % i el diòxid de carboni format que-
da atrapat en el pou central del matràs, .en el que hi ha pa-

per de filtre impregnat amb 0,2 ml de potassa 5 g/l.

Els resultats s'expressen com a yl 02/mg proteïna,
essent Q la quantitat d'0„ consumit al llarg d'una hora
d incubació (yl C>2/mg proteïna • h) .
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3.3.5.3. Producció d'àcid làctic

S'ha determinat la producció d'àcid làctic en presèn-

cia de glucosa 10 mmol/1 al llarg del temps d'incubació.

A un vas de precipitats de plàstic de 50 ml, s'afe-
de medi d'incubació amb glucosa 13,3 mmol/1,geixen 3 ml

mantenint-se 1'osmolaritat reduint la concentració de man-

nitol. Aquest medi també conté el suplement de BSA fins a

10 g/l. Els vasos i la suspensió cel·lular es col·loquen
en un bany orbital termostatitzat i un cop assolida la tem-

peratura de 37 °C s'afegeix a cadascun 1 ml de la suspèn-

sió cel·lular, moment en el qual s'inicia la incubació.

Aquesta es duu a terme a 37 °C, durant 1 h 30 min amb agi-
tació de 0,5 Hz. Als 30, 60 i 90 min d'incubació es prenen

mostres de 0,3 ml que ràpidament es mesclen amb 0,6 ml
d'àcid perclòric a 4 °C, per tal de precipitar les proteï-
nes. La mescla s'agita enèrgicament durant 1 min i després
es deixa reposar en fred durant 5 min. Un cop transcorre-

gut aquest temps, es centrifuga en fred a 3.000 g durant 5
min (centrífuga Beckman amb rotor JA-14) i en el sobrene-
dant s'hi quantifica l'àcid làctic, ja sigui al moment o

després d'haver-lo emmagatzemat a 20 °C sota zero, durant
no més d'una setmana, per tal d'evitar la seva degradació.

La determinació de l'àcid làctic es realitza mitjan-
çant un equip comercial, per a mostres desprotein'itzades,
basat en la següent reacció enzimàtica:

àcid L-(+)-làctic + Nan+ lactat .deshidrogenasa àcid pirúvic + NADH + H

en la qual, l'àcid làctic és oxidat a pirúvic per l'enzim
lactat deshidrogenasa, en medi bàsic, en presència d'un
excès de NAD+ i quantitat suficient d'hidrazina per segres-
tar l'àcid pirúvic format. Per cada mol d'àcid làctic oxi-
dat es forma 1 mol de NADH que es mesura espectrofotomètri-
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ment a 340 nm.

Paral·lelament, es realitza una corba patró i dos

controls de sèrum patró de concentracions diferents d'àcid
làctic, prèviament sotmesos a desproteïnització.

Els resultats s'expressen com a nmol àcid làctic/mg

proteïna, essent Ql la quantitat d'àcid làctic produïda en
hora d'incubació (nmol àcid làctic/mg proteïna • h)una

3.3.5.4. Nivells d'ATP

S'han determinat els nivells d'ATP en les cèl·lules

epitelials, al llarg del temps d'incubació, en presència de
glucosa 10 mmol/1.

La suspensió cel·lular es col·loca en un bany orbital
termostatitzat a 37 oc amb agitació de 0,5 Hz, en el qual
també hi ha els vasos de plàstic on es realitzarà la incu-
bàció. Aquests vasos contenen 2 ml de medi

glucosa 20 mmol/1 en els quals s'ha mantingut 1'osmolaritat
variant la concentració de mannitol. Quan les cèl·lules as-

soleixen la temperatura de 37 °c, se'n prenen 2 ml que

s'afegeixen als 2 ml de medi d'incubació que contenen el

sucre; és el temps zero de la incubació. Aquesta s'allarga
fins a 30 min, durant els quals es prenen mostres de 1 ml,
als 0, 10 i 30 min. Les mostres s'afegeixen a 0,5 ml d'àcid
perclòric (0,8 mmol/1), a 4 oc. Tot seguit, la mescla

s'agita enèrgicament durant 1 min i es centrifuga en fred
a 10.000 g durant 10 min (centrífuga Beckman amb rotor JA-
Ï4) i en el sobrenedant s'hi determina la concentració

d'ATP segons la tècnica de LAMPRECHT i TRAUTSCHOLD (1974).

d'incubació amb

Es tracta d'un mètode enzimàtic basat en les següents
reaccions:

hexokinasa
ATP + glucosa — glucosa-6-fosfat + ADP
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glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa

glucosa-6-fosfat + NADP+
6-fosfoglucono-ó-lactona + NADPH + H+

En primer lloc, la glucosa és fosforilada per 1'hexo-
kinasa a partir de 1'ATP present en la solució i després
la glucosa-6- fosfat deshidrogenasa 1'oxida cap a 6-fosfo-
glucono-6-lactona amb formació de NADPH el qual es quanti-
fica espectrofotomètricament a 340 nm. Paral·lelament, es

realitza una corba patró, amb solucions de concentració co-

neguda d'ATP. Les determinacions s'han realitzat tot seguit

després de la incubació, per tal d'evitar la degradació del
nucleòtid. La quantificació de cada mostra es fa per dupli-
cat i els resultats s'expressen com a nmol/mg proteïna.

3.3.5.5. Acumulació d'a-metil-D-glucòsid com a Index de via-

bilitat

Els experiments realitzats sobre la capacitat de les
cèl·lules obtingudes amb els tres medis diferents d'aïlla-

per acumular monosacàrid, i utilitzats com a criteri

per a determinar el millor medi d'aïllament, s'han dut a

terme amb la mateixa metodologia emprada en l'estudi sobre
la capacitat dels cecs per aumular sucres, la qual es des-
criu acontinuació (vegeu apartat 3.3.6.).

ment

3.3.6. ACUMULACIÓ DE MONOSACÀRIDS EN CÈL·LULES AÏLLADES

Per tal de determinar la capacitat de les cèl·lules
aïllades per acumular súcres, s'ha realitzat experiments
d'acumulació a temps llargs (60 min d'incubació) i fluxes
inicials unidireccionals (60s d'incubació). En ambdós ca-

sos la metodologia és la mateixa, tan sols varia el temps
d'incubació i els intervals de presa de la mostra.
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La incubació es duu a terme en un bany orbital termos-

tatitzat a 37 °C amb agitació de 0,5 Hz. En aquest bany
s'hi col·loca la suspensió cel·lular i els vasos de plàstic
en els quals es realitzarà la incubació. Aquests vasos con-

3 ml de medi d'incubació amb el substrat a la concen-tenen

tració adeguada i , de 6,3 a 48,8 kBq del mateix substrat
1UC. D'aquests 3 ml de medi, se'n prenen 0,05marcat amb

ml i es porten a comptar per centelleig líquid. L'addició
d'altres substàncies es fa als 3 ml de medi, en volums tan

petits com sigui possible i la seva concentració es refe-
reix al volum final d'incubació (4 ml). Als controls s'afe-

geix el meteix volum del solvent en el qual està dissolta la
substància a estudiar.

En el moment que la suspensió assoleix els 37 °C,
se'n pren 1 ml, que s'afegeix a cada vas d'incubació, mo-

ment en el qual s'inicia la mateixa.

A intervals de temps prefixats, es pren una mostra de

0,2 ml de cada vas d'incubació. Aleshores, per tal de se-

parar les cèl·lules del medi radioactiu en el que estan

suspeses, aquest volum es pot processar de dues formes. Una,
és la de centrifugació en fred de KIMMICH (1975) i va ésser

cronlògicament la primera utilitzada. L'altra, la de centri-
fugació a través d'olis inerts de SEPÚLVEDA i BROWN (1982),
va substituir a la primera per la seva senzillesa i per

l'estalvi de temps que significava. En un estudi realitzat
sobre els resultats obtinguts mitjançant ambdues tècniques,
s'observa que no hi ha diferència estadísticament signifi-
cativa entre els resultats obtinguts mitjançant les dues
tècniques emprades.

3•3•6.1 . Centrifugació en fred

Aquest procediment consisteix en diluir la mostra de
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0,2 ml en 2 ml de medi d'incubació mantingut a 4 oc i exempt
de sucre i de substrat marcat radioactivament (vegeu figura

diluïda es centrifuga en freda 4.000 g du-14). La suspens

rant 1 min (Beckman, rotor JA-14). Aleshores, es desprecia
el sobrenedant i s'afegeixen al sediment cel·lular, 2 ml del
mateix medi d'incubació fred sense substrats. S'agita i es

torna a centrifugar, repetint-se l'operació dues vegades.

Segons KIMMICH (1975), després de dos rentats, en el sedi-
ment cel·lular tan sols hi resten 0,01 yl del medi d'incu-

bació original.

Després del rentat, s'afegeixen 0,2 ml d'àcid perclò-
ric 30 ml/l al sediment cel·lular, i aleshores s'agita enèr-

gicament per tal d'extraure'n
suspensió es centrifuga en fred a 4.000 g durant 10 min, (Beck-
man, rotor JA-14) i del sobrenedant se'n prenen 0,1 ml que

es porten a comptar per centelleig líquid.

el sucre intracel.lular. La

3.3.6.2. Centrifugació a través d'olis inerts

A temps prefixats, els 0,2 ml de suspensió es col·loquen
en un tub Eppendorf en el que hi ha 0,5 ml d'una mescla d'olis
inerts i 0,5 ml de medi d'incubació sense sucre ni substrat

marcat, mantinguts en fred (veure figura 15). Els olis uti-
litzats són el dinonilftalat i el dibutilftalat barrejats en

les proporcions adequades per tal que a 4 oc, la seva densi-
tat (1,03 kg/l) sigui intermèdia a la del medi d'incubació i
les cèl·lules. Així, a l'hora d'afegir la mostra, l'oli que-

da al fons del tub i el medi d'incubació per damunt d'ell,de
manera que la suspensió cel·lular queda diluïda i refredada
pels 0,5 ml de medi d'incubació. Es centrifuga
rant 12 s, en una centrífuga Eppendorf, model 5414 S, carac-

teritzada per assolir les 12.000 g en 5 s. Durant el temps
que dura la centrifugació, les cèl·lules són filtrades a

través de l'oli, de manera que s'elimina la radioactivitat

el tub du-
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Figura 14.- ESQUEMA DE LA SEPARACIÓ DE LA SUSPENSIÓ CEL-

LULAR DEL MEDI RADIOACTIU PEL MÈTODE DE CEN-

TRIFUGACIO EN FRED.



2 ml medi d'incubació

+ 0,2 ml mostra

2,2 ml suspensió cel.lular diluïda
i refredada

centrifugació 5.000 g durant 1 min

medi d'incubació radioactiu

sediment cel·lular

sobrenedant

+ 2 ml medi d'incubació no radiactiu
i agitació

centrifugació 4.000 g durant 1 min . x 3

medi d'incubació radioactiu

sobrenedant

0,2 ml àcid perclòric i agitació enèrgica

centrifugació 4.000 g durant 10 min .

comptatge per centelleig líquid de 0,1 ml
del sobrenedant



-100-

Figura 15.- ESQUEMA DE LA SEPARACIÓ DE LA SUSPENSIÓ CEL-

LULAR DEL MEDI RADIOACTIU PEL METODE DE CEN-

TRIFUGACIO A TRAVES D'OLIS INERTS.



0,5 ml medi d'incubació

0,5 ml mescla d'olis

+ 0,2 ml mostra

0,7 ml suspensió cel·lular diluïda
refredada

centrifugació 12.000 g durant 12 s

medi d'incubació radioactiu

sediment cel·lular

sobrenedant

+ 1 ml aigua destil·lada

aigua destil·lada

mescla d'olis

aigua destil·lada
i mescla d'olis

+ 0,2 ml àcid perclòric i agitació enèrgica

centrifugació 12.000 g durant 5 min

comptatge per centelleig líquid de 0,1 ml
del sobrenedant



-1 02-

extracel.lular. Al final, s'obté un botó cel·lular al fons
del tub, per sobre l'oli i per sobre d'aquest, el medi d'in-
cubació radioactiu. Aquest darrer es rebutja i les parets
del tub i la superfície de l'oli es renten una vegada amb
aigua destil·lada. Després es rebutja l'oli i el sediment
cel·lular es trenca amb 0,2 ml d'àcid perclòric 30 ml/l.

La suspensió s'agita enèrgicament, per tal d'extraure'n
el sucre, i després es centrifuga durant 5 min a 12.000 g i
del sobrenedant se'n prenen 0,1 ml que es porten a comptar

per centelleig líquid.

S'ha comprovat que amb un rentat amb aigua destil·lada

ja n'hi ha prou per eliminar la radioactivitat remanent en

el tub ja que a l'oli, després de centrifugar, no hi ha tra-
ces del sucre marcat radioactivament.

3.3.6.3. Determinació de la radioactivitat

La radioactivitat de les mostres s'ha determinat mitjan-

çant espectrometria de centelleig líquid.

El comptatge es realitza en un comptador LKB Wallac,
amb vials de vidre que contenen 10 ml de líquid de centelleig
de preparació pròpia. La seva composició és la següent:

5 g/l de PPO
2 1 de toluè

1 1 de Tritó X-100

aigua destil·lada, quantitat suficient per obtenir una

emulsió transparent.

Les corbes d'eficiència s'han establert aplicant el mè-
tode del patró extern, utilitzant els patrons Amersham. En
tots el‘s' comptatge s realitzats, s'ha controlat els blancs cor-

responen.ts^a les mostres estudiades.
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3.3.6.4. Determinació del volum cel.lular

Per a la determinació del volum cel.lular, la suspensió

d' enteròdits sJincuba amb 200 kBq de 3H-PEG 4.000 i 3-OMG 0,1
C 3-OMG, en presència i en absència de1 4

mmol/1 amb 10 kBq

florricina 0,2 mmol/1.

Als 60 min d'incubació es'prenen mostres de 0,2 ml i
inerts, tal com es descriues centrifuguen a través d'olis

a l'apartat 3.3.6.2., però amb algunes modificacions. En el
tub Eppendorf, tan sols hi ha 0,5 ml de la mescla d'olis als
que s'afegeixen els 0,2 ml de mostra. Es centrifuga, i ales-
hores es prenen alíquotes del sobrenedant 0,1 ml que es por-

ten a comptar per centelleig líquid. El sobrenedant es re-

renten les parets del tub i la superfície debutja i es

l'oli amb aigua destil·lada. Un cop eliminat l'oli, el se-

diment cel.lular es tracta amb àcid perclòric, s'agita, es

centrifuga i del sobrenedant es pren una alíquota de 0,1
ml per portar a comptar per centelleig líquid.

1 4De les dpm (desintegracions per minut) de
gudes en presència de florricina, es calcula el volum total
del sediment cel.lular, obtingut després de la centrifugació
a través dels olis inerts, i de les dpm de 3H, es calcula
el volum d'aigua atrapat en el sediment cel.lular. Per di-

ferència, es calcula el volum d'aigua intracel.lular que

s'expressa com a yl R^O/mg proteïna.

C obtin-

3.3.6.5. Expressió dels resultats

1 4A partir de les dpm de C obtingudes del medi d'incu-
bació radioactiu que no conté encara les cèl·lules (vegeu
apartat 3.3.6.) i de les dpm trobades a l'àcid perclòric
(apartats 3.3.6.1. i 3.3.6.2.) es calcula la quantitat de
sucre acumulat en les cèl·lules, que s'expressa com a

nmol/mg proteïna. Coneixent el volum cel.lular, la concen-

tració intracel.lular de monosacàrid es pot expressar en
mmol/l.
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3.3.7. PREPARACIÓ DE LES SUSPENSIONS CEL·LULARS PER A LA

SEVA OBSERVACIÓ AL MER I MET

La preparació del teixit intestinal així com de les
cèl·lules aïllades per a la seva observació al MER i MET,

s'ha dut a terme de la forma ja descrita als
2.1.5.2. L'única diferència a ressaltar

apartats
és que,

en el cas de l'observació de les cèl·lules aïllades al MER,

2.1.5.1 . i

el punt crític del CO2 s'ha realitzat dipositant-se les cèl-
lules sobre una membrana per filtració, de policarbonat amb

porus de 0,2 ym.

3.3.8. TRACTAMENT ESTADÍSTIC DELS RESULTATS

El tractament estadístic realitzat ha estat el mateix

que el de l'apartat 2.1.5.4.

3.4. RESULTATS

3.4.1. ACUMULACIÓ DE 3-OXI-METIL-D-GLUCOSA PER ENTEROCITS

CECALS AÏLLATS AMB HIALURONIDASA: EXPERIMENTS PREVIS

En començar aquest treball hom creia que la tècnica de
KIMMICH (1970a) descrita per a l'aïllament d'enteròcits en

el jejü de pollastre, seria també la més adequada per aïllar
les cèl.lules de 11 epiteli cecal, per la qual cosa fou inicial-
ment la tècnica d'elecció.

També, i donat que els estudis histològics estaven tan
sols encetats, no es va considerar que hi podria haver una

diferent estructura cel·lular que comportés uns canvis en la
capacitat per 'acumular sucres segons la zona del cec. Es per

això que hom va decidir aïllar enteròcits del cec sencer,

mitjançant l'esmentada tècnica, estudiant-hi l'acumulació de

^“ox;i-~It'etil-D-glucosa 0,1 mmol/1 al llarg del temps d'incuba-
ció. Els resultats del cec sencer es varen comparar amb els
obtinguts en cèl·lules aïllades del jejú, per tal de fer un

estudi comparatiu entre els dos segments intestinals.
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S'ha emprat la 3-OMG ja que es tracta d'un sucre no me-

tabolitzable que satisfà els requeriments estructurals tant

del transportador dependent de Na+ de la membrana luminal com

de l'independent de Na+ de la membrana basolateral (RANDLES i
KIMMICH, 1978). La concentració de sucre utilitzada és baixa

(lluny de la Km) per tal d'obtenir un elevat gradient de con-

centració del substrat entre les cèl·lules i el medi d'incu-

bació. També s'ha estudiat l'efecte de l'inhibidor florricina

a la concentració 0,2 mmol/1. Es va escollir aquesta concen-

tració perquè provoca una inhibició maximal del transport ac-

tiu en el jejú, sense afectar els nivells d'ATP (KIMMICH,
1975).

