
R. Esp. Fistol.
Tcm. II, núms. 3 y 4, páginas 283 a 384. 1946.

Cátedra de Fisiología de la Facultad de Medicina de Barcelona
(Prof. Juan Jiménez Vargas)

Cátedra de Fisiología Animal de la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Barcelona.

(Prof. Francisco Ponz)

Nueva técnica para el estudio de la ab­
sorción intestinal y datos para la mejor
interpretación del mecanismo de la ab­
sorción selectiva de glúcidos en relación
con la fosfatasa de la secreción intestinal.

por A. SOLS y F. PONZ

(Recibido para publicar el 31 de Agosto de 1946)

SUMARIO
Págs.

Introducción ............................................................................ 284
METODOS

Determinación de fosfatasa .......................................... -... 289
Determinación de fósforo..................................................... 295
Extracción de fosfatasas de intestino............................... 297
Determinación de azúcares ................................................ 297
Experiencias de absorción ................................................ 300

PARTE I
Nueva técnica para el estudio de la absorción intestinal ... 302
Aplicación de la técnica a perros.......................................... 305
Aplicación de la técnica a ratas.......................................... 311
Determinación de azúcares................................................ 314
Comprobación .......................................................... ............ 317

PARTE II
Datos para la mejor interpretación del mecanismo de la se­

lectividad .................................................................. ‘ 324
1. Secreción de fosfatasa durante la absorción de azúca­

res selectivos y no selectivos ..................................... 324
2.. La absorción de glucosa «en circulación por asa

abierta» ........................................................................ 329



284 A. SOLS Y F. PONZ

3. Acción de los inhibidores de las fosfatasas sobre la
absorción selectiva ....................................................... 335

4. Aceleración de la absorción selectiva por la adición
de fosfatasas ................................................................... 338

5. Sobre el pH óptimo para la absorción de azúcares
selectivos .................................................  ..................... 345

6. Participación del fósforo segregado en la absorción
selectiva ......................................................................... 349

7. Sobre la naturaleza del fósforo de la secreción intes­
tinal ......................................... ..................................... 356

8. Síntesis de ásteres hexosafosfóricos por fosfatasa de
secreción intestinal ............................. .>........................ 358

DISCUSION ...........................................  .......................... 362
RESUMEN ......................................................................... 372
BIBLIOGRAFIA ............................................................. 376

INTRODUCCION
La absorción selectiva de glúcidos por el intestino ha sido

tan firmemente establecida que no deja lugar a la menor duda.
El hecho consiste en que algunos de ellos son absorbidos pre­
ferentemente a otros, sin que se pueda explicar este distinto
comportamiento por sim'ples factores físicoquímicos. Así, de
dos hexosas, glucosa y levulosa, la primera es absorbida a
mayor velocidad que la segunda. Más aún, las hexosas, de
mayor molécula que las pentosas, son absorbidas considera­
blemente más de prisa que éstas. La manifestación absoluta
de selectividad está en que la absorción de estos azúcares
tiene lugar a velocidad constante (para cada uno) con práctica
independencia de la concentración en luz intestinal, y por
consiguiente con independencia de las diferencias de concen­
tración a ambos lados del epitelio intestinal (Cori y
Goltz, 32).

Por lo demás, la absorción selectiva no es exclusiva de de­
terminados azúcares, al menos en algunos aspectos. Así, los
aminoácidos (o al menos algunos de ellos) se absorben a velo­
cidad constante con independencia de la concentración (Cori,
29). Y también para las grasas existen ciertas selectividades
de absorción.

El conocimiento de este hecho fisiológico data de comienzos de
siglo (Hédon en 1900 (61) y Nagano en 1902 (no)). Ya a fines del
pasado se acercaron algunos, atisbando parcialmente el hecho, sin­
gularmente Hóber, en 1899 (63).-Pero es sobre todo a partir de los
trabajos de Cori (1925 y siguientes), de la escuela de Verzár, de
Westexbrink, etc., cuando se ha llegado a un conocimiento amplio
ue las características de la absorción selectiva.
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La selectividad tiene distintos grados. Hay una serie de transi­

ciones entre las hexosas más absorbibles (galactosa y glucosa) y la
pentosa menos absorbible (1-arabinosa). Los escalones fundamenta­
les del conocimiento de esta gradación son :

Cualitativos :
Hédon (1900) : glucosa > galactosa > arabinosa
Nagano (1902) : galactosa > glucosa > levulosa > mañosa

xilosa > arabinosa
Cuantitativos : Dando a la glucosa el valor de 100 y expresan­

do los demás en % con respecto a la glucosa.
Cori (1925) (28): galactosa no

glucosa 100
levulosa 43 
mañosa 19
xilosa 15
arabinosa ,9

Wildbrant y Laszt (1933) (151) : galactosa 115
glucosa 100
levulosa 44
mañosa 33
xilosa 30
arabinosa 29

Resalta que la levulosa ocupa un lugar intermedio entre los ex­
tremos de mucha y escasa absorción. Coincide con ello el comporta­
miento en función de la concentración, encontrado por Verzar (133) :
glucosa y galactosa se absorben a velocidad constante, mañosa y
pentosa en función de la concentración en luz intestinal ; la levulosa
se absorbe o no con independencia de la concentración según la
magnitud de ésta.

