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The effect of digitonin on the active transport of D-galactose and oxygen uptake
by small rings of everted hamster intestine has been studied. The results shown that
digitonin, when added to the medium of incubation at concentrations 10~a to 10-<M,
markedly inhibits (28-73 %) the active accumulation of galactose, behaving as non
competitive inhibitor with an apparent Ki of 6.5 X 10_i M. The drug also inhibits the
oxygen uptake by the tissue in the absence of added substrate.

Inhibition of active transport of galactose by digitonin was also observed if the
Incubation was carried out after a preincubation of the drug.

The effects of digitonin are explained as due to inhibition of cell metabolism and
to binding to constituents of the cellular membrane.

Digitonin and dicoumarol shown an accumulative effects on the active transport
of galactose by intestinal rings of hamster.

Varios autores han estudiado ei papcl
de la digitonina sobre la transferencia de
Na+ y K+ a traves de la membrana de
eritrocitos (15) o la de Na+ e H+ por la
mucosa gastrica (7).

Aun cuando dcsde hace tiempo (14), se
suponc que dcntro de las sustancias anti-
nutritivas inhibidoras del crecimiento ani
mal se encuentran las saponinas entre las
mas importantcs, hay muy pocos trabajos
sobre la influcncia directa de estas sustan
cias sobre la absorcion intestinal. En nues-
tro laboratorio Bello et al. (3), hallaron 

* Con una Beca de Iniciacion a la Inves
tigation del M.E.C.

recientemente algunas saponinas que, pre-
sentes en la dieta alimenticia de ratas en
crecimiento, daban lugar a una fuerte dis-
minueion en la absorcion intestinal de glu-
cosa in vivo.

Con el fin de conocer mejor algunas ca-
ractcristicas de csta inhibicidn, en el pre
sente trabajo estudiamos in vitro el papel
de la digitonina sobre la acumulacion de
la D-galactosa por intestine delgado de
hamster.

Material y metodos

Se utilizaron hamsters dorados (Af. au
ralux) de peso comprendido entre 80 y
110 g, sometidos a ayuno previo de 24 ho
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ras antes del experimento. Los anillos de
intestino evertido fueron obtenidos segun
la tecnica de Crane y Mandelstam (6).
Aproximadamente 200 mg de tejido in
testinal fueron homogeneamente distribui-
dos en erlenmeyers de 25 ml, conteniendo
cada uno de ellos 4 ml de solution Krebs-
Henseleit, tampon bicarbonate (11), con
un pH de 7,4, en el que se habian disuelto
los productos necesarios para cada experi
mento. En las experiencias con dicumarol
el medio salino utilizado fue el descrito
en otros trabajos (1).

Los erlenmeyers se mantuvieron a
37° C en un bano termostatico y en ellos
burbujeo carbogeno (95 % de O2 y 5 %
de COo) durante todo el tiempo de la in
cubation.

El azucar se determino colorimetrica-
mente segun el metodo de Somogyi (21).

El consumo de oxigeno se midio por el
metodo directo de Warburg (23) en at-
mosfera de O2 puro, a 37° C, 80 oscila-
ciones por minuto y 3 cm de amplitud en
cada oscilacion. En estos experimentos el
medio salino utilizado fue el Krebs-Hen-
seleit, tampon fosfatos.

Los resultados de la acumulacion de
azucar son expresados como concentra
tion de esta sustancia en el contenido
acuoso del tejido intestinal, considerando
que este es cl 80 % del peso del tejido
aproximadamente. La velocidad de pe
netration se expresa en />.M de galactosa/
100 mg de tejido humedo/minuto.

En el caso del consumo de O2 los re
sultados se expresan en /;.M de O2/100 mg
de tejido humedo.

Resultados

EFECTO DE LA DIGITONINA EN EL TRANS
PORTE ACT! VO DE D-GALACTOSA.

