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The chamber used allows the simultaneous but separated incubation of two intestinal
segments (approximately 4 cm in length) in vitro and is especially suited for its application to
studies on young animals. Segments are perfused with the help of a peristaltic pump (6 ml/h)
without recycling.

D-galactose fluxes across rat jejunum have been studied in everted jejunal segments
from 19-21 day-old rats. Transmural fluxes (J^1) were determined using four external
mucosal galactose concentrations (0.2, 2, 10 and 20 mM). The ratios of passive jGai were I :
11 : 49.7 : 96.7. Those due to active transport of the substrate were 1 : 7.1 : 14.6 : 18.8,
indicating saturation. The active component of total fluxes was 80 %, 72 %, 54 % and
44 %, respectively. Comparison of transmural galactose fluxes in noneverted segments from
20 day-old (suckling) and 25 day-old rats, showed that there is a marked reduction in both
passive and active components of substrate flux across the intestine at the time of weaning.
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Existen numerosas tecnicas para el
estudio experimental de los procesos de
difusion y transporte de no electrolitos, 
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cada una aplicable a la investigacion de
problemas concretos. Asi, el uso de sis-
temas simples como los enterocitos ais-
lados y las vesiculas de membrana per-
mite, por ejemplo, la determinacion de
constantes cineticas sin los inconvenien-
tes que conlleva la utilizacion de epite-
lios o tejidos intactos. En contrapartida,
las tecnicas in vivo (7, 12, 13) y algunas
tecnicas in vitro (3, 14, 16) permiten
trabajar en condiciones similares a las 
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fisiologicas y calcular parametros que
no se pueden determinar en modelos
mas simplificados.

En el presente trabajo se describe una
tecnica de perfusion intestinal in vitro
basada en el mismo principio que la
descrita por Fisher y Parsons (3),
pero con notables ventajas. Consta de
una camara de metacrilato en la que se
pueden incubar simultaneamente dos
segmentos intestinales por separado,
perfundidos mediante una bomba peris-
taltica. La tecnica ha sido aplicada a la
determination de flujos transmurales de
D-galactosa en intestino delgado de rata
en el periodo proximo al destete.

Material y metodos

Camara. Se ha construido utili-
zando laminas de metacrilato transpa-
rentes, de 2 a 4 mm de espesor (fig. 1).
Consta de dos compartimientos de incu
bacion separados por un tabique perfo-
rado con sendas aberturas en la parte
inferior, destinadas a la oxigenacion de
las soluciones de incubacion. Las zonas
laterales e inferior de los compartimien
tos estan sumergidas en una camara de
termostatacidn por la que circula agua a
37° C. Cada compartimiento de incuba
cion comunica con el exterior por dos
orificios, de entrada y salida, de 3 mm
de diametro intemo que sirven, respec-
tivamente, para la conexion con una
camara anexa, de calentamiento de las
soluciones de perfusion, y para contener
los tubes de salida por donde se realiza
la toma de muestras de la solution de
perfusion. La camara anexa, intercalada
en el mismo circuito que el comparti
miento de termostatacidn, contiene en
su interior dos serpentines de tubo Por-
tex® conectados a una bomba peristal-
tica de flujo regulable (Gilson, Minipuls
ID. En las camaras de incubacion los
.segmentos intestinales se sujetan en tu
bes de Teflon® que ajustan en los orifi

cios laterales de la camara. La longitud
maxima de los segmentos que pueden
montarse en la camara es de 4,5 cm.

Animates. Se han utilizado ratas
Wistar machos y hembras de edades
comprendidas entre 19 y 25 dias. Los
animates, destetados a partir del dia 22,
fueron alimentados con pienso estandar
U.A.R. tipo A.03. En todos los experi-
mentos los animates fueron utilizados
sin ayuno previo.