Els resultats obtinguts es mostren a la figura 16. La

quantitat de 3-OMG present en els enteròcits ceca-ls, als 60
min d'incubació és de 1,88 ± 0,20 nmol/mg proteïna, n = 5

(mitjana ± error estàndard, essent n el nombre de dades), va-

lor significativament inferior a l'obtingut en el jejú
(5,04 ± 0,30 nmol/mg proteïna, n = 3). El sucre acumulat a

l'interior de les cèl·lules en presència de florricina 0,2

mmol/1, als 60 min d'incubació, és de 0,30 ± 0,03 nmol/mg
proteïna, n = 5 en el cec, valor que no difereix significa-
tivament de l'obtingut en el jejú (0,30 ± 0,04 nmol/mg proteï-
na, n = 3) .

L'estat estacionari de l'acumulació de 3-OMG s'assoleix

en el cec sencer als 50 min i en el jejú als 30 min de l'ini-
ci de la incubació.

3.4.2. PROPIETATS DELS ENTERÒCITS AÏLLATS AMB TRES METODES

DIFERENTS. RECERCA DE LA TÈCNICA IDÒNIA PER A L'AÏLLA-

MENT D'ENTERÒCITS CECALS

La tècnica de KIMMICH (1970à) pera l'aïllament d'ente-
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Figura 16.- ACUMULACIÓ DE 3-OMG 0,1 mmol/1 PER ENTEROCITS

DE CEC SENCER I DE JEJO AÏLLATS AMB HIALURONI-

DASA.

Cada punt representa la mitjana ±
error estàndard de 5 dades. Control (o) i fio-
rricina 0,2 mmol/1 .(•) .

CEC SENCER

JEJÜ m ± ES de 3 dades. Control ( □ ) i florrici-

na 0,2 mmol/1 ( ■ ).

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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ròcits ens va permetre posar de manifest l'existència en el
cec de pollastre, d'un mecanisme de transport mitjançat con-

centratiu per a monosacàrids. Aquesta tècnica enzimàtica, des-
crita per al jejú, presentava l'inconvenient de proporcionar
molt poques cèl·lules en ésser utilitzada en el cec. Per aques-

ta raó es cercaren altres medis d'aïllament que donessin lloc

a suspensions cel·lulars més nombroses i que, a més, les cèl-
lules, un cop aïllades, presentessin unes condicions funció-
nals molt semblants a les fisiològiques. Es triaren dos

medis químics, un amb citrat- trisòdic 27 mmol/1 i l'altre amb
EDTA 5 mmol/1, ja que són els més emprats a la bibliografia.

Amb les cèl·lules del cec i del jejú obtingudes mitjan-

çant aquests dos medis i l'enzimàtic de KIMMICH (1970a), es
realitzaren tot un seguit de proves de viabilitat, els resul-
tats de les quals varen ésser utilitzats com a criteri per

determinar el millor medi d'aïllament.

3.4.2.1. Integritat de la membrana cel·lular

S'ha realitzat un estudi comparatiu sobre la integritat
de la membrana cel·lular mitjançant la tècnica del blau
trypan (GIRARDI et al. , 1956), en enteròcits del cec sencer

i del jejú obtinguts amb hialuronidasa 0,5 g/l, citrat trisò-
dic 27 mmol/1 i EDTA mmol/1.

de

L'observació al microscopi òptic de les suspensions cel-

revela, en totes elles, l'existència de cèl·lules ci-

líndriques i cuboides o esfèriques, en les que fàcilment s'hi
pot veure la vora "en raspall". També hi són presents agregats
i làmines cel·lulars i alguns eritròcits.

lulars

Els resultats obtinguts amb la tècnica d'exclusió del
colorant es troben a la taula IV. El medi d'aïllament amb ci-

trat proporciona, tant en el cec sencer com en el jejú, el
roajor nombre de cèl·lules amb la membrana intacta. Els resul-



TAULA IV ESTUDI MITJANÇANT EL MÈTODE DEL BLAU DE TRYPAN,

DE LA INTEGRITAT DE LA MEMBRANA CEL·LULAR

% D'EXCLUSIÓ DEL COLORANT

MEDI D'AÏLLAMENT

jejoCEC SENCER

49,71 ± 0,76a 46,91 ± 0,76HIALURONIDASA 0,5 g/l
(3)(4)

62,95 ± ’O,05bCITRAT TRISODIC 27 mmol/1 67,60 ± 3,67

(3)(3)

EDTA 5 mmol/1 47,98 ± 3,2066,82 ± 6,10

(3)(3)

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error estàndard. El
número entre parèntesis és el nombre de dades, a: p < 0,05,
en el cec sencer i b: p < 0,05, en el jejú.
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tats obtinguts amb hialuronidasa són més baixos, essent les
diferències, en ambdós segments intestinals, estadísticament
significatives, respecte al citrat. Pel que fa a l'EDTA, en
el cec sencer dóna un elevat tant per cent de viabilitat que

difereix significativament del citrat i el en jejú, els re-

sultats són inferiors, no variant significativament respecte a

la hialuronidasa.

no

3.4.2.2. Consum d'oxigen

L'avaluació de l'activitat respiratòria d'una suspensió
cel·lular es duu a terme a través de la quantitat d'oxigen con-

sumit per les cèl·lules en una hora d'incubació (Qq , pl 0^/
mg proteïna • h). Un altre factor a tenir en compte2i que és
indicatiu d'un bon funcionament metabòlic és la capacitat de
les cèl·lules per consumir oxigen linealment amb el temps d'in-
cubació (PRIOR et al. , 1 974 ;

TOWLER et al., 1978).

KIMMICH, 1975 ; HÜLSMANN, 1977 i

En el cas del consum d'oxigen, en presència de glucosa
10 mmol/1, KIMMICH (1970a) obté valors lineals de fins dues

hores, mentre que d’altres autors tan sols els obtenen durant
els 30 o 60 primers minuts d'incubació (STERN i REILLY, 1965 ;

PERRIS, 1 966 ; PORTEOUS, 1 977 ; TOWLER et al., 1 978 i WAT-

FORD et al. , 1979). En el nostre cas, a l'estudi comparatiu
realitzat amb els tres medis d'aïllament i també en presència
de glucosa 10 mmol/1, en els dos segments intestinals s'ha ob-
tingut en tots els casos, tal com s'observa a les figures 17 i
18, una linealitat durant 1 h 30 min.

Pel que fa a la , els resultats es mostren a la figu-
ra 19. Les cèl·lules del2cec sencer aïllades amb hialuronidasa
i citrat consumeixen significativament més oxigen que les ob-
tingudes amb EDTA. En el jejú, són les cèl·lules aïllades amb

hialuronidasa, les que consumeixen significativament més oxi-
9en, respecte als altres dos agents.
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Figura 17.- CONSUM D'OXIGEN (yl/mg proteïna) AL LLARG DEL
TEMPS D'INCUBACIÓ, EN PRESÈNCIA DE GLUCOSA

10 mmol/l, EN CÈL·LULES DEL CEC SENCER OBTIN-

GUDES AMB TRES MEDIS DIFERENTS D'AÏLLAMENT.

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error

estàndard, essent n el nombre de dades.

Hialuronidasa (□) 0,5 g/l, n = 5, r = 0,9840
i P = 1,0.

( A j 27 mmol/l, n = 5, r = 0,9985Citrat trisòdic

i P = 1,0.

EDTA (O) 5 mmol/l, n = 6, r = 0,9992 i P = 1,0.

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 18.- COMSUM D'OXIGEN (yl/mg proteïna) AL LLARG DEL
TEMPS D'INCUBACIÓ, EN PRESÈNCIA DE GLUCOSA

10 mmol/1, EN CEL.LULES DEL JEJÜ OBTINGUDES

AMB TRES MEDIS DIFERENTS D'AÏLLAMENT. Els re-

sultats s'expressen com a mitjana ± error estan-

dard, essent n el nombre de dades.

Hialuronidasa (■) 0,5 g/l, n = 4, r = 0,9964
i P = 1,0.

Citrat trisòddc (A) 27 mmol/1, n = 4,
r = 0,9948 i P = 1,0.

EDTA (•) 5 mmol/1, n = 6, r = 0,9817 i P = 1,0.

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 19.- CONSUM D'OXIGEN (Q_ , yl/mg proteïna • h) ENu2
PRESÈNCIA DE GLUCOSA 10 mmol/1, EN CEL.LUES
DEL CEC SENCER I DEL JEJÜ, OBTINGUDES AMB

HIALURONIDASA (H) 0,5 g/l, CITRAT TRISODIC
27 mmol/1 i EDTA (E) 5 mmol/1. Els resul-

tats s'expressen com a mitjana ± error estan-

dard, essent el número entre parèntesis el
nombre de dades, a: p < 0,05, en el cec sen-

cer i b: p < 0,05, en el jejú.

(C)
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Producció d'àcid làctic3.4.2.3.

L'avaluació de l'activitat glicolítica d'una suspensió

cel·lular es duu a terme a través de la quantitat d'àcid làc-
tic produïda en una hora d'incubació (QL, nmol àcid làctic/mg
proteïna • h) . En aquest cas, de la mateixa manera que en
consum d'oxigen, la capacitat de les cèl·lules per produir àcid
làctic linealment amb el temps d'incubació és ja indicativa

d'un bon funcionament metabòlic.

el

KIMMICH (1970a)i PRIOR et al. (1974) obtenen, en presèn-
cia de glucosa 10 mmol/1, valors lineals al menys durant 2 h,
mentre TOWLER et al. (1978) i WATFORD et al. (1979) tan sols

els consegueixen durant 30 min. En el nostre cas, també en

presència de glucosa 10 mmol/1 i tal com s'observa a les fi-
gures 20 i 21 , s'ha obtingut una producció d'àcid làctic lineal
durant 1 h 30 min.

Pel que fa a la QL (nmol àcid làctic/mg proteïna • h)els
resultats es mostren a la figura 22. En el cec sencer, les
cèl·lules aïllades amb hialuronidasa produeixen significati-
vament més àcid làctic que no pas la resta. En canvi, en el

jejú, són les cèl·lules aïllades amb citrat les que produeixen
significativament més àcid làctic. Tal com es pot observar, no

hi ha una diferència notable entre els resultats del cec sen-

cer i els del jejü.

3.4.2.4. Nivells d’ATP

Hom ha realitzat un estudi' comparatiu sobre els nivells
d'ATP assolits, en presència de glucosa 10 mmol/1, al llarg
de 30 min d'incubació.

Els resultats es mostren a la figura 23, en la que s'ob-
serva que les cèl·lules del cec sencer obtingudes amb citrat
trisòdic i les del jejü amb hialuronidasa, pateixen en els 10
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Figura 20.- PRODUCCIÓ D'ÀCID LÀCTIC (nmol/mg proteïna) AL
LLARG DEL TEMPS D'INCUBACIÓ, EN PRESENCIA DE

GLUCOSA 10 mmol/1, EN CEL.LULES DEL CEC SENCER

OBTINGUDES AMB TRES MEDIS DIFERENTS D'AÏLLAMENT.

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error

estàndard, essent n el nombre de dades.

Hialuronidasa (□) 0,5 g/l, n = 7, r = 0,9979
i P = 0,9979.

Citrat trisòdic (A) 27 mmol/1, n = 6,
r = 0,9866 i P = 0,9866.

EDTA (0) 5 mmol/1, n = 6, r = 0,9918 i
P = 0,9918.
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Figura 21.- PRODUCCIÓ D'ACID LÀCTIC (nmol/mg proteïna) AL
LLARG DEL TEMPS D'INCUBACIO, EN PRESENCIA DE

GLUCOSA 10 mmol/1, EN CEL.LULES DEL JEJÜ OBTIN-

GUDES AMB TRES MEDIS DIFERENTS D'AÏLLAMENT. Els

resultats s'expressen com a mitjana ± error es-

tàndard, essent n el nombre de dades.

Hialuronidasa (■) 0,5 g/l, n = 5, r = 0,9864
i P = 0,9864.

Citrat trisòdic (A) 27 mmol/1, n = 5,

r = 0,9977 i P = 0,9977.

EDTA (•) 5 mmol/1, n = 8, r = 0,9954 i
P = 0,9954
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Figura 22.- PRODUCCIÓ D'ÀCID LÀCTIC (Q , nmol/mg proteïna),L

EN PRESÈNCIA DE GLUCOSA 10 mmol/1, EN CEL.LULES

DEL CEC SENCER I DEL JEJÜ, AÏLLADES AMB HIALU-

RONIDASA (H) 0,5 g/l, CITRAT TRISODIC (C) 27

mmol/1 I EDTA (E) 5 mmol/1. Els resultats s'ex-

pressen com a mitjana ± error estàndard, essent
el nümero entre parèntesis, el nombre de dades,
a: p < 0,05, en el cec sencer i b: p < 0,05, en

el jejú.
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primers minuts d'incubació, una gran pèrdua de nucleòtid.
En la resta de les suspensions cel·lulars, en aquest període
de temps, els nivells decreixen molt poc. Després de mitja ho-
ra d'incubació, no hi ha diferència estadísticament significa-
tiva, tant en el cec com en el jejú, entre les dades obtingu-
des amb els diversos medis d'aïllament.

A temps zero (figura 24) les cèl·lules del cec sencer

aïllades amb citrat, presenten significativament més ATP que

pas les obtingudes amb hialuronidasa i EDTA.. En el jejú,
són les cèl·lules obtingudes amb l'enzim les que tenen signi-
ficativament més ATP.

no

Tal com s'observa a la figura 24, el resultats no varien

notablement entre el cec sencer i el jejú.

3.4.2.5. Acumulació de sucres

Donat que l'objecte d'aquest treball és el de realitzar
un estudi sobre la capacitat dels cecs per a absorbir sucres,

la prova més concloent per a determinar el millor medi d'aïlla-
ment és, doncs, l'avaluació de l'acumulació de monosacàrids en

les cèl·lules de cec sencer i de jejú, obtingudes amb hialuri-

nidasa, citrat i EDTA.

Els experiments s'han realitzat a temps llargs (60 min
d'incubació) amb a-metil-D-glucòsid (a-MG) 0,1 mmol/1. S'ha
emprat aquest sucre ja que no és metabolitzable i no utilitza
la via de la difusió facilitada de la membrana basolateral

(KIMMICH i RANDLES, 1981). D'aquesta manera, la utilització
de la florricina 0,2 mmol/1 permet la quantificació del trans-
port mitjançat concentratiu de la vora luminal. Aquest paràme-
tre dóna idea de la funcionalitat metabòlica de la cèl·lula i

l'estat dels trasportadors.
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Figura 23.- NIVELLS D'ATP (nmol/mg proteïna) AL LLARG DEL
TEMPS D'INCUBACIÓ, EN PRESÈNCIA DE GLUCOSA 10

mmol/1, EN CEL.LULES DEL CEC SENCER I DEL JEJO,

OBTINGUDES AMB TRES MEDIS DIFERENTS D'AÏLLAMENT.

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error

estàndard, essent n el nombre de dades.

Hialuronidasa (□) 0,5 g/l, n = 3,

(A) 27 mmol/1, n = 3 i EDTA

CEC SENCER

citrat trisòdic

( O) 5 mmol/1, n = 3.

Hialuronidasa (■) 0,5 g/l, n = 4, citrat

(▲) 27 mmol/1, n = 6 i EDTA (•) 5

JEJÜ

trisòdic

mmol/1, n = 4.

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 24.- NIVELLS D’ATP (ninol/mg proteïna), EN PRESENCIA
DE GLUCOSA 10 mmol/1,ATEMPS ZERO DE LA INCUBA-

CIO, EN CEL.LULES DEL CEC SENCER I DEL JEJÜ

AÏLLADES AMB HIALURONIDASA (H) 0,5 g/l, CITRAT
TRISODIC (C) 27 mmol/1 i EDTA (E) 5 mmol/1.

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error

estàndard, essent el número entre parèntesis,
el nombre de dades, a: p < 0,05, en el cec sen-

cer i b: p < 0,05, en el jejú.

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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A les figures 25 i 26 es mostra l'acumulació d'a-MG al

llarg del temps d'incubació. En tots els casos estudiats, s'ob-
serva l'existència de transport mitjançat concentratiu, tal
com es posa de manifest per la inhibició obtinguda amb florri-
eina 0,2 mmol/1. A més, l'entrada per difusió simple no dife-
reix significativament, als 60 min d'incubació, en totes les
cèl·lules. La diferent acumulació observada correspon, doncs,

a diferències en el component de transport actiu.

L'acumulació d'a-MG, als 60 min d'incubació, és signifi-

cativament més gran, tant per al cec sencer com per al jejú,
en les cèl·lules aïllades amb citrat trisòdic. No hi ha dife-

rència estadísticament significativa entre l'acumulació de les
hialuronidasa.cèl·lules obtingudes amb EDTA i

Les diferències observades entre el cec sencer i el jejú
es mantenen en els tres medis d'aïllament utilitzats, essent

de 2,5 a 3 vegades més gran l'acumulació en el jejú que en el
cec sencer.

3.4.2.6. Elecció del medi d'aïllament

Dels tres medis d'aïllament assatjats, el de citrat i
el d'EDTA proporcionen moltes més cèl·lules que no pas el
d'hialuronidasa. Aquest fet, juntament amb els resultats ob-
tinguts en les proves de viabilitat realitzades, ens han por-

tat a considerar el medi amb citrat com a medi d'elecció. Per

aquesta raó, a partir d'aquest punt totes les suspensions cel-
lulars han estat obtingudes amb aquest agent.

3.4.3. MICROSCOPIA ELECTRÒNICA DE RASTREIG I DE TRANSMISSIÓ:

ESTUDI DEL PROCÉS D 'AÏLLAMENT I DELS ENTERO'CITS AÏLLATS

S'ha realitzat un seguiment del procés d'aïllament aixï
cop un estudi de les cèl·lules un com aïllades, al microscopi
electrònic de rastreig (MER) i de transmissió (MET). L'aïlla-
fflent s'ha realitzat amb medi amb citrat.
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Figura 25.- ACUMULACIÓ D'a-MG 0,1 mmol/1 (nmol/mg proteïna)
EN CEL.LULES DEL CEC SENCER AÏLLADES AMB TRES

MEDIS DIFERENTS. Els resultats s'expressen com

a mitjana ± error estàndard, essent n el nombre
de dades. L'acumulació en presència de florrici-
na 0,2 mmol/1 no varia segons el medi d'aïlla-
ment utilitzat, per la qual cosa tots els re-

sultats es mostren en una sola corba. Hialuro-

nidasa (□) 0,5 g/l, n = 10; citrat trisòdic
(A) 27 mmol/1, n = 6 i EDTA (o) 5 mmol/1,
n = 6 i’, florricina (v) 0,2 mmol/1, n = 11.