El cfccto inhibidor sobre cl transporte
active de D-galactosa producido por la
digitonina, cuando esta presente en cl
medio de incubation, cs muy claro y no-
tablcmcnte marcado. En cfccto, concen-

Tabla I. Efecto de la digitonina sobre la acu
mulacion de D-galactosa por anillos intestina

les de hamster.
Concentraci6n inicial de galactosa, 4 mM. In-
cubaciones de 20 minutos en 4 ml de Krebs-
Henseleit, tampon bicarbonato. Los datos se
acompanan del error est&ndar de la media.

N.° de
exp.

Digitonina
M

Concentracldn final
de galactosa (mM) Inhlbic.

%
tejido medio

86 __ 25,90±0,40 2,66 ±0,06
12 10-5 18,53±0,77 3,13 + 0,08 28,45
14 5X1O“S 10,99 + 0,39 3,56 ±0,05 57,56
12 10-“ 6,89 + 0,35 3.66 ±0,06 73,39

traciones de digitonina de 10"4, 5 X 10-s
y IO-5 M, inhiben la acumulacion de
D-galactosa en el intestino delgado de
hamster. Despues de 20 minutos de incu
bation, el nivel de azucar en el tejido es
de 25,90 mM en los experimentos control,
poniendose de manifiesto una inhibition

Fig. 1. Inhibition producida por la digitonina
sobre el transporte activo de D-galactosa por

anillos intestinales de hamster.
Tiempo de incubacion 10 minutos. Los puntos
para la recta de D-galactosa son la media de
quince experimentos (•) y para la recta con
digitonina, de seis experimentos (O). Concen

tration de digitonina, 5 X 10"* M.
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aproximada del 28, 57 y 73 % cuando la
concentration de digitonina en el medio
de incubation era de IO-5, 5 X 10"5 y
10“4 M, respectivamente (tabla I).

El estudio cinetico de esta inhibition
como se deduce de la figura 1, muestra
que es no competitiva, encontrandose un
valor aparente para Ki de 6,5 X 10-s M.

Efecto de la digitonina sobre el con-
sumo DE OXIGENO.

En experimentos realizados en el apa-
rato de Warburg, se observo que cuando
la digitonina se anadia al medio de incu
bation, inhibia el consumo de oxigeno
por anillos intestinales de hamster (fig. 2).

Fig. 2. Efecto de la digitonina sobre el con
sumo de oxigeno por anillos intestinales de

hamster.
Los puntos son la media de veinte experimen
tos y se acompanan del error estandar. En la
parte inferior se expresa el porcentaje de inhi

bition respecto del control.

Tabla II. Efecto de la preincubacidn (20 mi-
nutos) en un medio con digitonina sobre la
acumulacion de D-galactosa por anillos intes

tinales de hamster.
Concentracidn inicial de galactosa, 4 mM. In-
cubaciones de 20 minutos en 4 ml de Krebs-
Henseleit, tampdn bicarbonate. Los datos se
acompanan del error estindar de la media.

Entre parSntesis, nfimero de experimentos.

Digitonina
M

Concentracidn final
de galactosa Inhlblcldn

%
tejido medio

— (10) 18,50 ±0,92 3,05±0,12 ___
10-“ (15) 7,23 ±0,65 3,55±0,10 60,90

inhibition del 27 % a los 20 minutos y del
29 % a los 40 minutos, respecto de los
controles.

Efecto de la preincubaci6xN en un me
dio SALINO CON DIGITONINA.

Cuando se someten los anillos intesti
nales de hamster a una preincubacion de
20 minutos sin azucar y con digitonina
10_1M, seguida de una incubation con
galactosa 4 mM y sin digitonina, se obser-
va una marcada disminucion en el nivel
alcanzado por el azucar en el tejido (ta
bla II). Esta inhibition producida por la
preincubacion es del orden del 61 % fren
te al 73 % obtenido cuando los anillos
intestinalcs se incuban directamente con
galactosa y digitonina.