Por otra parte resalta que no hay identidad -de resultados
para los distintos autores que han estudiado el problema (esto
aun limitándonos a citar los más representativos). Estas diver­
gencias pueden obedecer a tres factores: diferencias de es­
tructura molecular en los azúcares, d'ferencias técnicas,
diferencias de especie animal y dé tramo intestinal en que
estudia.

En cuanto a diferencias en.la constitución de los azúcares se ha
encontrado que la d (+) xilosa se absorbe más de prisa que la 1 (—)
xilosa (Westenbrik, 147). Davidson y Garry (40) han presentado
después un estudio más completo del comportamiento de distintas
pentosas:

absorción (relativa)
d ( 4-) xilosa .... • • •
1 (—) xilosa . . . . . . . 10,1
d (—) arabinosa . . • • . 9,5
1 ( + ) arabinosa . . . ... 8,6
d (—) ribosa .... . . . 10,7
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Las diferencias de técnica, esenciales o secundarias, pue­
den ¡influir considerablemente. Ante todo, como invocan Wil-
brandt y Laszt (151), cuando se comparan los dos métodos
fundamentalmente usados, Cori, y asa aislada, por participa­
ción en el primero de influjos sobre la motilidad del tracto
gastrointestinal, con aceleración o retardo del transporte de
las substancias a absorber. Además, como, indicó Westen-
brink (144) por diferencias en el régimen alimenticio previo
del animal y tiempo de ayuno preparatorio. Y aun diferencias
de ejecución dentro de un mismo método, en cuanto a dura­
ción de la experiencia, anestésico, etc. Este último factor puede
ser muy importante, por ejemplo el amital inhibe casi total­
mente la absorción de glucosa en el perro (Olmsted y Gira-
GOSSINTZ, 114).

Y por último, decíamos, diferencias de especie animal. Desde
luego la absorción selectiva es un hecho ampliamente establecido en
fisiología comparada. Se ha demostrado en mamíferos : conejo (Hé-
don), perro (Magano), gato (Hewitt, 62), rata (Cori, 28), cobayo'
(Fornaroli y Fabietti, 52). Para el hombre se demostró por Mac
Cance y Madders, 104). En aves (Wíestenbrink, 147) y animales
de sangre fría ( TFestenbrink y Gratama, 149).

Pero distan mucho de ser constantes las proporciones de selecti­
vidad en distintos animales. Por ejemplo, Westenbrink (147) da los-
siguientes valores para rata y paloma :

rata paloma
d — galactosa 108 ”5
d — glucosa 100 ' TOO
d — levulosa 42 55
d — mañosa 15 33
1 — xilosa 13 33
1 — arabinosa 2 16

Aunque el investigador es el mismo, los métodos fueron distintos.
Por ello tiene más fuerza la diferencia encontrada, en igualdad de
condiciones técnicas, por López Navarro (95) entre rata y cobayo :
en la rata obtiene una relación glucosa/xilosa del orden de 100/25,.
y en el cobayo de 100/66.

LTn factor importante de selectividad es el tramo intestinal que
se considere. En general, la absorción selectiva.se refiere al delga­
do. En el grueso no la hay apreciable. Pero dentro del delgado se
encuentran diferencias más o menos acusadas entre partes proxima-
les y distales, entre yeyuno e íleon. Singularmente en el gato se ha
encontrado una desaparición casi total de la absorción selectiva ere
el íleon (Davidson y Garry (39). En contraste con el intestino, Cori
y Goltz (3J) encontraron que desde la cavidad peritoneal se absor­
ben Jo mismo pentosas y hexosas.

En el intestino muerto aumenta la difusión, pero desaparece la 
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absorción selectiva: la xilosa se absorbe algo más de prisa que la
glucosa. También desaparece en el intestino vivo manteniendo a tem­
peratura baja, inferior a 20° (Auchinaciiie, McLeod y Magee (7)).

La interpretación del mecanismo de la absorción selectiva dista
aún bastante de estar resuelta. Ya Hóber invocaba una actividad
vital de las células del epitelio intestinal que transformaba el azú­
car... Verzár (132) sostenía en principio que esta tranformación con­
sistía en la síntesis de glucógeno y que la absorción selectiva depen­
día de ella y no de 'un proceso de absorción particularmente activo.

Son Wilbrandt y Laszt (15 i) y Lundsgaard (96) quie­
nes partiendo de distintos fundamentos llegaron simultánea­
mente (1933) a la hipótesis de que la transformación del azúcar
en la mucosa intestinal que condicionaba su absorción selecti­
va era un proceso de fosforilización.* Verzár (124), se adhirió
a esta hipótesis. Muchos trabajos posteriores hablan en favor
de ellla; otros en contra. Cori no la admitía todavía en el
año 1941 (31). El propio Lundsgaard decía en 1939 (98) que
la teoría de la fosforilización para explicar la absorción selecti­
va «debe considerarse como pura hipótesis de trabajo». Y en
opinión ajena, Danielli (41) dice recientemente refiriéndose a
ella «Esta teoría requerirá, desde luego, un examen experi­
mental mucho mayor antes de que pueda ser considerada como
correcta».