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 26.- ACUMULACIÓ D'a-MG 0,1 mmol/1 (nmol/mg proteïna),
EN CÈL·LULES DEL JEJÜ AÏLLADES AMB TRES MEDIS

DIFERENTS. Els resultats s'expressen com a mit-

jana ± error estàndard, essent n el nombre de
dades. L'acumulació en presència de florricina

0,2 mmol/1 no varia segons el medi d'aïllament
utilitzat, per la qual cosa tots els resultats
es mostren en una solà corba. Hialuronidasa ( ■ )

0,5 g/l, n = 10; citrat trisòdic
n =

(A) 27 mmol/1,

6; EDTA (®) 5 mmol/1, n = 6 i florricina

(▼) 0,2 mmol/1, n = 13.

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Per a l'estudi del procés d'aïllament s'han pres mostres

de teixit del cec proximal i del jejú sotmesos a 5, 15 i 30 min

fotografia 18a,

corresponent als 5 min de tractament del cec proximal, s’obser-
va com ja una part de l'epiteli s'ha després de la vellositat,
deixant la làmina pròpia al descobert.

de tractament amb el medi d'aïllament. A la

Als 15 min de tractament (fotografia 18bV s'observa l'epi-
teli inflat i una certa tendència dels enteròcits a individua-

litzar-se (fotografia 18c). Als 30 min, les vellositats estan

totalment pelades, tant en el cec proximal com en el jejú (fo-

tografies 18d i 18e, respectivament).

En la fotografia 18f hi ha un detall d'una làmina d'epi-
teli despresa de la vellositat, en la que s'observa que el

punt d'unió entre els enteròcits sembla ésser a les unions
intercel.lulars pròximes a la vora "en raspall".

L'observació de la suspensió cel·lular

l'existència, en la mateixa, d'enteròcits aïllats, làmines

d'enteròcits, alguna cèl·lula caliciforme i alguns eritròcits.
En cap cas s'hi han observat bacteris. A les fotografies 19 i
20 es mostra un enteròcit del cec proximal i del jejú respec-

tivament. En ambdós casos, les cèl·lules mantenen la forma ci-

llndrica, si bé també se n'han observat algunes d'esfèriques.
A més, a- la vora "en raspall", s'observa com les microvellosi-
tats romanen intactes.

al MER, revela

Pel que fa a l'observació de la suspensió cel·lular al
MET, s'ha realitzat amb cèl·lules acabades d'aïllar i amb cèl-

lules incubades durant 60 min en presència de 3-OMG 0,1 mmol/1.
Tal com s'observa a la fotografia 21, corresponent al cec pro-

ximal, les cèl·lules

drica, si bé se n'han trobat també d'esfèriques (fotografia 22,
corresponent al jejú) .

sense incubar conserven la forma cilïn-
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Fotografia 18.- FRAGMENTS DEL JEJÜ I DEL CEC PROXIMAL INCU-
BATS EN EL MEDI D'AÏLLAMENT AMB CITRAT TRISODIC I OBSERVATS

AL MER.

a: cec proximal sotmès a 5 min de tractament amb el medi

d'aïllament; E, epiteli desprenent-se de la vellositat
i Lp, làmina pròpia. X 118.

b: cec proximal (15 min); V, vellositat pelada i la fletxa
indica una làmina d'epiteli. X 109.

c: cec proximal (15 min), la fletxa indica un enteròcit.
X 592.

d: cec proximal (30 min); V, vellositat pelada. X 54.
e: jejü (30 min); V, vellositat pelada. X 115.

jejú (30 min), làmina d'epiteli; E, enteròcit i VR, vo-

ra "en raspall". X 2.962.



 



Fotografia 19.- ENTEROCIT PROCEDENT DEL CEC PROXIMAL, OB-

SERVAT AL MER. X 6.180.



Fotografia 20.- ENTEROCIT DEL JEJÜ OBSERVAT AL MER. X 4.944.



Fotografia 21.- CÈL·LULA AÏLLADA DEL CEC PROXIMAL OBSERVA-

DA AL MET. X 1.000.
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Fotografia 22.- CEL.LULES DEL JEJÜ OBSERVADES AL MET.
X 6.067.
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Fotografia 2 3.- DETALL D'UNA CÈL·LULA DEL CEC PROXIMAL IN-

CUBADA DURANT 60 min EN PRESÈNCIA DE 3-OMG 0,1 mmol/1.
MET, X 28.167.
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La ultraestructura de les cèl·lules roman bastant intac-

ta. Tal com s'observa a la fotografia 21, el nucli es troba

en posició basal i el seu aspecte és l'habitual, els mitocon-
dris estan una mica inflats i prop de la vora "en raspall"

s'hi observen alguns vacúols. Pel que fa a les microvellosi-

tats, algunes apareixen fragmentades, si bé l'aspecte és tam-

bé l'habitual.

Pel que fa a les cèl·lules incubades, la majoria ja han
perdut la forma cilíndrica. A la fotografia 23 es mostra un

detall de la zona pròxima a la vora "en raspall" d'una cèl-
lula del cec proximal. La imatge obtinguda en el jejú és molt
semblant, i s'observa com les microvellositats, si bé algunes

apareixen fragmentades, romanen en la seva majoria bastant in-
tactes.

3.4.4. CARACTERÍSTIQUES DE L'ACUMULACIÓ DE SUCRES EN ELS EN-

TEROCITS CECALS

3.4.4.1. Estudi regional sobre la capacitat d'acumulació d'g-MG
en el cec

El cec de pollastre presenta tres zones morfològicament
molt ben diferenciades: la proximal, molt semblant al jejú i
la medial i distal que en són totalment diferents, puix que no

presenten vertaderes vellositats i les microvellositats són

molt curtes (vegeu apartat 2.2.2.3.). Donat que aquestes dife-
rències estructurals podrien fàcilment estar relacionades amb
la capacitat per acumular nonosacàrids, s'ha realitzat un es-

tudi en cèl.lules procedents de les tres regions i del jejü
sobre el transport d'a-MG 0,1 mmol/1. S'han dut a terme expe-

riments a temps llargs (60 min d'incubació) sobre l'acumulació
d'aquest monosacàrid i experiments a temps curts de fluxos ini-
cials d'entrada, per tal d'obtenir-ne els paràmetres cinètics.

L
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3.4.4.1.1. Acumulació d'a-MG en cèl·lules del cec proximal,
medial i distal

La importància de considerar per separat

cecals es fa palesa en estudiar-hi l'acumulació d'a-MG 0,1 mmol/1
al llarg de 60 min d'incubació. Aquest estudi regional s'ha dut

a terme, també, en pollastres adults (16 setmanes d'edat) per

tal d'observar l'efecte de l'edat sobre la capacitat per acu-

mular monosacàrids.

les tres regions

Els resultats obtinguts, en pollastres de 4 a 7 setmanes

d'edat, es mostren a la figura 27. Als 60 min d'incubació,
l'acumulació d'a-MG en el cec proximal (29,47 ± 2,12 nmola-MG/mg

proteïna, m ± ES, n = 13) no difereix significativament de
l'obtinguda en el jejú (25,98 ± 1,75 nmol a-MG/mg proteïna,
n = 10). Les dades del cec medial (3,93 ± 0,36 nmol a-MG/mg

proteïna, n = 5) són molt inferiors a les dels dos segments

anteriors, però, a la vegada, són significativament superiors
a les del cec distal (0,60 ± 0,09 nmol a-MG/mg proteïna, n = 5).
En aquest darrer segment, no hi ha diferència estadísticament

significativa en l'acumulació d'a-MG respecte a l'obtinguda en

presència de florricina 0,2 mmol/1.

L'acumulació d'a-MG en presència de
no difereix significativament en els quatre segments estudiats,

per la qual cosa, a la figura 27, es mostren junts a la mateixa
corba.

florricina 0,2 mmol/1

Així l'ordre d'acumulació d'a-MG, als 60 min d'incubació
en els quatre segments intestinals, és el següent: cec proximal =

jejü > cec medial > cec distal = cèl·lules tractades amb florri-

eina.

Pel que fa a l'estudi regional en els animals adults, la
capacitat de transport de l'intestí prim per a no electròlits
en les aus, presenta un màxim dins la primera setmana d'edat,
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Figura 27.- ACUMULACIÓ D'a-MG 0,1 mmol/1 (m ± ES, n = nom-

bre de dades) EN ANIMALS DE 4 A 7 SETMANES, EN

CEL.LULES DEL JEJÜ (□ , n = 10), CEC PROXIMAL

(O, n = 11), CEC MEDIAL ( A , n = 5) I CEC DIS-

TAL (v , n = 5). Els resultats d'acumulació
d'a-MG en presència de florricina 0,2 mmol/1
en les quatre regions estudiades no difereix
estadísticament, per la qual cosa estan repre-

sentats junts en una sola corba (• , n = 19).

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.

L
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que per alguns autors (BOGNER, 1961; BOGNER i HAINES, 1964
i LERNER et al. , 1976) es manté fins a les 7-8 setmanes, men-

tre que per d'altres (RAHEJA et al. , 1977; SHEHATA et al. ,

1981 i PLANAS et al. , 1982) es produeix, a partir d'aquesta

primera setmana d'edat, una pèrdua en la capacitat d'absor-
ció que s'estabilitza a l'animal adult. En el nostre cas,

l'acumulació d'a-MG 0,1 mmol/1 en el jejú i en el cec proxi-

mal no s'ha vist afectada per l'edat de l'animal entre les 4
i les 7 setmanes. Per això, s'ha realitzat un estudi regional

sobre la capacitat d'acumulació d'a-MG 0,1 mmol/1 en el po-

llastre adult, de 16 setmanes d'edat. D'aquest estudi se n'ha
exclòs el cec distal, ja que en els animals de 4 a 7 setmanes

ja no presenta capacitat per transportar monosacàrids per

transport actiu.

Els resultats es mostren a la figura 28. L'acumulació
d'a-MG en les cèl·lules del jejú és tan sols un 29 % de la

present als animals de 4 a 7 setmanes. Pel que fa al cec pro-

ximal i al cec medial l'acumulació ha quedat reduïda a un 38%
i a un 19 %, respectivament (vegeu taula V).

En aquest cas, tampoc hi ha diferència estadísticament
significativa a l'acumulació d'a-MG en presència de florrici-
na 0,2 mmol/1, per la qual cosa a la figura 28 es mostren a

la mateixa corba. Tampoc hi ha diferència estadísticament sig-
nificativa entre la mitjana de 1'acumulació en presència de
florricina dels quatre segments en els pollastres de 4 a 7
setmanes i en els adults.

Així doncs, l'ordre d'acumulació en els pollastres de
16 setmanes d'edat seria; cec proximal >jejú > cec medial =

cèl.lules de tots els segments estudiats tractades amb florri-
eina.
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Figura 28.- ACUMULACIÓ D'a-MG 0,1 mmol/1 (m ± ES, n = nom-

bre de dades) EN ANIMALS DE 16 SETMANES D'EDAT,
EN CÈL·LULES DEL JEJÜ (□ , n = 3), CEC PROXIMAL

(O, n = 4) I CEC MEDIAL (a, n = 3). Els resul-

tats d'acumulació d'a-MG en presència de florri-
eina 0,2 mmol/1 no difereixen significativament
en les tres regions estudiades per la qual cosa

es mostren junts a la mateixa corba (• , n = 6).

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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TAULA V ACUMULACIÓ D' ct-MG 0,1 mmol/1, ALS 60 min D' INCU-

BACIO, I EFECTE DE LA FLORRICINA 0,2 mmol/1 EN CEL.LULES

DEL JEJU, CEC PROXIMAL I CEC MEDIAL, EN ANIMALS DE 4-7

SETMANES I 16 SETMANES D'EDAT

EDAT DELS ANIMALS

SEGMENT INTESTINAL

4-7 SETMANES 16 SETMANES

CONTROL JEJU

JEJÜ + FLORRICINA

25,98 ± 1,75 (10)

0,66 ± 0,06 (6)

7,64 ± 0,04 (3)

1,30 ± 0,14 (2)

CEC PROXIMAL

CEC PROXIMAL + FLORRICINA

29,47 ± 2,12 (13)

0,52 ± 0,06 (8)

11,11 ± 1,08 (4)

0,66 ± 0,26 (2)

CEC MEDIAL

CEC MEDIAL + FLORRICINA

3,93 ± 0,36 (5)

0,28 ± 0,02 (3)

0>76 ± 0,19 (3)

0,77 ± 0,13 (2)

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error estàndard,
essent el número entre parèntesis el nombre de dades. La com-
paració estadística de les mitjanes es troba en el text.
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3.4.4.1.2. Cinètica del transport d'a-MG

Hom ha realitzat un estudi cinètic sobre el transport

d'a-MG en les cèl·lules aïllades del jejú i de les tres zo-

nes del cec. S'han dut a terme experiments de fluxos inicials

(20, 40 i 60 s d'incubació) en presència de diferents concen-

de monosacàrid. En tots els casos estudiats, els

almenys durants els primers 60 s d'incu-

bació, per la qual cosa les constants cinètiques s'han cal-
culat a partir dels resultats obtinguts en aquest interval de

temps.

tracions

fluxos són lineals

A les figures 29, 30, 31 i 32, corresponent cadascuna

a un segment intestinal, es representa la velocitat d'entrada
d'a-MG enfcrnt de concentracions creixents de monosacàrid i

i l'efecte de la florricina 0,2 mmol/1. Els fluxos obtinguts
en presència d'aquest inhibidor representen l'entrada d'a-MG
en les cèl·lules per difusió simple. Restant, doncs, del flux

total, l'obtingut en presència de florricina s'obte el flux
d'entrada d'a-MG per transport mitjançat concentratiu, del
qual es calculen les constants cinètiques.

En tots els segments estudiats, excepte en el cec dis-
tal, existeix un mecanisme de transport actiu saturable. En

aquest segment cecal no hi ha diferència estadísticament sig-
nificativa entre el flux total i l'obtingut en presència de
florricina.

Les constants cinètiques (Km i Vm) calculades pel mè-
tode de WILKINSON (1961) es mostren a la taula VI, on també
hi és present la constant de difusió (D). Aquesta darrera és
el pendent de la recta corresponent a la difusió simple.

La Km del cec proximal és la més baixa de tots els seg-

ments estudiats (1,02 ± 0,04 mmol/1, n = 3", mitjana ± error

estàndard, essent n el nombre de dades), essent del mateix
ordre que la del jejú (1,58 ± 0,40 mmol/1, n = 4). En canvi,
la Km obtinguda en el cec medial (24,80 ± 3,50 mmol/1, n = 3)
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Figura 29.- FLUXOS D'a-MG EN EL JEJÜ, ALS 60 s D'INCUBACIÓ,
EN PRESÈNCIA DE DIFERENTS CONCENTRACIONS DE MO-

NOSACÀRID (0,25; 0,50; 1,00; 2,00 i 5,00 mmol/1);

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error

estàndard de 4 dades.. Flux total, □ ; difusió

simple obtinguda en presència de florricina
0,2 mmol/1 ■ i transport mitjançat concentratiu

obtingut per diferència entre els dos anteriors,
• .

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels simbols.
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Figura 30.- FLUXOS D'cc-MG EN EL CEC PROXIMAL, ALS 60 s D'IN-

CUBACIO, EN PRESÈNCIA DE DIFERENTS CONCENTRA-

CIONS DE MONOSACÀRID (0,25; 0,50; 1,00; 2,00 i

5,00 mmol/1). Els resultats s'expressen com a

mitjana ± error estàndard de 3 dades. Flux to-

tal,o ; difusió simple obtinguda en presència
de florricina 0,2 mmol/1,# i transport mitjan-

çat concentratiu obtingut per diferència entre
els dos anteriors, ■ .

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 31.- FLUXOS D'a-MG EN EL CEC MEDIAL, ALS 60 s D'IN-

CUBACIO, EN PRESENCIA DE DIFERENTS CONCENTRA-
CIONS DE MONOSACÀRID (1, 2, 5, 10 i 25 mmol/1).
Els resultats s'expressen com a mitjana ± error

3 dades. Flux total,A ; difusió

simple obtinguda en presència de florricina
0,2 mmol/1, ▲ i transport mitjançat concentra-

tiu obtingut per diferència entre el dos ante-
riors • .

estàndard de

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 32.- FLUXOS D'a-MG EN EL CEC DISTAL, ALS 60 s D'IN-

CUBACIO, EN PRESENCIA DE DIFERENTS CONCENTRA-

(1 , 2, 5, 10 i 25 mmol/1) .

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error

estàndard, de 2 dades. Flux total, V i difusió

simple obtinguda eripresència de florricina 0,2
mmol/1, ▼ .

CIONS DE MONOSACÀRID

Només es representen els errors-estàndard que

superen la mida dels símbols.
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TAULA VI CONSTANTS CINÈTIQUES APARENTS DEL FLUX D'EN-

TRADA D'a-MG EN CEL.LULES DEL JEJÜ, CEC PROXIMAL, CEC

MEDIAL I CEC DISTAL.

CONSTANTS
SEGMENT

INTESTINAL
Km Vm D

24,72 ± 2,27bJEJÜ 2,70 ± 0,281,58 ± 0,40

(4) (4) (4)

10,74 ± 1,31b 2,81 ± 0,261,02 ± 0,04CEC PROXIMAL

(3)(3) (3)

56,66 ± 6,56b24,80 ± 3,50a 2,27 ± 0,24CEC MEDIAL

(3) (3) (3)

CEC DISTAL 3,01 ± 0,22

(2)

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error estàndard,
essent el número entre parèntesis el nombre de dades. Les
unitats per a cada constant són: Km, mmol/1; Vm, nmol/mg pro-

teïna • min i D:,. ml/mg proteïna • min *

a la Km ib: p < 0,05, per a la Vm.

103 . a: p < 0,05, per
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és significativament major que les anteriors.

El cec medial presenta la Vm més gran (56,66 ± 6,56

nmol/mg proteïna • min, n = 3), essent significativament su-

perior a la del jejü (24,72 ± 2,27 nmol/mg proteïna • min,
n = 4) la qual, a la vegada, és significativament més gran

que la del cec proximal (10,74 ± 1,31 nmol/mg proteïna • min,
n = 3) .

Pel que fa a les constants de difusió, no difereixen

significativament en èls quatre segments estudiats.