Las medidas on los matraces controles
se hicieron a los 10, 20, 30 y 40 minutos y
on los matraces con digitonina 5 X 10"' M
disuclta en el medio a los 20 y 40 minu
tos. Los valores de consumo de oxigeno
obtenidos son mcnorcs, encontrando una

Efecto conjunto del dicu’marol y digi
tonina SOBRE LA ACUMULACION DE D-GA
LACTOSA POR ANILLOS INTESTINALES DE
HAMSTER.

En trabajos anteriores (1. 4, 17), al es-
tudiar cl efecto del dicumarol sobre la
absorcion intestinal de azticarcs se vio
quo inhibia la acumulacion de azticarcs
activamente transportados por asas aisla-
das de intestino, siendo esta inhibition de
tipo no competitive (4). Del misnio mode,
la preincubacion en dicumarol tambien
afectaba cl posterior transpose de glucosa
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Tabla III. Efecto conjunto del dicumarol y la
digitonina sobre el transporte active de D-ga-

lactosa.
Concentracidn inicial de galactosa, 4 mM.
Tiempo de incubacion, 20 minutos en 4 ml de
medio de incubacidn. Entre pardntesis, numero
de experimentos. Los datos se acompanan del

error estindar de la media.

Concentracidn
10-s M

Concentracidn final
de galactosa (mM) Inhibic.

%
tejido medio

— (86) 25,90 + 0,40 2,66 + 0,06 —
die. (12) 15,47 ±0,79 3,18 + 0,10 40,27
dig. (12) 18,53 + 0,77 3,13 + 0,08 28,45
dic.+dig. (10) 10,99 + 0,63 3,60 + 0,06 57,56

y galactosa. Por otra parte, esta sustancia
inhibia el consumo de oxigeno.

Dado que los efectos del dicumarol eran
parecidos a los producidos por la digito
nina, nos parecio interesante estudiar el
efecto conjunto de estas dos sustancias so
bre el transporte activo.

Los resultados se expresan en la ta
bla IH y en la figura 3 e indican que el

Fig. 3. Efecto conjunto del dicumarol y la di
gitonina sobre la acumulacion de D-galactosa

por anillos intestinales de hamster.
Tiempo de incubacion, 20 minutos, Concentra-
ciones: digitonina, 10-4M, dicumarol, 1()~4 M,
digitonina 4" dicumarol, 5X10 M para cada

uno de ellos.

efecto producido por estas dos sustancias
a concentraciones de 5 X 10-5 y 10-5M,
es mayor que el producido por cada una
de ellas a la misma concentration y por
separado.

Discusion

La digitonina, cuando esta presente en
el medio de incubacion, inhibe significati-
vamente la acumulacion de D-galactosa
por anillos intestinales de hamster. Esta
inhibition es del 28 % al 73 % a concen
traciones de 10-5 y 10-4M, respectiva-
mente.

El estudio cinetico de esta inhibition
revela que es de tipo no competitivo, ya
que varia la Vmax y Km del proceso.

Cuando se someten anillos intestinales
a una preincubacion en un medio con di
gitonina, el tejido intestinal se hace inca-
paz de realizar normalmente el transporte
activo en una incubacion posterior, obser-
vandose una inhibition respecto de los
controles del 60 % aproximadamente.

En los experimentos para medir el con
sumo de oxigeno, la digitonina provoca
una inhibition del 27 % y 29 % a los
20 y 40 minutos, respectivamente. Como
estas determinaciones fueron hechas en
ausencia de un sustrato exogeno metabo
lizable, estos resultados indican que la di
gitonina penetra en las celulas y altera su
mctabolismo. Esto explicaria el porque
una simple preincubacion con digitonina
afecta la capacidad de acumulacion de
galactosa por el tejido.