Ha habido muchas más teorías, pero la que goza con mu­
cho de mayor predicamento, pese a las impugnaciones mencio­
nadas, es la de la fosforilización, según la definición de Wil-
brandt y Laszt : «Las hexosas son fosforilizadas en la pa­
red intestinal, las pentosas no. Por la fosforilización aumenta
la caída de difusión de la bexosa libre, con lo que la absor­
ción se acelera».

Los hechos experimentales o de observación en que se apoya la
teoría de la fosforilización han sido: 1) para Wilbrandt y Laszt,
la inhibición de la absorción selectiva por el ácido monoyodoacético,
inhibidor de la fosforilización en los tejidos.

2) Para Lundsgard el testimonio de Kay (70) de ser el intestino
el tejido más rico en fosfatasa (entonces no se conocía la fosfatasa
ácida de la próstata), seguido de cerca por el riñón, el otro órgano
en que se da una absorción — reabsorción — selectiva de azúcares,
junto con la inhibición por la florric'na, inhibidor clásico también de
las fosforilizaciones.

3) El antiguo hallazgo de Magee y Reíd (i00) de la aceleración
de la absorción de azúcares selectivos por la presencia de fosfatos,
hecho que aun rebatido experimentalmente por Laszt en cuanto a
especificidad (87), ha venido a ponerse de nuevo en primer plano por
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■el estudio del comportamiento del fósforo segregado por el propio in­
testino, iniciado recientemente por el mismo Laszt (89).

4) Por otra parte, la demostración «in vi tro» de la esterificación
de la glucosa con el ácido fosfórico por extractos de mucosa intesti­
nal, ya mencionada por Kay en 1928 (70) y estudiada por Wilbrandt
y Laszt en 1933 (151). .

5) El aumento de fósforo orgánico en la mucosa intestinal durante
la absorción de hexosas (Laszt y Süllmann, 91) vino también a apo­
yar esta hipótesis.

En contran hablan una serie de observaciones. Singularmente re­
salta el estudio estadístico realizado por Wíestenbrink (146) en
ratas del que deduce no existir relación entre contenido de la pared
intestinal en fosfatasas y cuantía de absorción de azúcares selectivos.

La fosforilización de -los azúcares está condicionada evi­
dentemente a la presencia de fosfatasas. Pefo fosfatasas no
•Sólo hay en las células de la mucosa, sino también en la luz
intestinal. Ninguno de ios que hasta ahora han estudiado la
absorción selectiva ha atendido a esta existencia de fosfatasas
•en la luz’.

Bajo nuestra dirección, López Navarro (95) ha realizado
un detenido estudio sobre la secreción intestinal de fosfatasas,
que debe tener un indudable interés fisiológico. Nos propusi­
mos investigar en el presente trabajo el posible influjo de la
fosfatasa segregada, en la absorción selectiva. Esto exigía al­
gunas experiencias imposibles de abordar por las técnicas de
absorción conocidas y que han podido en cambio llevarse a
•cabo mediante un procedimiento original, el que, por otra par­
te, se presta a multitud de aplicaciones en las investigaciones
de absorción de toda clase de substancias hidrosolubles. au­
mentando considerablemente las posibilidades de trabajo.

METODOS

Los métodos utilizados son tanto bioquímicos (determina­
ción de fosfatasas, de azúcares, de fósforo, extracción de fos­
fatasas,' esterificación de azúcares) como de experimentación
animal para el estudo de la absorción «in situ». Algunos de
ellos son conupíletam’ente originales y en los demás hemos
introducido modificaciones que nos aconsejaba la práctica.
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DETERMINACION DE FOSFATASAS

En el orden técnico, la primera dificultiad radica en el difícil
manejo de las técnicas de determinación de fosfatasas cuando
se las quiere utilizar fgera de los caminos trillados para que
fueron propuestas.

Así si Jiménez Díaz y colaboradores (67) decían a propósi­
to de la determinación de fosfatasa (alcalina) del suero que
«siendo una técnia cuidadosa y larga [emplean la de Kay] es
lento el acopio de experiencia» y Ammon y Chytrek (5) algo
más en general, que «desgraciadamente la determinación de
fosfatasas no es suficientemente sencilla para: un laboratorio
clínico, de modo que la valoración de las determinaciones de
fosfatasa no es universalmente realizable». Kay (70), abor­
dando el problema de la determinación de fosfatasas de teji­
dos, enumeraba una serie de dificultades concretas concluyen­
do que «es imposible evitar todas estas posibles fuentes de
•error».

Así nos ocurrió que comenzamos intentando aplicar el mé­
todo de Bodansky (15,16 y 19) que ya desde tiempo antes ve­
níamos utilizando para fosfatasa sérica.

Advirtiendo o sospechando una serie de causas de error
procedimos a interrumpir el camino conducente a investigar la
mlisión de la fosfatasa.en el mecanismo de la absorción selecti­
va, para dedicarnos a resolver 'los distintos problemas que pre­
sentaba el manejo de las fosfatasas en las múltiples condiciones
proyectadas. InicialVnente adoptamos la técnica de uno de
nosotros, que va dió buenos ‘resultados en manos de López
Navarro (1. c.) en su estudio cuantitativo y cualitativo sobre
las fosfatasasa de la secreción intestinal. Posteriormente hemos
introducido modificaciones hasta llegar a la técnica que en
nuestros protocolos calificamos de «decimal» y de la que
expondremos el plan general y todas las variantes utilizadas
en los trabajos objeto de la presente memoria.