3.4.4.2. Característiques de l'acumulació de monosacàrids en

el cec proximal

Els enteròcits del cec proximal presenten un sistema
de transport mitjançat concentratiu per l'a-MG amb unes ca-

racterístiques cinètiques i una capacitat d'acumulació molt
semblants a les del jejú i totalment diferents a les de la

(vegeu apartat 3.4.4.1.). Aquesta va ésser la
raó per la qual es va començar un estudi per tal de conèixer,
amb més profunditat, el transport actiu de la membrana lumi-
nal, la difusió facilitada de la membrana basolateral i la

difusió simple
cec proximal.

resta del cec

per monosacàrids en cèl·lules procedents del

3.4.4.2.1. Capacitat d'acumulació de monosacàrids

De primer, en les cèl·lules del cec proximal es va es-

tudiar la capacitat per acumular monosacàrids al llarg del
temps d'incubació i l'efecte que sobre la captació de sucre

hi poden tenir tot un seguit d'inhibidors, tant de l'entrada
luminal de sucres com de la basolateral.
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Acumulació d'a-MG: efecte de la florricina i de

diferents concentracions externes de 11 ió sodi

3.4.4.2.1 . 1

Des que RIKLIS I QUASTEL (1958) descobriren que 11ab-
sorció intestinal de monosacàrids era dependent de la presèn-
cia de l'ió sodi en el medi d'incubació, s'han realitzat nom-

brosos esforços per tal de conèixer el paper que aquest catió
exerceix en el procés. En l'actualitat ja es coneixen moltes

de monosa-de les propietats del mecanisme de cotransport
càrids i de l'ió sodi, existent a la membrana luminal de l'en-

teròcit, en moltes espècies animals i en la majoria dels seg-

ments intestinals.

Així doncs, s'ha realitzat un estudi sobre l'acumulació

d'a-MG 0,1 mmol/1 en presència de diferents concentracions
de l'ió sodi en el medi d'incubació, en cèl·lules del cec pro-

ximal, per tal d'esbrinar si el mecanisme de transport mit-

janat concentratiu de monosacàrids present en aquest segment
intestinal és dependent, també, de la presència d'aquest ca-

tió. S'han emprat concentracions de NaCl en el medi d'incuba-
ció de 80,50, 20 i 0 mmol/1, mantenint-se 1'osmolaritat, va-

riant la concentració de mannitol.

Els resultats del cec proximal s'han comparat amb els

obtinguts en el jejú, segment en el qual KIMMICH (1970a) va

descriure en profunditat la interacció entre monosacàrids i
Na+ . També s'ha determinat l'efecte de la florricina 0,2

mmol/1 quan la concentració de i'ió sodi és de 80 mmol/1, per

tal de comprovar si en absència d'aquest catió la inhibició
del transport mitjançat concentràfiiu:és la mateixa que l'obtin-
guda en presència de florricina, inhibidor competitiu d'aquest
mecanisme.

Els resultats obtinguts es mostren a les figures 33 i
1 en les que s'observa que tant en el cec proximal com en el

jejü, l'acumulació d'a-MG és dependent de la concentració
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de NaCl present en el medi d'incubació. Així doncs, paral.le-

lament a que la concentració de NaCl va decreixent també ho
fa la quantitat de sucre captada pels enteròcits.

En el cec proximal, quan la concentració de NaCl és de

50 mrnol/1, l'acumulació d'a-MG, als 60 min d'incubació,

d'un 62 % respecte a l'obtinguda en presència de NaCl 80

mmol/1. A 20 mmol/l i 0 mmol/1 de NaCl l'acumulació és res-

pectivament d'un 33 % i d'un 8 %. En el jejú, els resultats
són del mateix ordre ja que l'acumulació obtinguda en presèn-
cia de les diferents concentracions externes de NaCl, és res-

pectivament, d'un 74 %, 25 % i 13 % de l'obtinguda a 80 mmol/1
de NaCl.

és

Pel que fa l'efecte de la florricina 0,2 mmol/1, quan

el NaCl present és de 80 mmol/1, tant en el cec proximal com

en el jejú, l'acumulació d'a-MG, als 60 min d'incubació, és
inferior (2 % i 3 %, respectivament) a l'obtinguda en absèn-
cia de Na+ , essent la diferència en ambdós casos estadlsti-
cament significativa, tal com es mostra a la taula VII.

3.4.4.2.1.2. Acumulació d'a-MG: competició amb altres monosa-

càrids

Una de les característiques del transport mitjançat con-

centratiu de la membrana luminal és la competició envers el

transportador entre diferents monosacàrids.

Així doncs, s'ha estudiat l'efecte de la presència de
3-OMG 10 mmol/1 en el medi d'incubació, sobre l'acumulació
d'a-MG 0,1 mmol/1, en cèl·lules aïllades del cec proximal i
del jejú. L'osmolaritat del medi 3-OMG 10 mmol/1 s'ha
gut variant la concentració de mannitol.

mantin-

La 3-OMG s'ha afegit als 0 min i 25 min d'iniciada la
incubació. Els resultats s'han comparat amb els obtinguts



-163-

Figura 33.- EFECTE DE LA FLORRICINA 0,2 mmol/1 I DE DIFE-

RENTS CONCENTRACIONS EXTERNES DE L'IO SODI SO-

BRE L'ACUMULACIÓ D'a-MG 0,1 mmol/1, EN CÉL.LU-
LES DEL CEC PROXIMAL. Els resultats s'expressen
com a mitjana ± error estàndard, essent n el
nombre de dades.

O 80 mmol/1 NaCl, n = 3

□ 50 mmol/1 NaCl, n = 3

A 20 mmol/1 NaCl, n = 3

0 mmol/1 NaCl, n =3

• 80 mmól/1 NaCl i florricina 0,2 mmol/1,
n = 11 .

v

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 34.- EFECTE DE LA FLORRICINA 0,2 mmol/1 I DE DIFE-

RENTS CONCENTRACIONS EXTERNES DE L'IO SODI SO-

BRE L'ACUMULACIÓ D ' a-MG 0,1 mmol/1 EN CEL.LULES
DEL JEJO. Els resultats s'expressen com a mitja-
na ± error estàndard, essent n el nombre de da-

des.

O 80 mmol/1 NaCl, n = 3
□ 50 mmol/1 NaCl, n = 3

A 20 mmol/1 NaCl, n = 3

V 0 mmol/1 NaCl, n = 3

• 80 mmol/1 NaCl i florricina 0,2 mmol/1,
n = 7.

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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TAULA VII EFECTE DE LA FLORRICINA 0,2 mmol/1 I DE DIFE-

RENTS CONCENTRACIONS DE NaCl SOBRE L'ACUMULACIÓ D'a-MG

0,1 mino1/1 ALS 6 0 min D'INCUBACIÓ, EN CEL.LULES DEL CEC

PROXIMAL I DEL JEJÜ

SEGMENT INTESTINAL
NaCl PRESENT EN EL

MEDI D'INCUBACIÓ
JEJÜCEC PROXIMAL

80 mmol/1 28,80± 1,30 (3) 24,06 ± 1,74 (3)

50 mmol/1 17,80± 0,42 (3) 14,80± 3,01 (3)

20 mmol/1 5,97 ± 0,01 (3)9,46 ± 1,84 (3)

0 mmol/1 2,40 ± 0,05 (3) 3,20 ± 0,85 (3)

80 mmol/1 i

florricina 0,2mmol/l

0,59 ± 0,06 (11) 0,69 ± 0,05 (7)

Els resultats (nmol a-MG/mg proteïna) s'expressen com a

mitjana ± error estàndard, essent el número entre parèntesis
el nombre de dades.
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presència de florricina 0,2 mmol/1.en

Tal com s'observa a les figures 35 i 36, la presència
de 3-OMG des de l'inici de la incubació redueix l'acumulació

d'a-MG, als 60 min d'incubació, fins a un 13 % en el cec pro-

ximal i fins a un 14 % en el jejú, respecte als valors con-

trols. Per altra banda, en afegir 3-OMG als 25 min d'incuba-
ció s'observa en ambdós segments intestinals una dràstica re-

ducció en la concentració d'a-MG, que als 60 min d'incubació,

s'aproxima als valors obtinguts quan la 3-OMG es troba des
del minut zero.

L'acumulació d'a-MG en presència de florricina 0,2 mmol/1
és significativament diferent a 1'obtinguda en presència de
3-OMG 10 mmol/1 ja sigui des del minut 25 o des
tant en el cec proximal com en el jejú.

del min 0,

3.4.4.2.1.3. Acumulació de 3-OMG: efecte del 2,4-dinitrofenol

i de l'ouabaïna

El transport mitjançat concentratiu per a monosacàrids
de la membrana luminal és un mecanisme de transport actiu se-

cundari, ja que depèn de l'activitat de la bomba de Na+ i K+
de la membrana basolateral, la qual a la vegada, requereix
de la presència d'ATP per al seu funcionament (vegeu apartat
3.1.1 .) .

El 2,4-dinitrofenol (DNP) és un agent desacoblant del
metabolisme oxidatiu que en minvar la disponibilitat cel.lu-
lar d'ATP inhibeix l'activitat de la bomba de Na+ i K+ (KIM-
MICH, 1 975) .

L'ouabaïna també inhibeix l'activitat d'aquesta proteï-
na transportadora de cations, però d'una forma més especifica
ja que s'uneix a la cara externa de la subunitat a de la bom-

ba de Na+ i K+ bloquejant el seu funcionament.
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Figura 35.- EFECTE DE LA 3-OMG 10 mmol/1 SOBRE L'ACUMULACIÓ

D'a-MG 0,1 mmol/1 EN CEL.LULES DEL CEC PROXIMAL.

Els resultats s'expressen com a mitjana ± error

estàndard, essent n el nombre de dades.

O Control, n = 3
■ 3-OMG 10 mmol/1 afegida als 0 min, n = 3

□ 3-OMG 10 mmol/1 afegida als 25 min, n =3

• florricina 0,2 mmol/1, n = 11

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 3 6.- EFECTE DE LA 3-OMG 10 mmol/1 SOBRE L'ACUMULACIÓ
D'a-MG 0,1 mmol/1 EN CEL.LULES DEL JEJÜ. Els

resultats s'expressen com a mitjana ± error es-

tàndard, essent n el nombre de dades.

O Control, n = 3

■ 3-OMG 10 mmol/1 afegida als 0 min, n = 3
□ 3-OMG 10 mmol/1 afegida als 25 min, n = 3
• florricina 0,2 mmol/1, n = 7

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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El tractament dels enteròcits amb aquests dos agents,

provoca la dissipació del gradient de Na+ i del potencial de
membrana, existents a través de la membrana cel·lular, la qual
cosa impedeix que les cèl·lules puguin transportar sucres ac-

tivament (KIMMICH, 1970b).

S'ha estudiat l'efecte del DNP 0,2 mmol/1 i de l'ouabaï-

na 0,25 mmol/1 sobre l'acumulació de 3-OMG 0,1 mmol/1 en cèl-
lules del cec proximal i del jejú.

Els resultats es mostren a les figures 37 i 38 i s'han

comparat amb els obtinguts paral·lelament amb florricina. En
cl cas del cec proximal, als 10 min d'incubació, les cèl·lules
són encara capaces d'acumular 3-OMG en contra de gradient de

concentració, quan hi són presents el DNP i l'ouabaïna, per-

dent aquesta capacitat als 50 min. Aquest fenomen no s'obser-
va en el jejü.

3.4.4.2.1.4. Acumulació de 3-OMG: efecte de la teofil.lina

i de la citocalasina B

El gradient de concentració de 3-OMG entre el medi d'in-
cubació i l'interior cel·lular, que les cèl·lules intestinals
assoleixen a l'estat estacionari, és el resultat de la parti-

cipació de les tres vies existents a l'enteròcit per al movi-
ment de monosacàrids. La inhibició de la difusió facilitada

de la membrana basolateral, que a l'estat estacionari és una

via de sortida per a la 3-OMG, dóna lloc a un increment del
gradient de monosacàrid, mantingut pel transport mitjançat
concentratiu de la membrana luminal.

La floretina és un dels agents més potents a l'hora
d'inhibir la difusió facilitada, però presenta l'inconvenient
d'ésser un inhibidor metabòlic, ja que redueix els nivells
intracel.lulars d’ATP i augmenta la concentració intracel.lu-
lar del'ió sodi. Com a conseqüència d'aquests efectes, la
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Figura 37.- EFECTE DEL DNP 0,2 mmol/1 I DE L'OUABAlNA 0,25

mmol/1 SOBRE L'ACUMULACIÓ DE 3-OMG 0,1 mmol/1

EN CÈL·LULES DEL CEC PROXIMAL. Els resultats

s'expressen com a mitjana ± error estàndard,
essent n el nombre de dades.

O Control, n = 3
■ DNP 0,2 mmol/1, n = 3
A ouabaïna 0,25 mmol/1, n = 3

• florricina 0,20 mmol/1, n = 8

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 38.- EFECTE DEL DNP 0,2 mmol/1 I DE L'OUABAÏNA 0,25

mmol/1 SOBRE L'ACUMULACIÓ DE 3-OMG 0,1 mmol/1
EN CEL.LULES DEL JEJÜ. Els resultats s'expres-
sen com a mitjana ± error estàndard, essent n

el nombre de dades.

□ Control, n = 3
■ DNP 0,2 mmol/1, n = 3

▲ ouabaïna 0,25 mmol/1, n = 3

• florricina 0,2 mmol/1, n = 7

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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floretina inhibeix a més, el transport mitjançat concentra-

tiu de la membrana luminal (RANDLES i KIMMICH, 1978).

Els altres dos agents més emprats són la teofil.lina i
la citocalasina B, que si bé no són tan potents com la flore-
tina a l'hora d'inhibir la difusió facilitada, no presenten

els seus inconvenients metabòlics. Per altra banda, encara

que la teofil.lina inhibeixi el transport acoblat de NaCl
(NELLANS et al., 1973 i 1974) per a RANDLES i KIMMICH (1978)

aquest efecte sembla no afectar el transport actiu de la mem-

brana luminal, tal com també observaren HCLMAN i NAFTALIN

(1984). A més la citocalasina B és

molt insoluble en aigua i cal dissoldre-la en un solvent or-

gànic que a la vegada pot tenir algun efecte sobre l'acumula-
ció de monosacàrids. Pel que fa al dissolvent d'entre els
més emprat (dimetilformamida, DMF; dimetilsulfòxid, DMS i

etano), s'ha triat el que afecta menys l'acumulació dc 3-OMG

0,1 mmol/1. Als 60 min d'incubació, el DMS redueix notable-

ment l'acumulació de 3-OMG i la DMF i l'etanol no l'afecte

res. D'entre aquests dos darrers dissolvents, s'ha ele-
git la DMF ja que la citocalasina B hi és més soluble que no

pas en l'etanol. En tots els experiments en que s'utilitza
la citocalasina B, en els controls s'ha afegit el mateix vo-

lum de DMF que en les condicions de citocalasina B.

(1975) i MORETO et al.

per

A les figures 39 i 40 es mostren els resultats obtinguts
sobre l'efecte de la teofil.lina 7,5 mmol/1 sobre l'acumulació
de 3-OMG 0,1 mmol/1 en cèl·lules del cec proximal i del jejú.
En el cec proximal, la teofil.lina no afecta d'acumulació de
3-OMG al llarg de 60 min d'incubació. En el jejú l'acumula-
ció de monosacàrid es veu incrementada, assolint-se un màxim
als 50 min, on, en presència de teofil.lina, l'acumulació és
un 35 % superior al control.

En el cas de la citocalasina B, els resultats es mostren

a les figures 41 i 42. En el cec proximal, als 60 min d'incu-

bació, la citocalasina B 0,1 mmol/1 incrementa l'acumulació
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Figura 39.- EFECTE DE LA TEOFIL.LINA 7,5 mmol/1 SOBRE L'ACU-
MULACIO DE 3-OMG 0,1 mmol/1 EN CÈL·LULES DEL

CEC PROXIMAL. Els resultats s'expressen com a

mitjana ± error estàndard, essent n el nombre
de dades.

O Control, n = 6

• teofil.lina 7,5 mmol/1, n = 6

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 40.- EFECTE DE LA TEOFIL.LINA 7,5 mmol/1 SOBRE L'ACU-

MULACIO DE 3-OMG 0,1 mmol/1 EN CÈL·LULES DEL JE-

JÜ. Els resultats s'expressen com a mitjana ±

error estàndard.

□ Control, n = 6

■ teofil.lina 7,5 mmol/1, n = 6
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Figura 41.- EFECTE DE LA CITOCALASINA B 0,1 mmol/1 SOBRE

L'ACUMULACIÓ DE 3-OMG 0,1 mmol/1 EN CÈL·LULES

DEL CEC PROXIMAL. Els resultats s'expressen com

a mitjana ± error estàndard, essent n el nombre
de dades.

O Control + 24 yl DMF, n = 5

• citocalasina B 0,1 mmol/1, n = 6

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 42.- EFECTE DE LA CITOCALASINA B 0,1 mmol/1 SOBRE

L'ACUMULACIÓ DE 3-OMG 0,1 mmol/1 EN CÈL·LULES

DEL JEJO. Els resultats s'expressen com a mit-

jana ± error estàndard, essent n el nombre de
dades.

□ Control + 24 yl DMF, n = 5

■ citocalasina B 0,1 mmol/1, n = 5

Només es representen els errors estàndard que

superen els símbols.
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de 3-OMG 0,1 mmol/1 en un 43 %. En el jejú l'increment és d'un
127 % respecte a les dades del control.

3.4.4.2.2. Fluxos de monosacàrids a través de la via dependent
de Na+

Per tal d'estudiar els fluxos d'entrada de monosacàrids

a l'enteròcit per transport mitjançat concentratiu, s'ha em-

prat l'a-MG ja que es tracta d'un sucre no metabolitzable que

tan sols utilitza aquesta via i la de la di'füsió simple (KIMMICH
i RANDLES, 1981). S'han estudiat els fluxos d'a-MG 0,1 mmol/1
en cèl·lules aïllades del cec proximal i del jejú i l'efecte
de la florricina 0,2 mmol/1. També s'han assajat altres subs-

tàncies, la teofil.lina i la citocalasina B, que si bé són
inhibidors específics de la difusió facilitada de la membra-
na basolateral, calia comprovar si exerceixen, també, algun
efecte sobre el transport mitjançat concentratiu de la membra-
na luminal.