Soluciones. Como medio de incuba
cion se ha utilizado Krebs-Henseleit bi
carbonate, con la siguiente composition
(mM): NaCl, 118,5; KC1, 6,2; CaCL,
2,5; KH2PO4, 1,25; MgSO4, 1,1;
NaHCO3, 25 (Merck). En algunos expe-
rimentos el sodio fue sustituido por co-
lina (Merck) y se adiciono florricina
(Sigma) a la concentration 10 gM. Am-
bas soluciones tienen un pH de 7,4,
cuando se equilibran con 5 % de CO2
en O2.

Substrato. Se ha utilizado D-galac
tosa (Merck) con D (l-l4C)-galactosa
(Amersham) como trazador.

Cuantificacion de las muestras. Se
disolvieron en un liquido de centelleo a
base de tolueno, Triton X-100 y PPO, y
su actividad se determine en un Conta
dor Nuclear Chicago, modelo Mark II.

I

Metodo experimental. Se coIocan 22
ml de la solution de Krebs en ambos
compartimientos de incubacion y segui-
damente se procede al sacrificio del ani
mal por dislocation cervical. Se extraen
unos 15 cm de la portion del iptestino
delgado correspondiente a yeyuno me
dio y se lava con solution salina (NaCl
0,9 %). El segmento intestinal se evierte
(en su caso) y se cortan dos segmentos
de unos 4 cm de longitud, que se sujetan
a los tubos de Teflon® de la camara. A
continuation se inicia la perfusion del 
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segmento y simultaneamente se adicio-
nan 0,2 ml de solucion concentrada de
D-galactosa marcada a los 22 ml de me
dio de incubacion que banan cada seg
mento intestinal, para que quede a la
concentracion final adecuada. Las solu-
ciones perfundidas se recogen durante
periodos de 5 min y de cada fraccion se
toman 0,1 ml para la cuantificacion de la
radiactividad.

La oxigenacion de los compartimien-
tos de incubacion, asi como la de los
reservorios de las soluciones de perfu
sion, se mantiene a lo largo de todo
el periodo de experimentacion (usual-
mente 100 min) con el objeto de mante-
ner la viabilidad del tejido y para asegu-
rar la distribucion homogenea del subs
trate en la solucion. Los compartimien-
tos de incubacion se tapan para evitar
perdidas por evaporacion.

Al principio y al final de la incubacion
se toman muestras del medio de incuba-
cion para la determinacion inicial y final
de la actividad especifica del substrato.
Una vez terminada la perfusion se ex-
traen los segmentos intestinales que se
abren longitudinalmente, se secan con
papel de filtro y se pesan. Posterior-
mente se desecan en una estufa a 90° C
hasta peso constante.

Los resultados de los flujos netos
transmurales de galactosa se expresan
en /zmol de substrato por g de tejido
seco cada 5 min.

El tratamiento matematico de los re
sultados se ha realizado en un microor-
denador Sharp MZ-80B.

Resultados

Se han realizado dos tipos de experi-
mentos, uno con segmentos intestinales
evertidos y otro sin evertir. En el primer
caso se utilizan ratas de 19 a 21 dias de
edad, y se determina los flujos netos de
galactosa desde el compartimiento mu
cosal (extemo) hasta el serosal. Las
concentraciones iniciales de galactosa
en el medio mucosal fueron 0,2, 2, 10 y
20 mM determinandose, en todos los
casos, el flujo transmural de galactosa
total (JGai total) y el flujo pasivo (J^
pasivo), este ultimo mediante la sustitu-
cion en el medio de incubacion del sodio
por colina y en presencia de florricina
10 (jlM. En ambas condiciones los flujos
de galactosa alcanzan un valor estable a
los 20-40 min, dependiendo de la con
centracion inicial del substrato.

El ajuste de los valores experimenta-

Tabla I. Flujos transmurales de D-galactosa desde el compartimiento mucosal al serosal, en yeyuno
evertido de rata.

Cada segmento intestinal se perfunde con Krebs-Henseleit sin galactosa (6 ml/h), sin recirculacion. Los
resultados se expresan como media ± error estandar. En cada segmento, los flujos se calculan a partir de
las asintotas obtenidas ajustando los datos experimentales a ecuaciones hiperbolicas. n = numero de
experimentos; DP = flujo pasivo del substrato, determinado en presencia de florricina; TA = flujo debido

al transporte activo del substrato; T = flujo total.