Hemos conservado la expresión de valores fosfatásicos por
la clásica unidad de Bodansky por parecemos lógica y ser ya
universalmente conocida. En realidad su base fundamental
fué ya propuesta por Levene y Dillon (93) y consiste en refe­
rir la unidad de. la fosfatasa a la cantidad de la misma que
libera en 1 hora 1 mg. de fósforo de un substrato de gficerofos-
fato sódico.

«9
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Como substrato utilizamos /3-glicerofosfato sódico, cristali­
zado, o algunos glicerofosfatos anhidros comprobados equiva­
lentes al beta en hidrólisis comparadas a la misma, mola-
ridad de 1/50. Como tampón, el acetato veronal de Michae-
lis (107) que permite toda la gama de ,pH desde el óptimo de
las fosfatasas alcalinas hasta por debajo del de las más ácidas
conocidas. Dada la propia capacidad tampón del glicerofosfa-
to hemos modificado la preparación de la serie de Michaelis
para que no resulte un desplazamiento del pH deseado. Tiem­
po de hidrólisis, una hora. Temperatura, 37o.

La disposición de reactivos se ha planeado según una con­
cepción decimal que facilita cálculos y utilización de múltiplos o
submúltiplos. Como tipo, el volumen de mezcla hidrolizante as­
ciende a 10 c. c. Para todos los reactivos sirve la fórmula :

C =C Vf I —10

Se reserva un volumen para la eventual adición de activado­
res e inhibidores, u otras substancias cuyo efecto se quiere es­
tudiar : en defecto de ellos se completa con agua.

La hidrólisis se interrumpe por adición de ácido a concen­
tración suficiente para desplazar el pH a tal extremo que sus­
penda totalmente la misma.

Esto tiene lugar según los casos en dos formas distintas, en
la técnica ordinaria por el tricloroacético destinado a desalbu-
minizar, en la simplificada, para líquidos tan pobres en proteí­
nas que hacen superfina aquélla, por la adición directa del re­
activo de ácido molíbd'ico destinado ya a la valoración del fós­
foro inorgánico. Más adelante demostraremos la licitud de este
proceder. La reducción del complejo fosfomolíbdico la reali­
zamos de preferencia con el 2-4-clorhidrato.de diamidofenol
(Amidol) propuesto por Müller (109). - .

Para desarrollo del color dejamos transcurrir un cuarto de
hora, de preferencia en el baño a 37o. No hay inconveniente en
que transcurra más tiempo, incluso'horas y aun días, el color si­
gue aumentando muy lentamente en intensidad después de los
primeros 15 minutos, pero el resultado es siempre el mlismo
dado nuestro método colorimétrico; prácticamente, el aumento
de color puede considerarse como ((aumento de impurezas»,
automáticamente compensadas.

Para la colorimetría empleamos el sistema para corrección 

clorhidrato.de
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automática de aparentes desviaciones a la ley de Beer, me­
diante el uso de dos soluciones standard, según uno de nos­
otros (122). El glicerofosfato utilizado como substrato para las
fosfatasas ejerce una. acción ¡inhibidora sobre el desarrollo del
<azul de molibdeno de los métodos usuales en la determinación
del fósforo. ¡Este factor, sumado a la ya delicada- especificidad
de la reacción y a la interferencia del tricloroacético utilizado
para desalbuminizar, complica extraordinariamente el proble­
ma. Ya Bodansky (15) dedicó un valioso trabajo sólo a la solu­
ción de este problema. Su insuficiencia se deduce de las si­
guientes experiencias realizadas por nosotros.:

Por una parte, a los factores mencionados hay que agregar
la casi inevitable presencia de impurezas. Con ausencia de gli­
cerofosfato, en pura determinación de fósforo, es ya dificilísi­
mo suprimirlas por completo. Para lograrlo tuvo que purificar
Norberg (i 13) reactivos pro analysi. Pero el glicerofosfato re­
presenta un grave peligro de introducción de impureza, dé fós­
foro inorgánico, ya inicial o al menos por hidrólisis espontánea
de la solución conservada. A esta ¡impureza no atendía Bo­
dansky en sus tablas para el cálculo de fosfatasas. Que la
hidrólisis espontánea puede influir en los resultados ha sido
señalado por varios. Pero no así a la impureza inicial del pro­
ducto, que puede ser considerable. A continuación damos re­
unidos los resultados de comparar entre sí standards de fósforo
adicionados de cuatro glicerofosfatos distintos a la concentra­
ción constante de M/50 y disueltos inmediatamente antes de
uso :

Lecturas color ¡métricas
Standards 6 mg. %

Merck, . cristalizado.................................20
McKesson............................................... 20,2

Boheber.................................................... 19
Sociedad Anónima Farmacéutici, Italia. 12,2

A concentraciones elevadas de fósforo, el azul de molibde­
no no sigue la ley de Beer, debiéndose diluir, según Bodans­
ky, el filtrado desalbuminizado sobrante. Con esto se introduce
un error, yá que dejan de ser constantes las concentraciones de
las substancias interferentes. Para evitar tales errores, hemos
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seguido la técnica de mezclas diluidoras expuesto en otro tra­
bajo (123).