3.4.4.2.2.1. Fluxos inicials d'entrada d'a-MG: efecte de la

florricina.

Els resultats de l'efecte de la florricina 0,2 mmol/1
sobre els fluxos d'a-MG 0,1 mmol/1, es mostren a la figura 43.
Tal com s'observa, als 60 s d'incubació, els fluxos d'a-MG
són significativament més grans en el cec proximal (1,40 ±

0,07 nmol/mg proteïna, n = 4) que no pas en el jejú (0,69 ±

0,15 nmol/mg proteïna, n = 4). Els fluxos obtinguts en pre-

sència de florricina, és a dir l'entrada de monosacàrid per

difusió simple, no presenten diferència estadísticament sig-
nificativa entre ambdós segments intestinals. En el cec prox-i-
fial,
96 % i en el jejú en un 94 %.

la florricina inhibeix els fluxos de monosacàrid en un
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Figura 43.- EFECTE DE LA FLORRICINA 0,2 mmol/1 SOBRE ELS

FLUXOS INICIALS D'a-MG 0,1 mmol/1. Els resul-

tats s'expressen com a mitjana ± error estàn-
. dard, essent n el nombre de dades.

O control, n = 4

• florricina 0,2 mmol/1, n = 4

CEC PROXIMAL

□ control, n = 4

■ florricina 0,2 mmol/1, n = 4

JEJU

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Fluxos inicials d'entrada d'a-MG: efecte de la

teofil.lina i de la citocalasina B

3.4.4.2.2.2

Pel que fa a l'efecte de la teofil.lina 7,5 mmol/1 i
de la citocalasina B 0,1 mmol/1 sobre els fluxos d'a-MG 0,1

mmol/1, els resultats es mostren a les figures 44 i 45. Tan

sols la teofil.lina, i en el cec proximal, produeix una inhi-
bició de l'entrada de monosacàrid, que és del 23 % i és sig-
nificativament diferent respecte al control.

De la mateixa manera que en els experiments realitzats
a temps llargs (apartat 3.4.4.2.1.4.), també s'ha assajat

la DMF sobre els fluxos d'a-MG. Aquest dissolvent
no va exercir cap efecte. Malgrat això, els controls sempre

s'han realitzat en presència de DMF.

l'efecte de

3.4.4.2.3. Fluxos de monosacàrids a través de la via indepen-
dent de Na+

La 2-deoxi-D-glucosa (2-DOG) és un monosacàrid no meta-

bolitzable que tan sols utilitza la via de la difusió facili-
tada i la de la difusió simple (KIMMICH i RANDLES, 1976). La
seva utilització en les cèl·lules aïllades en experiments a

temps curts permet, amb l'ajut d'inhibidors específics de la
difusió facilitada, 'la quantificació de la participació d'aques-
ta via en 1'acumulació de monosacàrids.

3.4.4.2.3.1. Fluxos de 2-DOG: efecte de la teofil.lina i de

la citocalasina B

S'ha estudiat els fluxos de 2-DOG 0,1 mmol/1 en cèl.lu-
les del cec proximal i del jejú i l'efecte de la teofil.lina
7,5 mmol/1 (figures 46 i 47) i de la citocalasina B 0,1 mmol/1
(figures 48 i 49). Tal com s'observa a les dues figures, els

fluxos de 2-DOG són significativament més grans, als 60 s d'in-
cubació, en el jejü que no pas en el cec proximal.
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Figura 44.- EFECTE DE LA TEOFIL.LINA 7,5 mmol/1 SOBRE ELS

FLUXOS INICIALS D'a-MG 0,1 mmol/1. Els resul-

tats s'expressen com a mitjana ± error estan-

dard, essent n el nombre de dades.

O control, n = 8

# teofil.lina 7,5 mmol/1,
n = 8

□ control, n = 8

■ teofil.lina 7,5 mmol/1, n = 8

CEC PROXIMAL

JEJÜ
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Figura 45.- EFECTE DE LA CITOCALASINA B 0,1 mmol/1 SOBRE

ELS FLUXOS INICIALS D'a-MG 0,1 mmol/1. Els re-

sultats s'expressen com a mitjana ± error es-

tàndard, essent n el nombre de dades.

O control + 24 yl DMF, n = 8

• citocalasina B 0,1 mmol/1,
n = 8

CEC PROXIMAL

JEJU □ control + 24 yl DMF, n = 8
■ citocalasina B 0,1 mmol/1, n = 8

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 46.- EFECTE DE LA TEOFIL.LINA 7,5 mmol/1 SOBRE ELS

FLUXOS INICIALS DE 2-DOG 0,1 mmol/1 EN CEL.LU-

LES DEL CEC PROXIMAL. Els resultats s'expres-
sen com a mitjana ± error estàndard, essent n

el nombre de dades.

O Control, n = 4

• teofil.lina 7,5 mmol/1, n = 4

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 47.- EFECTE DE LA TEOFIL.LINA 7,5 mmol/1 SOBRE ELS

FLUXOS INICIALS DE 2-DOG 0,1 mmol/1 EN CEL.LU-

LES DEL JEJÜ. Els resultats s'expressen com a

mitjana ± error estàndard, essent n el nombre
de dades.

□ Control, n = 8

■ teofil.lina 7,5 mmol/1, n = 8

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 48.- EFECTE DE LA CITOCALASINA B 0,1 mmol/1 SOBRE

ELS FLUXOS INICIALS DE 2-DOG 0,1 mmol/1 EN CEL-

LULES DEL CEC PROXIMAL. Els resultats s'expres-
sen com a mitjana ± error estàndard, essent n

el nombre de dades.

O Control + 24 yl DMF, n = 7

• citocalasina B 0,1 mmol/1, n = 7

Només es representen els errors estàndard que

superen la mida dels símbols.
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Figura 49.- EFECTE DE LA CITOCALASINA B 0,1 mmol/1 SOBRE

ELS FLUXOS INICIALS DE 2-DOG 0,1 mmol/1 EN

CÈL·LULES DEL JEJO. Els resultats s'expressen
com a mitjana ± error estàndard, essent n el
nombre de dades.

□ Control +24 1 DMF, n = 8

■ citocalasina B 0,1 mmol/1, n = 8
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La teofil.lina redueix els fluxos de 2-DOG als 60 s,

en un 50 % en el cec proximal i en un 67 % en el jejü. La ci-

tocalasina B, inhibidor més potent, provoca una reducció del
80 % en el flux de 2-DOG, en el cec proximal i del 72 % en

el jejú. La DMF no exerceix cap efecte sobre els fluxos de
2-DOG.

Pel que fa a l'entrada de 2-DOG per difusió simple no

hi ha diferència estadísticament significativa entre el cec

proximal i el jejú, ja sigui amb teofil.lina o amb citocala-
sina B.



4. DISCUSSIÓ
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4.1.- ESTUDI HISTOL0GIC

Hom ha realitzat un estudi histològic dels cecs per

tal d'obtenir una informació complementària que ens perme-

ti correlacionar l'estructura d'aquests segments intesti-
nals amb llur capacitat per absorbir monosacàrids i, d'aques-
ta manera, assolir un coneixement més profund de la fisio-

logia d'aquesta regió del tracte digestiu tan poc estudia-
da. A més del cec, també s'han estudiat altres zones, tant

de l'intestí prim (jejú i ili) com del gruixut (recte),

per tal de fer-ne un estudi comparatiu amb les caracterís-
tiques del cec.

Els cecs són un parell de divertides que neixen en

el punt d'unió de l'ili amb’el recte i que, en els pollas-
tres de 4 a 7 setmanes d'edat hom ha trobat que mesuren 87,9
mm de mitjana. Aquesta dada és inferior a l'obtinguda per

ORR (1931) en animals de 35 dies, per als quals troba una

mida de 144 mm, però es manté dins els límits exposats per

KERNSTEN (1912). Aquest autor, en un estudi realitzat al
llarg del desenvolupament, dóna una llargària de 48 mm per

als cecs de pollastres de 4 setmanes i de 115 mm per als
de 7 setmanes, el que suposa una gran variabilitat al cos-

tat dels nostres resultats, en què aquest paràmetre oscil-
la entre 81 i 95 mm. ALVAREZ (1976) observa com, en incre-

mentar la quantitat d'hidrats de carboni de la dieta, hi
ha un augment notable en la longitud d'alguns segments del
tracte digestiu, fet que és bastant marcat en el cas dels
cecs. Per a aquest autor, la raó de la variació en les di-
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mensions és deguda a un increment en l'activitat bactèria-
na. Així, doncs, el diferent grau de desenvolupament dels
cecs descrit a la bibliografia, no és d'estranyar, ja que

es tracta d'un paràmetre que,a més de venir determinat per

influències filogenètiques es troba, en gran mesura, con-

dicionat per l'hàbit alimentari.

Macroscòpicament, s'ha observat que el cec de pollas-
tre presenta dues zones ben diferenciades. La proximal, pro-

pera a la unió ili-cec-recte, que correspon a un terç d'aquest
intestinal i amb un aspecte molt semblant al del

jejú (fotografia 1). L'altra zona, que inclou el cec medial
i distal, es caracteritza per la presència dels pZfcae oir-
culaves , formacions absents en la resta del tracte digestiu.
Es tracta d'uns particulars replegaments del teixit que no-

més són presents en aquestes zones de l'intestí, anomenats

per CALHOUN (1932) amb aquest terme puix que s'assemblen
bastant a les vàlvules connivents. Tanmateix, aquestes es-

tructures tenen una disposició longitudinal per la qual co-

sa no sembla que aquest nom sigui del tot adequat. Aquesta

discrepància en la nomenclatura és posada també de manifest

per HODGES (1 974) i BAYER et al., (1 976).

segment

Pel que fa a l'anatomia microscòpica, les imatges ob-

tingudes al MER (fotografia 3), també revelen 1'existència

d'aquestes dues zones. Una zona proximal, amb vertaderes

vellositats, i les zones medial i distal amb plicae civcu-
laves recobertes per estructures semblants a les vellositats.

(1 975), BAYER et al. (1 976) i TURK (1 982)

descriuen el cec medial i distal com regions amb la super-

fície llisa, solcada únicament per endinsaments correspo-

nents a les criptes. Les nostres observacions demostren,
ultra la presència de les criptes, l'existència d'ondula-
cions, constituïdes per protuberàncies romes i aplanades
equivalents a vellositats, bé que escassament desenvolu-
pades.

WITLOCK et al.
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HOLDSWORTH i WILSON (1 967) , en relacionar la súper-

flcie intestinal exposada amb llur capacitat per acumular
monosacàrids, atribueixen la pèrdua de la capacitat de

transport dels cecs, al llarg del desenvolupament de l'ani-

mal, a una reducció de la llargària de les vellositats.

Tanmateix, les imatges obtingudes al nostre Laboratori
revelen que, en animals d'un dia d'edat, tampoc hi ha ve-

llositats en el cec medial i distal,

proximal molt similars a les dels animals de 4 a 7 setma-
nes. Per tant, l'absència de vellositats en el cec medial

i distal no pot ésser atribuïda a una degeneneració del

teixit, tal com proposen HOLDSWORTH i WILSON (1 967) , sinó
més aviat al fet que en aquestes dues zones, la distensió

que exerceix el material fecal dóna lloc a una reducció

d'aquestes estructures

essent les del cec

(HODGES, 1974).

Al llarg de l'intestí de pollastre es produeix una

disminució en la llargària de les vellositats (CALHOUN,
1 932; MICHAEL i GUTTE, 1971; HODGES, 1 974; WITLOCK i RUFF,

1977 i TURK, 1982). Les mesures realitzades en les nostres

imatges demostren també una disminució des del jejú fins
al recte, essent les del cec proximal de dimensions inter-
mèdies a les d'aquests segments. Els resultats obtinguts
sobre la llargària de les vellositats venen a confirmar
les dades de MICHAEL i GUTTE (1971), també en el pollas-
tre.

També s'ha determinat la densitat de les vellositats

en el cec proximal i des del jejú fins al recte. En aquest

cas, no s'ha pogut establir cap relació respecte a la zo-

na estudiada. Cal esmentar, però, que el cec proximal

presenta la densitat més baixa de tots els segments estu-

diats. Aquest resultat difereix de l'observat en relació
amb la llargària de les vellositats, ja que pel que fa a

aquest últim paràmetre s'ha trobat una relació, amb la se-

va localització, existint una reducció de les vellositats
en direcció caudal.
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Quant a la forma de les vellositats, les del cec pro-

ximal coincideixen amb les de la resta dels segments estu-

diats, és a dir, són majoritàriament elipsoídals i, en me-

nor proporció, digitiformes. Alguns autors han fet una des-

cripció semblant per a les vellositats del jejú (BAYER et al. ,

1975; MICHAEL i HODGES, 1975; WITLOCK i RUFF, 1977 i McLE-

LLAND, 1979). La irregularitat en la forma i mida de les
vellositats de la unió ili-cec-recte (fotografia 2c) es con-

tradiu totalment amb les imatges obtingudes per CLARKE (1978)

que observa una mucosa del tot homogènia i molt semblant a

la de l'intestí prim.

Les vellositats, estructures destinades a augmentar

la superfície d'intercanvi entre el medi intern i el contin¬

gut intestinal, presenten també uns endinsaments transver-

sals(fotografia 2a) que contribueixen a afavorir els pro-

cessos d'intercanvi intestinal. El nombre d'aquests endin-
saments transversals de les vellositats augmenta del jejú
al recte, essent aquest en el cec proximal semblant al rec-

te. Així doncs, al llarg de l'intestí de pollastre, paral-
lelament a la disminució de la mida de les vellositats, es

produeix un augment en el nombre d'endinsaments transver-

sals.

S'han trobat bacteris a l'ili, al recte i al cec pro-

ximal, localitzats exclusivament a la punta de la vellositat.
En observacions realitzades en el cec proximal, s'ha vist

que aquests microorganismes s'endinsen en el teixit pels

espais intercel.lulars. Per a GLICK et al.
ta de bacils que no es troben mai ni a la cripta ni a la
zona més baixa de la vellositat i que es fixen al teixit

per un procés encara desconegut. Aquests bacils es troben
fortament units a l'epiteli pero no penetren dins la cèl-
lula, tal i com es desprèn de les nostres observacions al
MER.

(1978), es trac-
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L'observació de la superfície de la vellositat al
MER posa de manifest l'existència de formes poligonals,

properes a un model hexagonal i que corresponen al con-

torn cel·lular (vegeu fotografia 4). No se sap per quina
raó les microvellositats presents en els punts de contacte
entre dues cèl·lules, tenen un aspecte particular en ésser
observades al MER. MICHAEL I HODGES (1975) i WITLOCK i

duodè de pollastre obtenen imatges sem-

blants, essent el contorn també hexagonal.

RUFF (1 977) en

L'estudi dels talls transversals de les tres zones

cecals al MO, confirma l'estructura
sérvada al MER. Així, en el cec proximal aquestes són ben

desenvolupades i els endinsaments transversals són molt vi-
sibles. En el cec medial i distal es presenten les vello-
sitats molt poc desenvolupades i es comprova que els endin-
saments de la superfície, observats al MER, corresponen a

les criptes.

de les vellositats ob-

Pel que fa a les capes subepitelials, s'observa una

progressiva disminució en la gruixària de la musculatura
circular respecte a la longitudinal, des del cec proximal
fins al distal. HODGES (1974) atribueix aquest fet a l'aug-
ment de la distensió que hi ha al llarg del cec i que fa

aprimar la musculatura circular.

La tonsil.la cecal, present en el cec proximal, forma

part del teixit limfàtic distribuït al llarg de tot el trac-

estructura és una mena de vellositatte digestiu. La seva

molt engruixida, formada per teixit limfàtic difós, amb fol-

prop de la làmina pròpia (foto-licles limfàtics situats

grafia 6). Es correspon força amb la descripció que BEFUS
et al. (1980) fan del teixit limfàtic present a la resta del

tracte digestiu. Les tonsil.les cecals són una font impor-
tant d'anticossos. A més de presentar resposta a una immu-
nitat general, jutament amb els altres focus limfoïdes in-



-210-

testinals, tenen una funció immunològica en relació amb
els bacteris i altres substàncies antigèniques presents

dins de l'intestí (PAYNE, 1971).

Les observacions de l'epiteli cecal realitzades al

MET, posen de manifest unes característiques bastant si-
milars a les del jejú. Així doncs, fonamentalment hi ha
cèl·lules absorbents o enteròcits, cèl·lules caliciform.es

i cèl·lules enterocromafines.

Pel que fa a les cèl·lules de Paneth , s'han trobat
en algunes aus, però no en el pollastre (CLARA, 1926;

AITKEN, 1958 i HODGES, 1974). Tan sols HUMPHREY i TURK

(1974) parlen de la seva existència en el budell de po-

però no en donen detalls ja que es tracta d'imat-
ges obtingudes al microscopi òptic. En el nostre treball,
no s'han observat cèl·lules de Paneth en cap de les zones

estudiades.

llastre:

Les cèl·lules caliciformes (fotografia 15), secre-

tores de mucus, presenten en les tres zones cecals una

estructura idèntica a les del jejü. El mateix succeeix amb
les cèl·lules enterocromafines localitzades en el cec pro-

ximal i en el jejü (fotografies 10 i 17). El diàmetre de
les granulacions presents en aquestes cèl·lules és bastant

pròxim al que dóna ANDREW (1976) per una de les dues po-

blacions de cèl·lules enterocromafines que descriu en el
duodè de pollastre.

En relació amb les cèl·lules principals o enteròcits
hom disposa d'alguns caràcters que permeten diferenciar-
les segons la zona estudiada i que, a més, podrien inter-

venir d'una forma decisòria en la fisiologia d'aquests
segments intestinals.
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Pel que fa al nucli d'aquestes cèl·lules, HUMPHREY

i TURK (1974) descriuen com, en el budell prim de pollas-

tre, aquest és més petit i localitzat en posició més
basal que en

l'intestí prim dels mamífers, les cèl·lules de les parets
de les vellositats presenten el nucli situat en el terç

basal, mentre que en les cèl·lules de la punta de les ve-

llositats es troba en el terç medial. Tanmateix,
tes diferències

han estat observades ni en el cec ni en el jejú, corrobo-
rant l'opinió de HUMPHREY i TURK (1974) en el sentit que

els nuclis ocupen sempre una posició basal. En canvi, hom
ha detectat una particularitat notable en l'arranjament
general dels nuclis en els dos segments intestinals estu-

diats. En efecte, les cèl·lules epitelials del jejú pre-

senten tots els nuclis a la mateixa alçada (fotografia 10)
mentre que en el cec, tot i estant a la zona basal, la

seya localització és més irregular, (fotografia 9).

mamífers. Per TRIER i MADARA (1981) , en

aques-

en el si d'una mateixa vellositat no

D'una rellevància més gran cal considerar les dife-
rències observades al MET pel que fa al desenvolupament
de les microvellositats dels enteròcits de diverses zones

del cec i del jejú. En aquest darrer segment, les micro-
vellositats són llargues i gruixudes mentre que en el cec

hom pot proposar un gradient de variació propi, amb micro-
vellositats llargues i primes al cec proximal i curtes i

gruixudes al cec distal (vegeu figures 2 i 3) .