(Mucosal
D-galactosal

(mM) n

,Ga!
Jms (/xmoi/g te;:do seco/5 min)

DP T TA TA/DP

0,2 5 0,03 ± 0,001 0,15 ±0,016 0,12 ±0,019 4.0

2 6 0,33 ± 0,04 1,18 ± 0,08 0,85 ± 0,07 2,6

10 4 1,49 ± 0,19 3,24 ± 0,26 1,75 ± 0,21 1.2

20 6 2,90 ± 0,58 5,15 ±0,75 2,25 ± 0,32 0.8
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Fig. 1. Camara de perfusion intestinal.
Izquierda: Vision global. Derecha: Vision superior y lateral (seccion A-A). Las medidas estan expresa-

das en mm.

les a diversas ecuaciones ha puesto de
manifiesto que la curva que mejor se
adapta es una hiperbola con una asm-
tota paralela al eje de las X, de ecuacion
(y-A) • X = B, siendo A el valor de la
ordenada en el origen. Los valores de
las asmtotas de dichas curvas correspon-
den, por tanto, a los flujos netos trans-
murales del monosacarido en el estado
estacionario (tabla I). El JgJ activo se ha
determinado a partir de la curva obte-
nida restando los valores individuales de
los pasivos de los totales. A
partir de los valores de J^i activo se han
calculado las constantes cineticas del
transporte de galactosa, obteniendose
una Vmax de 2,6 ^tmol/g tejido seco/5
min y una Km aparente de 4,1 mM (fig.
2). En la tabla I se indica tambien la
relacion TA/DP correspondiente a la re-
lacion entre los atribuibles a proce-
sos activos y pasivos, respectivamente.

En un segundo tipo de experimentos,
en segmentos intestinales sin evertir, se
determinan los flujos transmurales de
galactosa desde el compartimiento sero
sal al mucosal en ratas de 20 y 25 dias 

de edad. En dichos experimentos el
compartimiento que se perfunde es el
mucosal y el substrato se ariade al me
dio serosal (compartimiento extemo) a
la concentration de 10 mM. En estas
condiciones se determina el flujo neto
del monosacarido desde el lado serosal
al mucosal que sera la diferencia
entre el pasivo y el J£ai activo. El
pasivo se determina perfundiendo el

Fig. 2. Relacion entre los flujos activos de galac
tosa y la concentration mucosal del substrato.

La curva se ajusta a una cinetica de Michaelis-
Menten con un r = 0,9967 (p < 0,001). Vmax =

2.6 gmol/g tejido seco/5 min; Km — 4,1 mM.
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Fig. 3. Flujos netos serosal-mucosal de D-
galactosa en yeyuno no evertido de rata con (o) o

sin (•) inhibicidn del transporte activo.
La concentracion inicial de galactosa en el medio
serosal file de 10 mM. Cada punto es la media de 4

expe pimentos.

segmento con un medio en el que se ha
sustituido el sodio por colina y con flo-
rricina 10 piM (figure 3). Los flujos
transmurales de galactosa tardan mas en
estabilizarse (unos 50 min) que en los
experimentos con segmentos evertidos,
debido a que el Jcai activo del substrate
va en sentido opuesto al flujo pasivo del
mismo. Los flujos transmurales calcula-
dos mediante el ^juste matematico de
las curvas en las distintas condiciones
experimentales se muestran en la tabla
II, hallandose marcadas diferencias en
los flujos pasivos y activos de galactosa
en ambos grupos de animales.

Discusion

En el presente trabajo se han determi-

Tabla II. Flujos transmurales de D-galactosa enye
yuno no evertido de rata.