La supresión de ladesalbuminización ha venido a simplificar
extraordinariamente la determinación en serie de fosfatasas de
líquidos o extractos de órganos cuya desproporción entre con­
tenido de fosfatasas y otras proteínas hace que a la dilución de
los mismos a que se efectúa la determinación de fosfatasas, sea
insignificante la presencia de proteínas en cuanto a perturba­
ción de la determinación colorimétrica del fósforo. La siguien­
te experiencia demuestra la licitud de su empleo.

Fosfatasa : autolizado intestino rata al 1/00 x 1/3.
Medias de determinaciones duplicadas.
Técnica ordinaria: 19,1 UB % (=‘57,3 UB/gr.)
Técnica simplificada : 19,0 UB % (= 57,0 UB/gr.).
La elección de esta técnica simplificada es consecuencia de

un tanteo previo en la siguiente forma : 1 c. c. problema + 9
centímetros cúbicos de agua 4- 2 c. c. de tricloroacético al 30 % ;
mezclar. Si pasan un par de minutos sin enturbiamiento no­
torio, puede utilizarse la simplificación.

Reactivos

1.—/3-glicerofosfato sódico M/10 : 3,06 gr. % de sal cris-:
talizada, ó 2,16 % de sal anhidra.

2. — Solución tampón madre’acetato-veronal M/7 de Mi-
chaelis:

9,714 gr. de acetato sódico (cristalizado con tres moléculas
de agua), más 14,714 gr. de veronal sódico ; disolver en agua
y completar hasta el volumen de 500 c. c.

'Lampones para uso :

pH. Sol. madre. C1H N/io. acético N. agua
9*4 20 c. c. — — h. 100 c.
9 » 1,6 c. c. — ' »
8 » 10,4 — »
7 » 24,0 1,0 c. c.. »
6 » 28,4 2,6 »
5 » 35-° 4-4 »
4-5 » 42,0 6,6 »
4 »> 5°-0 17,0 >:
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3. — Acido tricloroacético al 30 %.
4. — Reactivo molíbdico: Molibdato amónico al 2,5 % en

sulfúrico aproximadamente 3N. 25 gr. de molibdato amónico
se pulverizan en mortero y se suspenden en unos 200 c. c. de
agua ; esta suspensión se añade a 300 c. c. de ácido sulfúrico
aproximadamente 10 N colocados en un matraz aforado a
1.000 c. c., completando este volumen con agua.

5. — Reductor : 2-4 clorhidrato de diamidofenol (Amidol)
al 0,5 % en sulfito sódico al 5 %. Es inestable. Debe conservar­
se en frasco obscuro y al resguardo del aire (de preferencia
bajo una capa de aceite de parafina). Aun así se' altera en pocos
días (una o dos semanas a lo sumo). Se manifiesta la alteración
por el desarrollo de una coloración parduzca marcada; Sólo
debe utilizarse el reactivo incoloro o débilmente coloreado. Un
grado discreto de alteración no introduce ningún error, dado
nuestro sistema colorimétrico.

6. — Standards de fósforo.
a) Sol. madre de fósforo al 1 °!00. Unos 5 gr. de fosfato

monopotásico (PQ.jH2K) para análisis, pulverizado en morte­
ro, se desecan sobre sulfúrico. Se pesan exactamente 4.393 gr.
y se disuelven en agua en un matraz aforado de litro ; se aña­
den unos 8 c. c. de ácido sulfúrico diluido al medio y se com­
pleta con agua hasta los 1.000 c. c. Se conserva indefinida­
mente.

b) Soluciones standards para uso: la sol. madre descrita
se diluye al 1/20 y 1/10 dando soluciones que contienen res­
pectivamente 5 y 10 mgr. % de P. Ambas se conservan bastan­
te tiempo por adición de unas gotas de toluol. Nosotros las re­
novamos cada 1-2 meses. La solución de 5 mg. % se utiliza
como standard habitual y la de 10 mg. % como elemento de
comparación, base del sistema de cálculo colorimétrico..
Técnica

En doble número de tubos que problemas (y mejor triple,
para duplicar las fosfatasas), más dos tubos para los standards,
se ponen 2 c. c. de glicerofosfato M/10 (reactivo 1), 5 c. c. del
tampón correspondiente (habitualmente, para fosfatasas in­
testinales, e!l de pll 9,4) y 2 c. c. de agua (o sol, de activador
o inhibidor) (1). Se llevan al baño a 37o, uno (o dos) tubos por

(j) Si se. trabaja en serie y no se precisa utilizar ningún activador ni inhibidor es más
práctico diluir al 1/2 el glicerofo'fato (M/20) y poner 4 c.c. de la dilución. 
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problema. Entre tanto se calientan, se ponen a los reservados
para standards i c. c. de las soluciones de P de 5 y 10 mg. %.
respectivamente.