Varios trabajos (15, 16) indican que la
digitonina afecta los flujos de sodio y po-
tasio a traves de la membrana de critroci-
tos y los de sodio e hidrogeno a traves de
mucosa gastrica (7). Este efecto podria
deberse al hccho de que la digitonina in
hibe la ATPasa dcpcndicntc de Na+ y K+,
lo que de acucrdo con la tcoria de Crane
(5), podria cxplicar la inhibition provoca-
da por la digitonina. Rummel (15) obser
ve) que una concentration de digitonina
que no tienc action hcmolitica inhibe el 
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transporte de Na+ y K+ en contra de gra-
diente en eritrocitos humanos, necesitan-
do concentraciones 10 6 15 veces mayores
para obtener esta inhibition en eritrocitos
de rata. Por otro lado, Grobecker (16),
encontro que la digitonina inhibe el trans
porte de Na+ y K+ en eritrocitos huma
nos, de rata y de cobaya. Esta inhibition
es paralela a la inhibition de la ATPasa.

Para Simonova (12) la digitonina a ba-
jas concentraciones activa la ATPasa en
membranas de eritrocitos, mientras que
a altas concentraciones provoca una fuer-
te inactivation. Tambien Repke (19), in-
dica que la digitonina aumenta la activi-
dad ATPasica en membranas celulares de
miocardio de cobaya.

En la interpretation de nuestros resul-
tados, aun cuando la digitonina inhiba la
ATPasa de la mucosa intestinal, hay que
tener en cuenta los dates de Robinson
(20), segun los cuales la inhibition del
sistema ATPdsico no lleva consigo la in
hibition del transporte activo de azucares
por la mucosa intestinal.

Se ha visto que la digitonina altera las
mitocondrias (9, 18, 22) provocando tu
mefaction e incluso separation de la
membrana externa, de la membrana inter
na y matriz mitocondrial. Esta action pro
voca la inhibition de cicrtos sistemas en-
zimaticos, como el NADH citocromo-c-
reductasa, succinato oxidasa. succinato ci-
tocromo-c-reductasa y NADH oxidasa en
preparaciones de musculo cardiaco (8. 10).
En el higado de rata (9) se observa que
la digitonina inhibe la aelividad NADH
citocromo-c-reductasa, mientras que se
mantiencn la fosforilacion oxidativa y cl
cambio Pi-ATP.

Estas accioncs sobre el metabolismo
justificarian las inhibicioncs del consume
de oxigeno producidas por esta sustancia
en nucstras condiciones expcrimentales.
Por otra parte, la digitonina es capaz de
rcaccionar con el colesterol, tocoferol, li-
pidos y otras sustancias integrantes de las
membranas celulares (2, 8, 13) formando 

complejos insolubles, lo que explicaria el
porqud una simple preincubacion con esta
sustancia afectan la posterior acumulacion
de galactosa por el epitelio intestinal.

Los resultados obtenidos en los experi-
mentos con digitonina y dicumarol juntos
en el medio de incubation, indican que
hay un efecto sinergico de estas dos sus
tancias sobre el transporte activo. Esta si-
nergia parece que es aditiva de tipo fisio-
logico, actuando las dos sustancias sobre
lugares distintos o favoreciendo alguna de
ellas la absorcion de la otra.

Resumed

Se estudia el efecto de la digitonina sobre
el transporte activo de D-galactosa y consume
de oxigeno por anillos de intestino delgado de
hamster. Los resultados muestran que la digi
tonina inhibe la acumulacion activa de galac
tosa actuando como un inhibidor no competi
tive con una Ki aparente de 6,5X10~JM.
TambiSn inhibe el consumo de oxigeno del te-
jido intestinal en ausencia de sustrato exogeno.

La inhibition en el transporte activo, produ-
;ida por la digitonina, se observe tambien cuan
do el tejido se preincubd con esta sustancia.

Estos efectos podrian deberse a la inhibition
del metabolismo celular produtido por esta sus
tancia o a la union de la digitonina con com-
ponentes de las membranas celulares.

El efecto conjunto de la digitonina y el di
cumarol sobre el transporte activo de galactosa
es mayor que el producido por cada uno de
ellos a la misma concentration.
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