Cada segmento intestinal se perfunde con Krebs-
Henseleit sin galactosa (6 ml/h), sin recirculacidn.
La concentracion del substrato en el medio serosal
es 10 mM y los resultados se expresan como
media ± error estandar. Numero de experimentos
por grupo = 4. DP: flujo serosal-mucosal (J?m) pa
sivo, determinado en presencia de florricina en el
lado mucosal; DP-TA: flujo serosal-mucosal del
substrato determinado en ausencia de inhibidor del
transporte activo. En estas condiciones el flujo neto
es menor, debido a que el flujo atribuible al trans
porte activo (TA) de galactosa va en sentido opuesto
(J al flujo pasivo de la misma. Todos los flujos se
calculan a partir de las asintotas obtenidas ajus-
tando los datos experimentales a ecuaciones hiper-

bolicas.

Edad (dias)

(^mol/g tejido seco/5 min)
.Gal

Jsm
.GalJms

DP DP-TA TA

20 1,31 ±0,12 0,48 ±0,11 0,83 ± 0,14

25 0,51 ± 0,07 0,10 ± 0,01 0,37 ± 0,08

nado los flujos transmurales de galac
tosa en una camara de perfusion de di-
seno propio y en condiciones que permi-
ten la separation de los flujos transmu
rales pasivos de los debidos a procesos
de transporte activo.

Dada la longitud de los segmentos
intestinales que se utilizan en las cama-
ras (aproximadamente 4 cm), la veloci-
dad de perfusion tiene que sernecesa-
riamente lenta. En experimentos preli-
minares se eligio la velocidad de flujo de
6 ml/h porque en estas condiciones los
flujos transmurales de substrato refle-
jan, con elevada sensibilidad, los cam
bios inducidos en la concentracion ex
terna del mismo. Por otra parte, la lenta
velocidad de perfusion permite que los
flujos netos se estabilicen en un tiempo
razonable. Elio se consigue a los 20-40
min del comienzo de la perfusion,
cuando los flujos activos y pasivos del
substrato ‘ entre los compartimientos,
mucosal, tisular y serosal alcanzan un 
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equilibrio dinamico. El tratamiento ma
tematico de dichos procesos es com-
plejo, por lo que se ha optado por calcu-
lar el valor del flujo mediante la asintota
del eje de las X de la hiperbola definida
por todos los valores experimentales.
Dicho valor es facil de determinar y da,
en definitiva, idea de la permeabilidad
pasiva o de la capacidad de transporte
activo del segment© estudiado. Otro as
pect© que cabe mencionar de la tecnica
es que el compartimiento de incubacion
tiene un volumen grande respecto al vo-
lumen de liquido en el interior del intes
tine. Por esta razon puede considerarse
que la concentration exterior del subs
trate se mantiene constante durante
tiempos prolongados, si bien la concen
tration del mismo en el liquid© que per-
funde varfa y con ello el gradiente. Es
de destacar que en estas condiciones
experimentales dicho gradiente siempre
es favorable al paso del monosacarido
desde el compartimiento extemo al de
perfusion.

Los resultados de los experimentos
realizados con segmentos intestinales
evertidos procedentes de ratas de 19 a
21 dias, indican que los JGai pasivos y
activos dependen de la concentration
initial del monosacarido en el medio
mucosal. La relation de los pasivos
obtenida con galactosa 0,2, 2, 10 y 20
mM es 1: II: 49,7: 96,7 respectiva-
mente, proportion similar a la relation
de concentraciones initiates de subs
trate (I: 10: 50: 100). Ello muestra que
existe una proportion directa entre el
flujo y la concentration del substrate,
como cabe esperar de un proceso pa-
sivo. La relation entre los debidos
al transporte activo de la galactosa es de
1: 7,1: 14,6: 18,8 a las concentraciones
de substrate mencionadas, como corres-
ponde a un proceso saturable. Del cal-
culo de constantes cineticas cabe desta
car que en este trabajo se ha determi-
nado una Km para la galactosa de 4,1
mM, valor inferior al de 35 mM obte- 