Después de calentados los tubos llevados al baño (unos 5')
se pone en cada uno (o en cada dos) 1 c. c. del problema co­
rrespondiente, mezclando y anotando la hora exactamente.
Trabajando en serie ponemos en marcha un reloj avisador des­
pués de preparado el primer tubo y cuidamos de preparar los
demás con intervalos regulares (15 ó 30”) ; con el mismo ritmo,
pasados los 60’ del primer tubo, se añaden los 2 c. c. de! tri-
cloroacético o molíbdico.

:En el tubo problema que no se llevó al baño se ponen 2 cen­
tímetros cúbicos de tricloracético o molíbdico antes que el pro­
blema. Así, no pudiendo desarrollar su acción la fosfatasa,
servirá para determinación de fósforo inorgánico.

:En la técnica ordinaria, pasados 10’ desde la adición del tri-
c'.oroacético se filtran los problemas y se trasladan a otros tu­
bos 5 c. c. de cada uno. Se añade a los standards 2 c. c. de
tricloroacético y 2,4. c. c. de molíbdico y a los problemas 1 c. c.
y a todos en serie, reductor : 2,4 c. c. a los standards y 1 c. c. a
los problemas.

En la técnica simplificada, después de añadidos los 2 c. c.
de molíbdico a los tubos de fosfatasa y standards (los tubos de
fósforo ya lo llevaban), se añade directamente 2 c. c. de re­
ductor a cada tubo.

Después de un cuarto de hora de la adición del reductor se
llevan al colorímetro, comparando con el standard 5, de prefe­
rencia a 20 mm. — si se usa colorímetro tipo Duboscq — el
standard 10 v todos los problemas. En las estaciones frías del
año conviene mantener Jos tubos en el baño durante este cuarto
de hora para facilitar el desarrollo del color.

Si a!¡gún problema da lectura inferior a 5 mm. (con stan­
dard a 20) se procede a preparar una «mezcla diluidora final»
(MDF) de composición análoga a los standards, pero con agua
en lugar de solución de fósforo y se diluye i c. c. del mismo
con 5 de la MDF, comparando con el standard 5 después de
cinco minutos.

Los resultados se calculan mediante las fórmulas :
I = C» (2 L2« — Lr)

L. — L?>
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(C. + I) Ls
y —------------ — I = mg. de P %

Lp

o más sencillamente mediante las tablas colorimétricas (122).
El valor de actividad fosfatásica en unidades Bodansky es

igual a las diferencias entre el fósforo inorgánico total y el
inicial (tubos de fosfatasa y fósforo respectivamente).

Observaciones

i.a Cuando se disponga de escasa cantidad de un líquido
puede reducirse su consumo a la mitad, haciéndolo también con
los demás reactivos.

2.a Como decíamos, es aconsejable efectuar determinacio­
nes duplicadas de fosfatasas. Es superfino hacerlo del fósforo
euando el objeto es sólo la fosfatasa. Con todo el método ofrece
escaso riesgo de errores accidentales de consideración, particu­
larmente en la técnica simplificada.

3.a En la técnica ordinaria, si se trabaja en serie, puede re­
sultar más cómodo y rápido el agregar de una vez molíbdicq y
reductor (4, 8 c. c. ó 2 c. c. de su mezcla, preparada para uso
Inmediato). Experimentalmente hemos comprobado la identi­
dad de resultados.

Determinación de fósforo inorgánico de contenido de asas

Diada la pequenez de su cantidad procedíamos 'inicialmente
a diluir el contenido de cada asa sólo a 10 c. c. Pero como esto
presentaba inconvenientes por probable insuficiencia de lavado
y requería diluciones posteriores para determinación de fosfa­
tasas y, por otra parte; ni aun así la concentración de fósforo
era suficiente para practicar una determinación correcta con la
técnica expuesta de fosfatasas y fósforo, ni siquiera haciendo
determinaciones aparte con supresión del glicerofosfato innece­
sario, procedimos a planear una técnica que se adaptara bien
•a las circunstancias ddl caso.

Llegamos a ella sobre las dos bases fundamentales siguien-
tes: aumentar al máximo la proporción de líquido problema
•que entrase por determinación, y aumentar también al máximo
el color desarrollado a igualdad de fósforo.
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Lo primero se consiguió procediendo en la forma que expo­
nemos a continuación ; lo segundo utilizando para la reducción
del complejo fosfomolíbdico cloruro estannoso, que dando unas
cuatro veces más color que los reductores fotográficos, apenas­
es menos seguro, desde la introducción de la colorimetría de
dos standards.

Reactivos :
1.—Acido tricloroacético al 30 %.
2. — Reactivo molíbdico : el mismo utilizado en la técnica

de fosfatasas.
3. — Cloruro estannoso al 1 %0 recientemente preparado a

partir de una solución al 60 % en ácido clorhídrico, conservada
en frasco de tapón esmerilado, de buen cierre y en Ja nevera.
Para preparar la dilución se colocan 60 c. c. de agua en un ma­
traz y se añade 0,1 c. c. de la sol. madre, mezclando bien.

Con nuestro método no es necesario un ajuste exacto de la
concentración final del cloruro estanoso, sobre lo que tanto se-
ha insistido desde el trabajo de Kuttner y Cohén (81), sino-
que se puede efectuar la dilución sencillamente con una pipeta
que dé aproximadamente XXX gotas por c. c., desde la que se-
dejan caer III gotas sobre los 60 c. c. de agua.