La disminució observada en la llargària de les mi-

crovel·lositats, des de la punta de la vellositat fins a

la cripta, és un fet també detectat per HODGES i MICHAEL

(1975) en el duodè de pollastre i per Iemhoff et al.
(1970) a l'intestí prim de rata. Aquest diferent desen-
volupament de les microvellositats
diferent grau de maduresa de les cèl·lules epitelials.

es correspon amb un
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Així, les cèl·lules de les zones altes de la vellositat,

implicades sobretot en els processos d'absorció, presen-

ten les microvellositats més llargues, existint doncs una

relació entre la superfície exposada i la funció.

Pel que fa a la disminució en la mida de les micro-
vellositats des del jejü fins al cec distal, de la qual
no s'ha trobat cap refeència bibliogràfica, hom pot

especular sobre una possible regionalització de les fun-
’cions del cec de pollastre. Així, a la zona proximal, les
microvellositats són d'estructura més pròxima (encara que

no idèntica) a les del jejú. El notable desenvolupament
de les microvellistats d'aquesta zona

drien estar implicades en processos on la superfície dis-

ponible hi jugués un paper important, com és el cas de
l'absorció de nutrients, en detriment de les regions me-

on la superfície que ofereixen és sensi-
blement menor. Això és encara més significatiu si tenim
en compte que el mateix model es repeteix amb les dimen-
sions de les vellositats. Es a dir, en el cec proximal
les vellositats i les microvellositats presenten un grau

de desenvolupament semblant al del jejú. En canvi, en el
cec medial i distal no hi ha vertaderes vellositats i les

microvellositats són poc desenvolupades.

fa pensar que po-

dial i distal

Així doncs, hom disposa de tres criteris morfològics

que justifiquen la diferenciació del segment cecal en dues

proximal i l'altra, que inclou les porcions me-

dial i distal. El primer criteri és macroscòpic i coinci-
deix amb les observacions de CALHOUN (1 932) , el segon es

basa en el diferent grau de desenvolupament de les vello-

sitats, observades al MER, i el tercer basat en les di-

ferències en l'estructura de les microvellositats.

zones, la

Un cop definides les propietats de cadascuna de les
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diverses regions del cec, s'ha procedit a la descrip-
ció del transport de monosacàrids en els enteròcits ce-

cals.

4.2. TRANSPORT DE MONOSACÀRIDS

La regió cecal del tracte digestiu del pollastre
ha estat considerada tradicionalment, com una zona d'in-
terés per a la nutrició de l'animal únicament en relació
amb l'absorció d'aigua i electròlits (SKADHAUGE, 1981) i
àcids grassos (ANNISON et al., 1968).

HOLDSWORTH i WILSON, (1967) posaren de manifest
l'existència a l'epiteli cecal d'un mecanisme de transport
actiu per a monosacàrids i aminoàcids. No obstant, aquests

processos s'observaren tan sols en animals de 1 a 3 dies
d'edat, perdent aparentment aquesta capacitat després
d'una setmana de vida. Posteriorment, LERNER et al. (1975)

confirmaren en part els resultats anteriors utilitzant
l'aminoàcid metionina com a substrat.

Contràriament, els resultats obtinguts en el nos-

tre Laboratori en el decurs dels primers experiments (apar-
tat 3.4.1.) , sobre la capacitat de les cèl·lules epitelials
aïllades dels cecs de pollastres de 4 a 7 setmanes d'edat,

ja demostren l'existència, en aquest segment intestinal,
d'un mecanisme de transport mitjançat concentratiu per a

monosacàrids. Aquesta evidència, observada en animals més

grans de 3 dies suposa una important modificació en el

concepte del paper que els cecs poden jugar en la nutri-
ció del pollastre.

L'acumulació de 3-OMG en el cec sencer ha resultat

ésser inferior a l'obtinguda paral·lelament en el jejú.
Als 60 min d'incubació, les cèl·lules aïllades del cec

han assolit 1,88 nmol/mg proteïna valor significativament
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inferior a l'obtingut en les cèl·lules del jejú (5,04

nmol/mg proteïna).

Els resultats obtinguts en el jejú (figura 16) són
molt similars als de KIMMICH i RANDLES (1980), assolits

en condicions experimentals semblants. En presència de
3-OMG 0,1 mmol/1, obtenen, als 50 min d'incubació, una

acumulació de 3,0 a 3,6 nmol/mg proteïna per als controls
i de 0,2 a 0,4 nmol/mg proteïna quan hi és present la

florricina, inhibidor competitiu del transport actiu de

monosacàrids, a la concentració de 0,2 mmol/1. En el nos-

tre cas, als 50 min, l'acumulació de 3-OMG 0,1 mmol/1 ha

estat de 4,04 nmol/mg proteïna i 0,24 nmol/mg proteïna,
en absència i en presència, respectivament, de florrici-
na 0,2 mmol/1. KIMMICH i RANDLES (1980) assoleixen l'es-
tat estacionari als 10 min d'iniciada la incubació, en

els nostres experiments no s'hi arriba fins als 50 min.

Aquest paral·lelisme entre els resultats del jejú
amb els obtinguts per KIMMICH i RANDLES (1980) demostren

que la tècnica per a l'aïllament d'enteròcits descrita

per aquest autor en el 1970, s'ha adaptat correctament
a les nostres necessitats experimentals. A més, ens ha

permès posar de manifest, per primera vegada, l'existèn-
cia d'un mecanisme de transport mitjançat concentratiu

per a monosacàrids en les cèl·lules del cec sencer de po-

llastre. -Malgrat això, en ésser utilitzada en el cec, pre-

senta 1'incovenient d'aïllar molt poques cèl·lules. Per

aquesta raó va ésser necessari assajar
d'aïllament que donessin lloc a suspensions cel·lulars
més nombroses i on a més, les cèl·lules, un cop aïllades,
presentessin unes condicions funcionals el més semblant

possible a les fisiològiques. S'han triat un enzim, la
hialuronidasa i dos agents quelants de l'ió calci, el ci-
trat trisòdic i l'EDTA, ja que són les substàncies que,

altres medis
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segons les dades presents a la bibliògrafia,proporcionen
suspensions cel·lulars en les millors condicions funció-
nals. El medi d'aïllament enzimàtic és el de KIMMICH (1970a)

i els químics són dues modificacions que s'han realitzat

d'aquest, en les que s'han retirat els ions calci i mag-

nesi i l'enzim s'ha substituït per citrat trisodic 27
mmol/1 o EDTA 5 mmol/1, mantenint-se 1'osmolaritat variant
la concentració de mannitol.

Amb les cèl·lules del cec i del jejú obtingudes mit-

jançant aquests tres medis es realitzaren tot un seguit
de proves de viabilitat, els resultats de les quals varen

utilitzats com a criteri per determinar el millor
medi d'aïllament (vegeu l'apartat 3.4.2.).

ésser

De primer, s'ha quantificat la proporció de cèl.lu-
les aïllades que mantenen la integritat de la membrana
cel·lular. La tècnica emprada ha estat la d'exclusió del
blau trypan. Aquesta tècnica presenta 1'avantatge de la
seva senzillesa i rapidesa. Presenta, però, els incon-
venients d'estar sotmesa a la subjectivitat de l'obser-
vador i de que no es tenyeixen totes les cèl·lules que

presenten la membrana malmesa (TENNANT, 1964). Per tant,
la seva fiabilitat és relativa per la qual cosa es fa ne-

cessari realitzar d'altres proves de viabilitat.

En la prova de la integritat de la membrana cel.lu-

lar, els resultats obtinguts indiquen que el medi amb
citrat és el que proporciona un major nombre de cèl.lu-
les amb la membrana intacta, en el cec i en el jejü. Amb
el medi que conté hialuronidasa s'obtenen els valors més
baixos de viabilitat mentre que amb el medi que conté
EDTA tan sols s'obtenen bons resultats en el cec (taules
VIII i IX).
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En la confrontació dels nostres resultats amb els

provinents de la bibliografia s'han observat diverses dis-
cordàncies. KIMMICH (1970a) i PRIOR et al. (1974) havien

obtingut, en condicions experiemntals similars (hialuro-
nidasa 0,5 g/l) i també en el jejú de pollastre, suspèn-

sions cel·lulars amb una viabilitat de 80 % i del 70 %

respectivament. Ambdós autors presenten valors notable-
el jejú

(47 % de cèl·lules viables). Tot i així, EADE et al.

(1981) realitzaren un estudi comparatiu sobre la integri-
tat de la membrana cel·lular en suspensions obtingudes
amb diversos medis d'aïllament, en intestí prim de rata
amb resultats semblants als del nostre Laboratori. Així,
amb hialuronidasa obtenen un 41 % de viabilitat i amb

EDTA un 38 %. Es de destacar, que si al medi amb EDTA

, hi afegeixen citrat trisódic 27 mmol/1, aleshores els
resultats assoleixen el 70 % de viabilitat. Les dades

(1981) donen suport a la bondat del citrat

com agent per a l'aïllament, pel que fa a la integritat
de la membrana cel·lular.

ment superiors als obtinguts per nosaltres en

d ' EADE et al.

La linealitat en el consum d'oxigen al llarg de 1 h
30 min d'incubació i els valors de Qn obtinguts, en pre-
sència de glucosa 10 mmol/1, indiquen ja un bon funciona-
ment metabòlic de totes les suspensions cel·lulars. En
el cec, les cèl·lules obtingudes amb hialuronidasa i amb
citrat són les que presenten una millor activitat respi-

ratòria, mentre que en el jejú ho són les aïllades amb
hialuronidasa (taules VIII i IX).

De les dades bibiliogràfiques se'n desprèn, també,
un major consum d'oxigen per a les cèl·lules obtingudes
amb citrat. Així, TOWLER et al. (1978) reporten, en el

jejú de rata, uns valors aproximats de Qq de 28,7 yl/mg
h. Les cèl·lules aïllades amb hialuronidasaproteïna •
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. PERRIS (1966) en je-
• h i KIMMICH (1970a)

són les que presenten una menor QnU2
jú de rata obté 15 yl/ mg proteïna
en jejú de pollastre, 1,4 yl/mg proteïna • h. Pel que fa
a l'EDTA, els resultats varien molt segons la concentra-
ció d'aquest agent quelant utilitzat. Mentre SOGNEN (1967)
amb EDTA 5 mmol/1 obté, en intestí prim de rata, 12,5 y1/

mg proteïna • h, MITJAVILA et al. (1972) amb una concen-

tració de 2 mmol/1, en la mateixa espècie animal, obtenen
unes dades de 21,7 a 27,3 yl/mg proteïna • h. Els nostres

resultats oscil·len entre 11,6 yl/mg proteïna • h en les
cèl·lules del cec obtingudes amb EDTA i 25,7 yl/mg proteï-
na *h en les cèl·lules del jejú aïllades amb hialuronidasa.

De la mateixa manera que el consum d'oxigen, la pro-

ducció d'àcid làctic a partir de glucosa 10 mmol/1, pre-

senta, en totes les suspensions estudiades, una bona li-
nealitat al llarg del.temps d'incubació així com uns va-

lors per a la que són més elevats que els presents a

la bibliografia.

TOWLER et al. (1978) són els autors que obtenen va-

lors més alts (2.125 nmol/mg proteïna • h), en cèl·lules
del jejú de rata obtingudes amb citrat trisèdic 27 mmol/1.
En el nostre cas, i en condicions experimentals similars,
les cèl·lules del jejú produeixen 1.073 nmol/mg proteïna
• h. Els autors que utilitzen hialuronidasa 0,5 g/l, ob-
tenen una Q molt més baixa. Així, KIMMICH (1970a), amb

Li

l'enzim obté de 300 a 500 nmol/mg proteïna • h i PRIOR
et al. (1974) en intestí prim de rata, en condicions ex-

perimentals semblantsobtenen500 nmol/mg proteïna • h

(734,7 nmol/mg proteïna • h, en el nostre cas),
fa a l'EDTA 5 mmol/1, en el jejú, la producció d'àcid
làctic és de 633,8 nmol/mg proteïna • h, valor superior
als obtinguts per WATFORD et al. (1979) en jejú de po-

llastre (130 nmol/mg proteïna • h) i HÜLSMANN (1977) en

jejú de rata (409 nmol/mg proteïna • h).

Pel que
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Així doncs, en el jejú la màxima producció la pre-

senten les cèl·lules obtingudes amb citrat mentre que en

el cec ho són les aïllades amb hialuronidasa (taules VIII

i IX) .

Una altra prova de viabilitat consisteix en avaluar
la quantitat d'ATP present en les cèl·lules aïllades. El

que més es valora són els nivells de nucleòtid a temps
zero ja que al llarg de la incubació decreixen notable-
ment. Així, BRONK i LEESE (1973) veuen que tan sols en

el procés d'obtenció de làmines de mucosa de jejú de ra-

ta, hi ha una pèrdua general de nucleótids que, en el cas

de l'ATP, és del 20%. Aquest decreixement s'agreuja enca-

ra més durant el temps que la preparació tarda en assolir
la temperatura de 37 °C, per tal d'iniciar-se la incuba-
ció. Després de 4 min d'incubació en presència de gluco-
sa 11,1 mmol/1, observen que en el
resta un 14 % de l'ATP inicial. Incubacions posteriors
no tenen efecte sobre el nivell d'ATP.

teixit tan sols hi

(1979), en cèl·lules d'intestí prim
de rata, incubades durant 10 min en presència de glucosa
10 mmol/1, tan sols els resta un 50 % de l'ATP present
al començament de la incubació. La situació és bastant
diferent per a les cèl·lules de pollastre on, després
d' incubar-les 10 min en els mateixes condicions que les
de rata, hi resta un 87 % de l'ATP inicial.

WATFORD ei al.

Aquesta és la raó per la qual en aquest treball
s'ha donat una importància cabdal als valors obtinguts
a temps zero.

Pel que fa als resultats presents a la bibliografia,
amb EDTA 5 mmol/1 a temps zero de la incubació, en presèn-
cia de glucosa 10 mmol/1, WATFORD et al. (1979) en intes-
tí prim de pollastre, obtenen 14,9 nmol/mg proteïna
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i HÜLSMANN (1977) en cèl·lules d'intestí prim de rata,

7,0 nmol/mg proteïna.

Per a cèl·lules aïllades amb hialuronidasa existeixen

poques referències a la bibliografia. Únicament KIMMICH

(1975) en cèl·lules del jejú de pollastre obté de 3,4 a

4,3 nmol/mg proteïna. En els nostres experiments en jejú,
és la hialuronidasa la que proporciona un nivell més ele-
vat d'ATP (3,1 nmol/mg proteïna) mentre que en el cec és
el citrat '(4,4 nmol/mg proteïna) (taules VIII i IX) . No
s'ha detectat cap referència bibliogràfica respecte al
citrat.

La determinació de la capacitat de les cèl·lules

per acumular monosacàrids és una prova de gran importàn-
cia per a la caracterització d'una població cèl.lular in-
testinal tant pel que fa a la integritat de la membrana
cel·lular com a l'activitat metabòlica. Malgrat el seu

valor potencial,no ha estat gaire utilitzada (HUANG,

1965; KIMMICH, 1970a; STERN, 1966 i TOWLER et al., 1978).

En el nostre cas, són les cèl·lules aïllades amb

citrat, del cec i del jejú, les que presenten una major
acumulació d'a-MG. En les cèl·lules obtingudes amb hia-
luronidasa i amb EDTA no hi ha diferència estadística-

ment significativa en l'acumulació de substrat (taules
VIII i IX). El fet que amb citrat trisòdic s'aïllin mol-
tes cèl·lules, podria fer pensar que en les suspensions
obtingudes amb aquest agent hi hagués molts més ènterò-
cits procedents de la base de la vellositat o de les

criptes. Les cèl·lules d'aquestes zones, però, són imma-
dures i la seva capacitat de transport està minvada. Per

tant, i tenint en compte la gran acumulació d'a-MG obtin-

guda en les cèl·lules aïllades amb citrat hom pot assumir

que aquest agent proporciona moltes cèl·lules madures,
en unes condicions excel·lents per al transport de mono-
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sacàrids.

L'acumulació d'a-MG en les cèl·lules aïllades amb

hialuronidasa, en ambdós segments intestinals, és supe-

rior a l'obtinguda amb 3-OMG (apartat 3.4.1.). Aquest fet
és degut a que l'a-MG no utilitza la via de la difusió
facilitada per la qual cosa els gradients de concentració
assolits són més grans amb aquest sucre que no pas amb
3-OMG (KIMMICH i RANDLES, 1981).

KIMMICH i RANDLES (1981) obtenen, en cèl·lules de

jejú de pollastre aïllades amb hialuronidasa, una acumu-

lació per l'a-MG 0,1 mmol/1 als 50 min d'incubació, de

16,6 nmol/mg proteïna per als controls i de 0,4 nmol/mg
proteïna per a la florricina 0,2 mmol/1, assolint-se l'es-
tat estacionari en el minut 40. En els nostres experiments,
l'acumulació d'a-MG 0,1 mmol/1 va resultar ésser, als 50
min d'incubació i també per a les cèl·lules del jejú aïlla-
des amb l'enzim, de 11,23 ± 1,66 nmol/mg proteïna (n = 5)

per al control i de 0,47 ± 0,13 nmol/mg proteïna (n = 5)

per a la florricina 0,2 mmol/1. L'estat estacionari no es

va assolir en els 60 min d'incubació per a les cèl·lules
aïllades amb citrat mentre que per- ales obtingudes amb
els altres medis d'aïllament, l'estat estacionari es va

assolir als 40 min d'incubació.Aquest fet, és també indi-
catiu de què en les cèl·lules aïllades amb citrat, el

transport mitjançat concentratiu és més eficient que no

en suspensions obtingudes amb els altres agents.pas

En totes les suspensions cel·lulars obtingudes amb
els tres medis diferents, 1'acumulació d'a-MG en presèn-
cia de florricina és la mateixa sigui quin sigui el medi
d'aïllament i el segment intestinal utilitzat. Aquest fet
indica que les diferències observades en l'acumulació to-

. tal són degudes al transport mitjançat de la vora luminal
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i, per tant, atribuïbles aun diferent estat dels trans-

portadors i/o del metabolisme cel·lular. Ultra això, una

altra conseqüència que es pot extreure de l'acumulació
obtinguda, en presència de florricina, és que el volum
cel·lular és el mateix per totes les suspensions.