nido por Fisher y Parsons (4). Esta
diferencia puede deberse en parte a la
mayor afinidad de las hexosas por el
transportador observada en animates
lactantes, comparado con la de animates
adultos (11, 17). La relation TA/DP,
entre flujos activos y pasivos (tabla I),
disminuye al aumentar la concentration
externa del substrate, siendo el compo-
nente activo del 80 % del total con
galactosa 0,2 mM y del 72 %, 54 % y
44 % con ei substrate a 2, 10 y 20 mM,
respectivamente. Estos resultados con-
firman la importancia del componente
de difusion en la absorcion intestinal de
los monosacaridos, similar al compo
nente activo con galactosa 10 mM y
superior al mismo con el substrate a la
concentration de 20 mM. Estos resulta
dos concuerdan con los hallados en in
testine de rata in vivo por otros autores
(5, 8) y refuerzan la hipotesis de que
cuando el substrate se halla en el lumen
a una concentration superior a la del
plasma, la difusion pasiva tiene un papel
significative. Por otra parte, el trans
porte activo tiene la funcion de asegurar
la completa absorcion de los monosaca
ridos cuando estos se hallan a baja con
centration en la luz intestinal, asi como
la de reabasorber la glucosa secretada
en los periodos interdigestivos.

Una de las ventajas de las tecnicas in
vitro es poder realizar estudios de difu
sion de un substrate desde el comparti
miento serosal al mucosal. En el pre
sente trabajo se ha aplicado esta meto-
dologia al estudio de la permeabilidad
intestinal a la D-galactosa en ratas lac
tantes de 20 dias de edad y en ratas de
25 dias alimentadas con pienso estan-
dar. La diferencia entre los obteni-
dos con o sin inhibition del transporte
activo es mas marcada en los animates
de 20 dias, lo que esta de acuerdo con
anteriores resultados (9) en que la ca-
pacidad de transporte contra gradiente
es mayor en animates lactantes que en
destetados, Estos cambios funcionales 
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coinciden con marcados cambios estruc-
turales del epitelio, caracterizados por
una disminucion de la fluidez de la
membrana del enterocito (I). La mayor
cohesion de los componentes de la
membrana puede explicar la disminu-
cion de los flujos pasivos transmurales
de galactosa en ratas de 25 dias respecto
a las de 20 dias. Por otra parte, dado
que una fraccion del movimiento trans
mural por difusion de los monosacaridos
es paracelular (2, 6), no puede descar-
tarse un aumento de la «firmeza» de las
uniones estrechas intercelulares coinci-
dente con el cambio de dieta en la edad
del destete.

La tecnica descrita es util en estudios
de absorcion intestinal in vitro, ya que
los resultados obtenidos son similares a
los de otras tecnicas mas experimenta-
das. Presenta las siguientes ventajas:
posibilidad de medir flujos transmurales
en ambos sentidos, velocidad de perfu
sion y temperature de incubacion regu-
lables con precision, facil acceso al
compartimiento de incubacion y que el
tejido se mantiene viable durante un
tiempo prolongado. Por su diseho, la
camara es de facil manejo, siendo espe-
cialmente adecuada para estudios en in-
testinos de pequeno diametro.

Resumen

Se estudian los flujos transmurales de D-
galactosa por yeyuno de ratas jdvenes, mediante
una camara de perfusion que permite la incuba-
cion simultanea de dos segmentos intestinales, de
unos 4 cm de longitud. La perfusion se realiza a
una velocidad de 6 ml/h, sin reciclado de la solu-
cion. Con segmentos intestinales evertidos de ra
tas de 19-21 dias de edad y concentraciones muco-
sales de substrato de 0,2, 2, 10 y 20 mM, la
relacion de flujos J^ai pasivos fue de 1: II: 49,7:
96,7, mientras que en los J^activos fue de 1: 7,1:
14,6: 18,8, indicando saturacion. El coniponente 

activo representa el 80 %, 72 %, 54 % y 44 % del
flujo total, respectivamente.

La comparacion de los flujos transmurales entre
segmentos intestinales sin evertir, de ratas de 20
dias (lactantes) y de 25 dias de edad, indica que
hay una significativa reduccion tanto del compo-
nente activo como del pasivo en la edad del
destete.
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