4. — Standards dé fósforo de 0,2 y 0,4 mg. %, preparados a
partir de la sol. standard de 5 mg. %, utilizada en la técnica de-
fosfatasas (diluida al 1/25 y 2/25 respectivarrfente) y conservadas-
por adición de III o IV gotas de toluol. .

Técnica
A 5 c. c. del contenido de asa diluida se agrega 1 c. c. de­

ácido tricloroacético al 30 %. Después de 10' -se se filtra (1) por
papal lavado a los ácidos, trasladando a otro tubo 3 c. c. del
filtrado.

Se preparan los standards con 5 c. c. de cada sol. de fósforo-
y 1 c. c. de tricloroacético.

Se añade el reactivo molíbdico a razón de 0,6 c. c. a los pro­
blemas y t,2 C. c. a los standards y cloruro estannoso diluido en
las mismas proporciones, pero cuidando de agitar eil tubo du­
rante la adición e inmediatamente después para que la mezcla
sea rápida.

(1) Aunque el mismo líquido se utiliza para fo-íatasas sin separación de las proteínas,.
aquí hay que hacerlo por entrar en proporción 10 veces mayor.
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Después de unos cinco minutos se efectúa la colorimetría
y cálculo en la forma descrita. Dividiendo por 100 volumen a
que se llevó el contenido del asa, se obtiene el resultado en mg.
de P por asa, y como es inferior a i mg. lo multiplicaremos por
1.000, para expresarlo en gammas.

Extracción de fosfatasas de intestino

Para su adición a soluciones de glucosa a absorber necesi­
tábamos fosfatasas intestinales. Hernos seguido la pauta de Kay
autolizando una porción de intestino triturado con arena con
diferentes volúmenes de agua clorofórmica según él objeto per-
seguido: Para determinar el contenido de fosfatasas, autoliza-
dos al 1 % (con 100 veces su peso de agua clorofórmica); para
obtener extractos de gran riqueza en fosfatasa al 1/3 (con 3 ve­
ces su peso). En ambos casos, se dejaban hasta el día siguiente
(22 + 2 horas), a’la temperatura ambiente, filtrando-por algo­
dón y guardando los filtrados en la nevera hasta el momento de
su utilización. Para determinar fosfatasas diluíamos el filtrado
correspondiente al 1 % al 1/3, con lio que la detrminación se
efectúa en óptimas condiciones. Los extractos concentrados se
diluían al 1/50 cuando se quería conocer su contenido de fosfa­
taba (la extracción es menos eficaz si se efectúa con volúmenes
pequeños de líquido). Al i % y filtrando por algodón se deter­
mina, como ya indicó Kay y hemos comprobado nosotros, la
casi totalidad de fosfatasa contenida en el intestino. El que
quede una pequeña porción no solubilizada carece de importan­
cia, dado que se trabaja siempre en lias mismas condiciones.

Determinación de azúcares

Inicialmente utilizábamos el método de Hagedorn-Jensen.
Pensando que era improcedente utilizar un micrométodo, dada
la cantidad de líquido de que disponíamos, quisimos sustituirlo
por el de Issekutz-Both (64). Pero ante las dificultades que su­
ponía el cambio de desalbuminización, efectuamos una serie de
tanteos hasta llegar a un método que a la vez era simplificación
de la técnica de Hagedorn-Jensen y reducción de proporciones
de los reactivos de Issekutz-Both. En efecto, si da primera pe­
caba — en nuestro caso — por bajo, 'la otra requería tal canti­
dad (10 c. c. para determinación duplicada) que dificultaba la 
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realización de otras experiencias. Es verdad que hay modifica­
ciones de la técnica de Hagedorn más sencillas que la de Isse-
KUTZ (Hanes, -59 ; Zeller, 154), pero la técnica planeada por
nosotros presenta algunas ventajas sobre ellas por su sencillez.
El error introducido por las proteínas se reduce tanto por el
hecho de precipitarlas, que, sin ser separadas del líquido puede
llegar a ser inapreciable en líquidos muy pobres en proteínas
como lo muestran las siguientes experencias :

El contenido de un asa de intestino de rata de unos 20 cm.,
a los 30' de introducir en ella, previo lavado, 1,5 c. c. de solución
isotónica de glucosa (5,4 %), se arrastró con suero fisiológico,
diluyendo hasta 25 c. c., se filtró y se determinó el azúcar res­
tante por el método de Hagedorn con y sin filtrar después de
la precipitación de las proteínas, y con omisión de ésta (1). Las
•medias de los resultados duplicados fueron :

Hagedorn
» sin filtrar . .
» sin precipitación

130 mg. %
129 » »
183 » »

En consecuencia de lo expuesto llegamos a sistematizar la
técnica siguiente :

Reactivos:
1. — Solución de sulfato de cinc al 0,45 %. Como se conserva

pocos días, se renueva semanalmente a partir de una solución al
.45 % de SO4Zn 7H2O.