En determinar la capacitat d'acumulació es posa,

doncs,de manifest que el citrat proporciona, tant en el
cec com en el jejú, enteròcits en millors condicions que

no pas els altres medis d'aïllament.

Tanmateix, les proves de viabilitat realitzades no

poden ésser considerades individualment, ja que es fa ne-

cessari d'obtenir una correlació entre els diferents pa-

ràmetres, per tal d'aconseguir un únic criteri que perme-

ti la selecció del millor medi d'aïllament.

A la mucosa intestinal, una disminució en els ni-

vells d'ATP o un increment en els d'ADP o ambdós factors

a la vegada, són senyals importants d'una estimulació
de l'a glicòlisi (KIMMICH, 1975). En aquests casos, la via
oxidativa, queda reduïda o no utilitzable i l’ATP reque-

rit per la cèl·lula és obtingut de glicòlisi. El rendiment

d’aquesta via és menor i per tant la seva estimulació dó-
na lloc a una elevada producció d'àcid làctic. Així, els
nivells baixos d'ATP estan associats a una elevada produc-
ció d'àcid làctic, i a l'inrevés. El metabolisme de la mu-

cosa intestinal es caracteritza perquè presenta una ele-
vada glicòlisi en condicions aeròbiques. Es a dir, en con-

dicions normals la producció d'àcid làctic a partir de
glucosa és molt elevada (DICKENS i WEIL-MALHERBE, 194.1;
STERN i REILLY, 1965; LOHMAN et al., 1966; ANDERSON, 1974;

LEESE i BRONK, 1975 i HANSON i PARSONS, 1976).

KIMMICH (1975) observà que l'ouabaïna, capaç d'atu-
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rar l'activitat glicolítica, induïa un increment en els
nivells d'ATP. Paral·lelament, una elevada quantitat d'ATP,
indicadora d'un bon funcionament de la via oxidativa, ani-

rà acompanyada d'un elevat consum d'oxigen. BROONK i LEESE
(1973) no obtenen una bona linealitat en el consum d'oxi-

gen i ho atribueixen a la pèrdua del nucleòtid.

Els resultats obtinguts en tots els paràmetres me-

tabòlics estudiats a l'apartat 3.4.2. són indicatius, se-

gons les dades presents a la bibliografia d'un bon fun-
cionament del metabolisme cel·lular.

Tal com s'observa a les taules VIII i IX, existeix
una bona correlació entre la producció d'àcid làctic i
els nivells d'ATP, a excepció de les cèl·lules de cec i
de jejú, obtingudes amb EDTA, en les quals caldria espe-

rar més ATP. Segons HÜLSMANN (1977), però,la utilització
d'EDTA en absència de l'ió calci, com és el nostre cas,

dóna lloc a cèl·lules poc carregades de nucleòtid. Aixo

pot explicar que tant les cèl·lules del cec com les del

jejú aïllades amb EDTA presentin poc ATP.

El citrat pot afectar la glicòlisi (RANDLE et al. ,

1968) ja que és un inhibidor de l'enzim fosfofructokina-
sa. PRITCHARD i LEE (1972) en experiments in vitro en

mucosa aïllada de pollastre, incubada en presència de
citrat trisòdic a concentracions de fins a 50 mmol/1,
aquest agent no afecta la producció d'àcid làctic a

partir de glucosa. Segons PRIOR et al. (1974) aquesta
absència d'efecte del citrat podria ésser degudaaque
el pH del medi d'incubació determinés un estat d'ionit-
zació del citrat que no li permetés la penetració dins
la cèl·lula.

Tal com s'observa a les taules VIII i IX, el con-

sum d'oxigen presenta una bona correlació amb els nivells
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d'ATP i la producció d'àcid làctic, excepte en el cec
sencer, on les cèl·lules aïllades amb hialuronidasa con-

sumeixen igual quantitat d'oxigen que les obtingudes amb
citrat. Seguint aquests criteris, sembla, doncs, que me-

les cèl·lules amb una millor funcionalitat

serien, per al cec, les aïllades amb citrat i per al jejú,
les obtingudes amb hialuronidasa. Malgrat això, tots els

paràmetres considerats individualment, presenten bons
resultats en ambdós segments intestinals.

tabòlicament

Si, a més, hom té en compte la integritat de la
membrana cel·lular i l'acumulació d'ct-MG, que han resul-
tat ésser significativament superiors per a les cèl.lu-
les aïllades amb citrat, el medi d'elecció per al cec,

indubtablement és el que conté citrat. En el cas del jejú,
tenint en compte que el que es pretenia era relitzar un

estudi sobre la capacitat d'acumulació de sucres, es fà-
cil inclinar-se cap a un medi, que en aquest camp presen-

ta més avantatges. A més, tenint en compte que els re-

sultats obtinguts en el cec sempre es comparen amb els
del jejú, es lògic utilitzar per a ambdós segments -el
mateix medi d'aïllament.

Aixl doncs, el medi d'aïllament d'elecció per a

l'obtenció de cèl·lules del cec i del jejú ha resultat
ésser el que conté citrat trisòdic per la qual cosa ha
estat l'utilitzat en les experiències posteriors.

Un cop triat el medi d'aïllament idoni, es va rea-

litzar el seguiment del procés d'aïllament de les cèl.lu-
les epitelials al MER i al MET.

Als 5 min de tractament del teixit amb el medi d'aïlla-

ment, les cèl·lules es comencen a desprendre en forma de
làmines (fotografia 18a) tal com també observaren al mi-
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croscopi òptic en jejú de rata STERN, (1 966) , IEMHOFF
et al. (1970), TOWLER et al. (1978) i HARTMANN et al.

(1982). Als 30 min de tractament (fotografies 18d i 18e)
les vellositats ja estan completament pelades i segons

les imatges obtingudes sembla ésser que no s'aïllen cèl-
lules de la cripta.

Pel que fa a les cèl·lules ja aïllades, observades
al MER i MET, apareixen individualitzades si bé encara

resten algunes làmines. Observacions remarcables són que

aquestes cèl·lules mantenen la seva morfologia (fotogra-
fies 19 i 20) i la seva ultraestructura (fotografia 21),
fet de gran interès puix que indica que els elements cel-
lulars han sofert poques alteracions durant el procés
d'aïllament. Aquests resultats concorden (i, de fet, com-

plementen) els referents al metabolisme cel·lular.

Cal afegir que, igualment com STERN i REILLY (1 965) ,

IEMHOFF et al. (1970) i TOWLER et al. (1978), no s'han

trobat bacteris a la suspensió cel·lular.

Tal com s'ha observat a l'apartat 2,
la morfologia i histologia dels cecs de pollastre, aquest

segment intestinal presenta un epiteli no homogeni, ha-
vent pogut diferenciar tres zones: proximal, medial i
distal.

referent a

La diferent morfologia de les zones cecals esmen-

tades, sobretot pel que fa a la llargària de les vello-
sitats i de les microvellositats, sembla correspondre's
també,
cits. Aixï, les cèl·lules aïllades del cec distal, no

són capaces d'acumular a-MG en contra de gradient. L'acu-
substrat en els enteròcits del cec medial

és 8 vegades l'obtinguda en les cèl·lules tractades amb

florricina, mentre que en el cec proximal, l'acumulació

amb una diferent funcionalitat de llurs enterò-

mulació del
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d'a-MG és del mateix ordre que l'obtinguda en el jejú
(58 vegades l'obtinguda amb florricina per al cec pro-

ximal i 40 vegades per al jejú).

Així doncs, les cèl·lules procedents de les zones in-
testinals on les vellositats són ben desenvolupades (cec pro-

ximal i jejú) poden transportar monosacàrids per un procés
sensible a la florricina. Aquestes cèl·lules són, a més, les

que presenten les microvellositats més llargues (figura 2).
Per això podria existir una relació entre l'acumulació i la

superfície de la membrana cel·lular, probablement correlació-
nada amb un major nombre de transportadors.

Els resultats obtinguts a l'apartat 3.4.2.5., re-

ferents a l'acumulació d'a-MG en cèl·lules procedents
del cec sencer aïllades amb citrat, es poden interpretar
a la vista dels obtinguts en les diverses zones cecals.
El valor d'acumulació d'a-MG en el cec sencer correspon

a la mitjana de la capacitat per acumular monosacàrids,
determinada individualment a les zones cecals. Es

a dir, en ésser l'acumulació en el cec medial i distal

molt inferior a la del cec proximal, quan s'estudia 1'acu-
mulació en els segment sencer la gran capacitat de trans-

port del cec proximal resta emmascarada per aquelles.

Aquesta podria ésser la raó per la qual el mecanisme de

transport mitjançat concentratiu per a monosacàrids, pre-

sent en el cec proximal, passà desapercebut per a HOLDSWORTH
i WILSON (1967) en animals de més d'una setmana d'edat.

També cal tenir en compte que aquests autors no especi-

fiquen la zona del cec emprada. Així doncs, bé podria
ésser que tan sols consideressin aquestes segones en les

que la capacitat de transport estigués reduïda, tal com

la medial i distal, per la qual cosa seria explicable

que no trobessin acumulació de monosacàrids en animals

ja desenvolupats. A més, la tècnica emprada per HOLDSWORTH
i WILSON (1967), consistent en la incubació de segments

anulars intestinals, presenta l'inconvenient que en haver-
hi una gran proporció de teixit no epitelial, es distor-
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siona la capacitat d'acumulació de les cèl·lules epite-
lials.

Segons CLARKE (1978) la presència, en el cec pro-

ximal, de vellositats molt ben desenvolupades que pràc-
la llum intestinal, fa que en aquesta

filtració del material que entra
en els cecs. D'aquesta manera, el contingut intestinal,
en travessar aquesta zona, està en íntim contacte amb

l'epiteli. Per això, hom pot pensar que gràcies a la

disposició de les vellositats i a l'existència del me-

canisme de transport actiu per a monosacàrids, gran

part de la glucosa que entra en els cecs sigui absorbi-
da ja en el cec proximal.

ticament tanquen
zona es produexi la

Si a més hom té en compte que els cecs s'omplen
amb material procedent tant de l'ili com de recte (3R0WNE,

1922; SKADHAUGE, 1968 i AKESTER et al., 1976), en la zo-

na proximal es produiria l'absorció dels nutrients que

han escapat a l'absorció a l'intestí prim. Aquesta fun-
ció de recuperació seria anàloga a la proposada per

LERNER et al. (1 975);pera l'ili.

D'aquesta manera, els cecs podrien tenir un paper

de primer ordre en la nutrició del pollastre afavorint
l'absorció d'aquells sucres que no hagin pogut ésser
captats a l'intestí prim o bé els resultants de la
hidròlisi de polímers de la glucosa que es produeix en

els cecs a càrrec de la- flora bacteriana present en aquest

segment intestinal (RADEFF, 1928 i MANGOLD, 1934). La

glucosa alliberada en aquest procés seria absorbida en

el cec proximal en el decurs del b.uldament cecal, ja que

prèviament haurà de travessar aquesta zona.

Pel que fa a l'estudi regional realitzat en animals
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adults (16 setmanes d'edat), s'observa que el cec medial

ja ha perdut la seva capacitat per acumular monosacàrids

per un procés sensible a la florricina. En canvi, les
cèl·lules del cec proximal segueixen acumulant a-MG en

la mateixa mesura que ho fa el jejú (taula V). En aques-

tes dues zones, però, la capacitat de transport ha min-
vat notablement respecte als animals d'edats compreses

entre les 4 i les 7 setmanes. Aquest fet coincideix amb
les dades del jejú, obtingudes per la majoria d'autors
que troben una disminució en la capacitat d'acumulació

per a monosacàrids al llarg del desenvolupament (BOGNER,

1961; BOGNER i HAINES, 1 964 ; LERNER et al., 1 976 ; RAHEJAet

czZ.(1977);, SHEHATA et al., 1981 i PLANAS et al., 1 982). Aques-
ta pèrdua, observada al llarg del desenvolupament, en

ésser paral·lela en el jejú i en el cec proximal, posa

demanifest que aquest darrer segment intestinal segueix

exercint la seva funció de transport en els animals adults.

Pel que fa a l'estudi cinètic realitzat per a l'a-MG
en animals de 4 a 7 setmanes d'edat, en les cèl·lules
del cec distal els fluxos d'a-MG en presència de concen-

tracions creixents de monosacàrid no es veuen afectats per

la presència de florricina
tament amb els resultats obtinguts sobre l'acumulació
d'a-MG a temps llargs, indica doncs la inexistència, en

aquest segment intestinal, d'un mecanisme de transport

mitjançat concentratiu per a l'a-MG, sensible a la fio-
rricina. Conseqüentment, en no existir aquest mecanisme
no se n'han pogut calcular les constants cinètiques de

transport.

(figura 32). Aquest fet, jun-

Per als altres segments intestinals, les constants

s'han determinat mitjançant el mètode de WILKINSON (1961),
que permet fer una estimació acurada de la Km
Vm i proporciona una mesura de la precisió de les deter-

minacions, a diferència dels mètodes gràfics.

i de la
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Les cèl·lules del cec proximal i les del jejú pre-

senten una afinitat semblant per l'a-MG, ja que la Km

per a aquest monosacàrid no difereix significativament
en ambdós segments intestinals (taula VI).. En canvi, en

el cec medial la Km per l'a-MG és molt més elevada per

la qual cosa cal deduir que l'afinitat dels enteròcits

d'aquest segment per al substrat és molt més baixa que

la del cec proximal i del jejú.

Pel que fa a la Vm, aquesta constant és significa-
tivament diferent per als tres segments estudiats, essent
l'ordre: cec medial > jejú > cec proximal. Malgrat les
diferències abans esmentades, la Vm del cec proximal és
més propera a la del jejú que no pas a la del cec medial

(taula VI).

Les constants de difusió, que també es mostren a

la taula VI, no difereixen significativament en les qua-

tre regions estudiades, de la qual cosa es pot conclou-
re una mateixa permeabilitat passiva per 1'a-MG.

Aixl doncs, mitjançant la determinació de les cons-

tants cinètiques per l'a-MG es posa de manifest, una ve-

gada més, la similitud existent entre el cec proximal i
el jejú. En aquests dos segments intestinals hi ha, doncs,
un mecanisme de transport actiu per l'a-MG d'elevada afi-
nitat i capacitat relativament baixa, sobretot si hom les

compara amb les del cec medial. En aquesta porció cecal,
l'afinitat per l'a-MG és molt baixa i là capacitat, en-

vers aquest mateix monosacarid és molt elevada. En el
cec distal, mitjançant la tècnica de les cèl·lules aïlla-

posar de manifest cap siste-
ma de transport per a l'a-MG, sensible a la florricina.

des, no ha estat possible

Les cèl·lules aïllades del cec proximal es carac-

teritzen, doncs, perquè presenten una capacitat d'acumu-
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lació i unes constants cinètiques per a l'a-MG, molt més

pròximes a les del jejú que no pas a les de la resta del
cec. Aquest fet i la importància nutricional que seJn
deriva ens varen circumscriure a l'estudi i caracterit-

zació dels processos presents a la membrana de l'enterò-
cit implicats en l'absorció de monosacàrids, en aquest

segment intestinal.

De primer, es va estudiar el transport mitjançat
concentratiu de la membrana lumina-1 i tot un seguit de

propietats que el defineixen: inhibició per florricina,

dependència de l'energia metabòlica, dependència de l'ió
sodi, inhibició per oaubaïna i competència entre mono-

sacàrids.

Una de les característiques fonamentals del sis-
tema de transport actiu és que dóna lloc a l'acumulació
de sucres en contra de gradient de concentració. Si hom
té en compte que el
cec proximal és de 3,7 3y]/mg proteïna, aleshores, la con-

centració intracel.lular d'a-MG, als 60 min d'incubació,
és de 7,9 mmol/1, les cèl·lules del cec proximal són,

d'acumular a-MG en contra de gradient
de concentració, assolint una concentració intracel.lu-
lar 79 vegades més gran que la del medi d'incubació.

volum cel·lular dels enteròcits del

doncs, capaces

La florricina, inhibidor competitiu del transport

sucres, redueix un 98 % el flux inicial d'a-MGactiu de

en el cec proximal i un 94 % en el jejú (figura 43).

Aquests resultats són similars als de KIMMICH i RANDLES

(1981) que troben un 98 % d'inhibició. Per tant, en

presència de florricina 0,2 mmol/1, tot el transport
actiu està inhibit i l'entrada d'a-MG dins

la es produeix tan sols per difusió simple. Als 60 min
d'incubació de les cèl·lules del cec proximal en presèn-

la cèl.lu-
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cia d'aquest inhibidor(figura 27), la concentració intra-
cel·lular d'a-MG assolida és el resultat de l'equilibra-
ment entre el medi d'incubació i el citosol. En aquestes

condicions, la concentració dins la cèl·lula hauria d'ésser

teòricament de 0,1 mmol/1. Els nostres resultats en el

cec proximal s'hi acosten molt ja que la concentració
intracel.lular d'a-MG ha resultat ésser de 0,14 mmol/1.
La desviació observada respecte a la concentració d'a-MG
existent originàriament en el medi d'incubació (0,1 mmol/1)
pot ésser deguda, entre d'altres raons, a l'evaporació
d'aquest medi amb la conseqüent concentració del monosa-

càrid. D'aquesta manera, la concentració d'a-MG dins les
cèl·lules tractades amb florricina ha d'ésser, lògicament

superior.

La dependència del transport mitjançat concentra-
tiu de l'energia metabòlica es posa de manifest en incu-

min d'incubació, tant

en el cec proximal com en el jejú, la presència d'aquest

agent redueix l'acumulació de 3-OMG 0,1 mmol/1 fins a

nivells semblants als obtinguts amb florricina. En pre-

sència de 1'inhibidor, les cèl·lules del cec proximal
són capaces encara, als 10 min d'incubació, d'acumular
3-OMG en contra de gradient de concentració (figura 37).
KIMMICH (1970a) en cèl·lules del jejú també observa aquest
fenomen i l'atribueix a que el DNP requereix un determi-
nat temps per a dissipar el gradient electroquímic.

bar les cèl·lules amb DNP. Als 60

Pel que fa a la dependència de 1'ió sodi, a mesura

que la seva concentració augmenta en el medi d'incubació
també ho fa l'acumulació d'a-MG, tant en les cèl·lules

del cec proximal com en les del jejú (figures 33 i 34) .

En absència de Na+, però, l'acumulació de sucre és su-

perior a l'obtinguda en presència de Na+ i florricina,
la qual cosa es contradiu amb la idea generalitzada que

no pot existir cotransport de monosacàrids i Na+ en ab-
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sència d'aquest darrer.

Segons ALVARADO i LHERMINIER (1982), quan hom tre-
balla amb teixit sencer, en absència de Na+, en realitat,
a la vora "en raspall" hi resta l'anomenat reservori de
Na+. ROBINSON et al. (1983) han calculat que a l'intes-
tí de conill d'Índies, aquesta reserva pot arribar a

ésser de 4,6 mmol/1. Per a ALVARADO i LHERMINIER (1982)

aquest Na+ és el responsable dels resultats obtinguts

per diferents autors, referents a l'efecte del Na+ sobre
les constants cinètiques del transport actiu (vegeu apar-

tat 3.1.3.). En les preparacions de teixit sencer aquest

reservori extracel.lular procedeix de l'activitat de la
bomba de Na+ i K+, tot travessant després les unions in-
tercel.lulars, o també de la secreció electroneutra de

NaCl (ALVARADO i LHERMINIER, 1982). Aixl doncs, aquest
Na+ és de procedència intracel.lular i és cedit per la
cèl·lula al llarg de la incubació.

En el cas de les cèl·lules aïllades, el Na+ podria

procedir també dels dipòsits intracel.lulars si bé cal
tenir en compte que l'aïllament d'aquestes cèl·lules s'ha
dut a terme en presència de Na+ 80 mmol/1 i, degut a la

particular morfologia de la vora "en raspall", capaç de
retenir grans quantitats de líquid, hi podria haver res-,

tat una determinada quantitat d'aquest catió, que con-

tribuiria a: la formació d'aquest reservori extracel-
lular.

Tal com era d'esperar en un mecanisme dependent
de Na+, el transport mitjançat concentratiu de monosa-

càrids, tant en el cec proximal com en el jejú, és sen-

sible a l'ouabaïna. Als 60 min d'incubació, aquest agent
1'acumulació deredueix en ambdós segments intestinals

3-OMG fins a nivells semblants als obtinguts amb florri-
eina i DNP. En el jejú, la inhibició és pràcticament
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instantània, mentre que, en el cec proximal, les cèl·lules

poden acumular monosacàrid en contra de gradient de concen-

tració, fins als 50 min d'incubació, presentant-se un mà-
xim als 10 min. El perfil de l'acumulació en presència
d'ouabalna, en el cec proximal és molt semblant a l'obtin-
gut per KIMMICH (1970a) en el jejú. En aquest mateix tre-

ball, aquest autor fa menció de la rapidesa amb la qual
l'ouabaïna dissipa el gradient electroquímic i redueix,

per tant, l'acumulació del substrat. EDMONDS i MARRIOT
(1968) observen que l'ouabaïna, als 10 min d'incubació, ja
anula pràcticament el potencial de membrana i SEPÜLVEDA et
a l. (1982) observen com, després de 2 o 3 min d'iniciada la

incubació, l'ouabaïna ja redueix la concentració intracel-
lular de K+, la qual cosa atribueixen a la inhibició de
la bomba de Na i K . Així no és d'estranyar, doncs, la

rapidesa amb la que 1'ouabaïna provoca una reducció de
l'acumulació de monosacàrids. Per altra banda, el fet que

el jejú, en presència d'ouabaïna, hagi perdut, ja als 10
min d'incubació, la capacitat per acumular 3-OMG en contra

del gradient de concentració, a diferència dels resultats

obtinguts per KIMMICH (1970a), podria ésser degut a que

aquest darrer autor utilitza l'ouabaïna a una concentració
inferior (0,1 mmol/1).

La competició de diferents monosacàrids per un mateix

transportador, ja ha estat demostrada extensivament a

l'intestí prim (GOLDNER et al., 1969 i KIMMICH, 1975) i en

aquest treball s'ha posat de manifest en les cèl·lules del
cec proximal.

Tal com s'observa a les figures 35 i 36, la presència
de 3-OMG 10 mmol/1, redueix tant en el cec proximal con en

el jejú, l'acumulació d'a-MG 0,1 mmol/1 en un 87 % en el

primer i en un 86 % en el segon. En afegir la 3-OMG als 25
min d'incubació s'observa com la concentració intracel.lu-

lar d'a-MG decreix fins a nivells semblants als obtinguts
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quan la 3-OMG hi és present des de l'inici de la incubació.

Aquest fet aporta una altra prova que les cèl·lules del cec

proximal són capaces d'acumular monosacàrids en contra de
gradient de concentració. La presència de 3-OMG, a elevades

concentracions, en impedir l'entrada d'a-MG per transport
actiu i tenint en compte que, als 25 min d'incubació, la
concentració d'a-MG dins les cèl·lules és superior a la del

medi, aquest monosacàrid passa per difusó simple des de
l'interior de la cèl·lules cap a l'exterior, a favor del

gradient de concentració.

Pel que fa a les propietats de la difusió facilitada,
en els enterócits del cec proximal l'existència d'aquest
mecanisme es fa ja evident en la diferent acumulació obtin-

guda amb a-MG i 3-OMG.

Als 60 min d'incubació, l'acumulació d'a-MG 0,1 mmol/1
en el cec proximal (figura 27) és de 29,47 nmol/mg proteïna
i la de 3-OMG 0,1 mmol/1 (figura 37) de 17,78 nmol/mg pro-

teïna. Aquesta diferència, estadísticament significativa,
és deguda a que l'a-MG, al contrari de la 3-OMG, no utilit-
za la via de la difusió.facilitada de la membrana basolate-

ral (KIMMICH i RANDLES, 1981). D'aquesta manera, a l'estat

(que en el cas de l'a-MG no s'arriba a assolir
en els 60 min d'incubació), la 3-OMG surt de l'enteròcit

per difusió facilitada i aquesta pèrdua de monosacàrid fa

que la concentració intracel.lular sigui més petita que

l'assolida amb a-MG.

estacionari

De la mateixa manera, l'existència d'aquesta via
també es pot posar de manifest amb la utilització d'inhi-
bidors específics. Un exemple n'és la teofil.lina que

inhibeix la difusió facilitada de monosacàrids a través de

la membrana basolateral. Les cèl·lules incubades amb un

substrat que utilitzi la via independent de Na+ (com la

3-OMG) estableixen, en presència de teofil.lina, un nou es-

tat estacionari en el qual la concentració intracel.lular
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de monosacàrid és superior a 1'obtinguda en absència de
1'inhibidor.

En el cec proximal, però, la teofil.lina no exerceix
cap efecte sobre l'acumulació de 3-OMG (figura 39) mentre

que en el jejú incrementa aquest paràmetre en un 35 % res-

pecte als valors control (figura 40). Aquesta manca d'efec-
te sobre la difusió facilitada en el cec proximal va in-
duir a l'anàlisi més directa d'aquesta via, ja que fa pen-

sar que, o bé la difusió facilitada de monosacàrids en els
enterócits cecals és poc sensible a la teofil.lina, o bé

que en aquestes cèl·lules el nombre de transportadors és

petit comparat amb el jejú. Per això, es varen estudiar
els fluxos unidireccionals d'entrada de 2-DOG 0,1 mmol/1,

sucre no metabolitzable específic d'aquest mecanisme de

transport (KIMMICH i RANDLES, 1976), estudiant-hi l'efecte
de la teofil.lina. Els resultats, que es mostren a les fi-

gures 46 i 47, indiquen que aquest agent redueix el flux de
2-DOG en un 50 % en el cec proximal i en un 72 % en el je-

jú. Així doncs, en el cec proximal, la teofil.lina, inhi-
beix la difusió facilitada, tal com se n'extrau de la re-

ducció que provoca dels fluxos de 2-DOG, si bé menys que

en els enterócits del jejú. El seu efecte, però, no es

evident sobre l'acumulació de 3-OMG a temps llargs.

Aquests fets varen fer pensar en la possibilitat que,

a més d'interaccionar sobre la via de la difusió facilita-

da, ho fes també sobre el transport mitjançat concentratiu.
Així, doncs, es va estudiar l'efecte de la teofil.lina so-

bre els fluxos unidireccionals d'a-MG. En el cec proximal,

aquests quedaven reduïts en un 23 % per la presència
d'aquest agent mentre que en el jejú no es veien afectats

(figura 44). KIMMICH i

(1984) tampoc observen cap efecte de la teofil.lina sobre
els fluxos d'a-MG en el jejú de pollastre.

RANDLES (1981) i MORETO et al.
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La inhibició del transport mitjançat concentratiu en

el cec proximal per part de la teofil.lina és un fet nota-

ble, ja que és la primera vegada que aquest efecte s'obser-
va en cèl·lules epitelials intestinals. Aquesta inhibició
permet explicar que la incubació de
amb 1'inhibidor no doni lloc a cap increment en el gradient
d'acumulació de 3-OMG a temps llargs, ja que la inhibició
de la permeabilitat basolateral es veu contrarrestada per

l'efecte sobre l'entrada dependent de Na+ sensible a la
florricina.

les cèl·lules cecals

Aleshores, es va emprar un altre'inhibidor de la di-
fusió facilitada, la citocalasina B, que a més es caracte-
ritza perquè
fil.lina i ésser més potent com a inhibidor de la via de

transport basolateral (KIMMICH i RANDLES, 1979).

no afecta els nivells d'AMPc, com fa la teo-

L'efecte de la citocalasina B 0,1 mmol/1 sobre l'acu-
mulació de 3-OMG és d'un 43 % en el cec proximal i d'un
127 % en el jejú (figures 41 i 42). Tal com era d'esperar,

aquest agent va resultar ésser un millor inhibidor dels
fluxos de 2-DOG, causant una reducció del 80 % del flux

d'entrada del substrat en el cec proximal i del 72 % en el

jejú (figures 48 i 49).

La citocalasina B no va provocar cap efecte sobre
els fluxos d'a-MG en ambdós segments intestinals (figura
45), la qual cosa fa pensar

mecanisme de transport mitjançat concentratiu de la mem-

brana luminal.

que no interacciona amb el

A la vista del que precedeix, les cèl·lules del cec

proximal són caracteritzades per uns mecanismes de trans-

port actiu, difusió facilitada i difusió simple qualitati-
vament anàlegs als del jejÜ·' però amb una participació

quantitativament diferent en l'absorció de monosacàrids.
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Del punt de vista de la quantificació dels processos

analitzats, els valors dels fluxos inicials d'a-MG per

transport actiu són notablement més elevats en el cec pro-

ximal (1,34 nmol/mg proteïna • min) que no pas en el jejú
(0,65 nmol/mg proteïna • min). Aquest paràmetre ha estat
calculat per diferència entre el flux total i el flux in-
sensible a la florricina. Per altra banda, els fluxos ini-
cials de 2-DOG per difusió facilitada, calculats per dife-
rència entre el flux total i el flux insensible a la cito-

calasina B, són més grans en el jejú (0,14 nmol/mg proteï-
na • min) que no pas en el cec proximal (0,08 nmol/mg pro-

teïna • min). D'aquesta manera, l'entrada de monosacàrids
des de la llum intestinal fins a l'interior de l'enteròcit,

a través de la vora luminal, és més gran en el cec proximal.
En canvi, la transferència del substrat des de l'enteròcit

fins al medi extracel.lular, a través de la vora basolate-

ral, és més gran en el jejú.

Aquestes diferències observades entre ambdós segments

intestinals, es tradueixen en una diferent capacitat d'acu-
mulació per a un monosacàrid, tal com la 3-OMG que utilitza
ambdues vies. Als 60 min d'incubació, l'acumulació de 3-OMG

a les cèl·lules del cec proximal és de 17,78 nmol/mg proteï-
na i en les del jejú és de 8,92 nmol/mg proteïna. Així

doncs, en el cec proximal hi ha un predomini de l'entrada
del substrat dins la cèl·lula per la qual cosa l'acumulació
és més gran i , a més, l'estat estacionari, en el cec pro-

ximal ho s'arriba a assolir mentre en el jejú ja és present
als 40 min d'incubació.

Globalment, els nostres resultats mostren que la zona

proximal del cec de pollastre té una capacitat de transport
similar a la del jejú. Degut a que la superfície d'exposi-
ció de l'intestí prim és moltes vegades més gran que la del
cec proximal, la contribució del cec proximal al transport
de no-electròlits ha d'ésser proporcionalment petita. Tan-
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mateix, els cecs poden tenir importància en l'absorció

d'aquells monosacàrids que no s'hagin pogut absorbir a

l'intestí prim o bé als resultants de la hidrólisi de po-

límers de la glucosa,que s'originen dins d'aquests segments
intestinals.



5. CONCLUSIONS
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1.Macroscòpicament, els cecs de pollastre presenten dues
zones ben diferenciades. El segment proximal, semblant
a l'intestí prim i
senta una estructura pròpia caracteritzada pels plioae
circulares , absents a la resta del tracte digestiu.

el segment medial-distal, que pre-2.Aquesta diferenciació regional també es manifesta a ni-
vell microscòpic. En la zona proximal del cec, les ve-

llositats són ben desenvolupades mentre que en les zo-

nes medial i distal, hi ha unes estructures romes i apla-
nades equivalents a les vellositats.3.La llargària de les vellositats decreix des del jejú
fins al recte, essent les del cec proximal
da intermèdia. En aquesta zona, les vellositats són el-

lipsoídals i presenten una densitat inferior respecte
als altres segments intestinals estudiats.

d'una mi-4.Pel que fa el desenvolupament de les microvellositats,
les dels enteròcits del jejü són les més llargues i més

gruixudes, mentre que en el cec, les de la zona proxi-
mal són les més llargues i primes i en el cec distal

són les més curtes i gruixudes, essent les del cec

medial de dimensions intermèdies.5.Les cèl·lules caliciformes i enterocromafines del cec

no difereixen significativament de les del jejú.
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sa presenten un mecanisme de transport mitjançat con-

centratiu per a la 3-OMG sensible a la florricina. Les

cèl·lules cècals presenten una capacitat per transpor-
de gradient que és un 67 % inferior a

cec sencer aïllades amb hialuronida-

tar en contra

la del jejú.7.A partir dels resultats obtinguts en la prova de la

integritat de la membrana cel·lular, consum d'oxigen,

producció d'àcid làctic, nivells d'ATP i capacitat per

acumular sucres, s'ha triat el medi que conté l'agent

disgregant citrat trisòdic 27 mmol/1 com a medi d'aïlla-
idoni per obtenir cèl·lules del cec.ment8.Als 30 min d'incubació dels segments del cec proximal

i del jejú en el medi d'aïllament amb citrat, les vello-
sitats queden despreses de totes les cèl·lules epite-
lials.9.L'observació microscòpica de les cèl·lules aïllades del
cec proximal i del jejú amb citrat, demostra que es

troben morfològicament i estructural en bones condi-

cions.10.De l'estudi regional realitzat sobre la capacitat dels
cecs per acumular monosacàrids, hom pot concloure que
l'acumulació d'a-MG en les cèl·lules del cec proximal
no difereix significativament de l'obtinguda en el jejú.11.El fluxos unidirecccinals d'a-MG per transport actiu

són més petits en el jejú (51%) que en el cec proxi-
mal.12.La capacitat de les cèl·lules del cec medial per acumu-

* mular a-MG és 8 vegades inferior a l'obtinguda en el
cec proximal.
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no difereix de l'obtinguda en presència de florricina.14.En tots els segments cecals, així com en el jejü, l'acu-
mulació obtinguda en presència de florricina

significativament, per la qual cosa les diferències re-

gionals observades són degudes al transport mitjançat
concentratiu.

no varia15.En els animals adults, el cec proximal i el jejü trans-

porten monosacàrids per un mecanisme actiu sensible a

la florricina. Les cèl·lules del cec medial ja han per-

dut aquesta capacitat. En tots els segments estudiats,
l'acumulació és significativament inferior a l'obser-
vada en els animals de 4 a 7 setmanes.16.Pel que fa a les constants cinètiques, les cèl·lules
del cec proximal i les del jejü presenten unes Km per

1'a-MG que no difereixen significativament. Les cèl.lu-
les del cec distal es caracteritzen perquè no presenten
un mecanisme de transport actiu per l'a-MG. L'afinitat

per aquest monosacàrid, en

ferior a la del cec proximal i del jejü, ja que la Km
és més elevada que en aquests segments intestinals.

el cec medial, és molt in-17.La Vm, per l'a-MG és més gran en el cec medial que en

jejü i la d'aquest segment, a la vegada, és més gran

que la del cec proximal.

constant de difusió és igual per a tots els segments

estudiats.

18. La

19. Altres característiques del sistema de transport actiu per

a monosacàrids del cec proximal són,igual com el jejü, que

les cèl·lules cecals poden acumular sucres en contra de

gradient de concentració per un mecanisme dependent de la con-
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centració de l'ió sodi present en el medi d'incubació,

dependent de l'energia metabòlica, inhibible per oua-

baïna i que presenta competició entre diversos monosa-

càrids.20.Les cèl·lules del cec proximal, així com les del je-

jü presenten un mecanisme de transport mitjançat equi-
libratiu sensible a la teofil.lina i a la citocalasina

B, essent aquest darrer un inhibidor més potent.21.El sistema de transport actiu del cec proximal és en

part inhibit per la presència de teofil.lina, no obser-
vant-se aquest efecte en el jejü.22.Els fluxos inicials d'entrada per la via de la difusió

facilitada, mesurats amb 2-DOG són un75 % més grans en

el jejú que en el cec proximal.23.El resultat més sobresortint d'aquest treball és que

l'epiteli cecal no és homogeni, tant pel que fa a la
seva histologia com a la seva capacitat per transportar
monosacàrids. La notable capacitat de transport de la
zona proximal confereix a aquest segment intestinal un

paper potencial en la nutrició del pollastre.
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