2. — Solución N/iodé sosa.
3. — Solución N/20 de ferricianuro potásico : 16,5 gr. de fe-

rricianuro potás'ico para análisis y 70 gr. de carbonato sódico se
disuelven en agua hasta 1.000 c. c. Se conserva en frasco de
•color.

4. — Sol. de yoduro potásico-sulfato de cinc : 5 gr. de yo­
duro potásico, 10 gr. de sulfato de cinc y 50 gr. de cloruro só­
dico se disuelven en 200 c. c. de agua. Se conserva en frasco de
color.

5. — Acido acético al 9 %.
6. — Almüdón al 1 %, 1 gr. de almidón soluble se mezcla con

unos pocos c. c. de solución saturada de cloruro sódico, se

(1) No ebullición.
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•calienta hasta punto de ebullición y se completa el volumen
de 100 c. c.

7. — Solución N/20 de tiosulfato sódico : 13 gr. de tiosulfato
se disuelven en i litro de agua saturada de alcohol -caprílico
(1 %o) o con 2-3 °/00 de alcohol amílico. El alcohol aumenta la
estabilidad del reactivo y hace que dé gotas más pequeñas.

¡En estas condiciones de concentración y conservación, el
tiosulfato es prácticamente estab'e, sobre todo después de unos
días de preparado.

8. — Solución N/20 de yodato potásico: 1,783 grs. de yo-
dato potásico deshidratado se disuelven en agua hasta volu­
men de 1.000 c. c.
Técnica

:En tubos de Hagedorn (de unos 30 x 100 mm.) en número
doble que problemas más uno para testigo se ponen 5 c. c. de
la solución 1 y 1 c. c. de sol. 2. Se añade el líquido problema
en cantidad tipo de 1 c. c. (puede ser 0,5 a 2 c. c., sin inconve­
niente), exactamente medido, y se llevan al baño hirviendo
donde se mantienen unos tres minutos.

A continuación se añaden a cada tubo 2 c. c., exactamente
medidos, de Ala solución 3 (ferricianuro) y se tienen en el
baño hirviendo por espacio de 20 minutos. Pasado este tiempo
se sacan del baño y se dejan enfriar (o se acelera el enfria­
miento sumergiéndolos en agua fría).

Una vez enfriados se titulan uno por uno. Para ello se
añade a cada uno 2 c. c. de ía solución 4 (yoduro), 2 c. c. de
la 5 (ácido acético) y III gotas de la. solución de almidón, y
se añade tiosulfato desde micfobureta de 2 c. c. graduada en
centésimas hasta desaparición del color azul.

Los volúmenes consumidos se multiplican por el factor de!
tiosulfato, si ha lugar,. Dada la buena conservación a que alu­
díamos, se puede diluir la solución (que habrá resultado algo
fuerte), después de algunos días de preparada, de tal forma
que quede exactamente a la normalidad deseada, con lo que
•no quedará más que comprobar de tiempo en tiempo que el
tiosulfato conserva su título de 1. Las diferencias entre los
volúmenes de tiosulfato correspondiente a testigo y problemas
multiplicados por 1,5 dan los valores de glucosa en tanto por
mil, de líquido de partida supuesta la utilización de un c. c. de
•éste (y multiplicados por 3 ó 0,75 si dichos volúmenes fueron 
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respectivamente 0,5 ó 2 c. c.). A este coeficiente llegamos des­
pués de obtener una curva de calibración con soluciones de
glucosa de concentraciones conocidas, preparadas a .partir
de glucosa Merck, desecada al vacío sobre sulfúrico y utilizan­
do balanza analítica y matraces contrastados. La curva expe­
rimental resulta diferir tan poco de una recta que optamos para
simplificar por la utilización de un coeficiente medio de 1,5,
que entre concentraciones de o, i 33 gr. %, puede dar un error
máximo no superior al 4 %, exactitud suficiente para nuestro
objeto, dado además que comparamos valores próximos entre
sí, con lo que los errores son mucho menores del máximo in­
dicado.

En la práctica, con la técnica clásica de asas aisladas que
describiremos después, cuyo contenido se diluía a 25 c. c., to­
mando un c. c. de la dilución para la determinación de azúcar
multiplicábamos directamente el tiosulfato gastado por 37,5
obteniendo la cantidad de azúcar restante en mg.

Para nuestras experiencias de absorción de azúcares según
el método original que proponemos, no acaba de satisfacernos
esta técnica, modificación del Hagedorn-Jensen, por razones
de organización del trabajo y .rapidez en conocer los resultados,
e incluso por las cantidades necesarias de reactivos y manipu­
laciones. Por ello, preferimos utilizar otro método colorimé-
trico, más sencillo y dé tanta o mayor exactitud derivado del
clásico Folin-cobre colorimétrico (51) que expondremos* como
complemento a la técnica de absorción.

EXPERIENCIAS DE ABSORCION

Además de la nueva técnica que proponemos y justificare­
mos luego, hemos utilizado la de asas aisladas, como sigue :

Ratas de peso no inferior a roo gr., sometidas a alimen­
tación mixta ordinaria, eran dejadas en ayunas 24 horas antes
de la experiencia. Una hora después de anestesiadas con ure-
taño (al .12 %, a razón de 1 c. c. por 100 gr. de peso, por vía
subcutánea), completada eventuaj’mente con éter, y tras lapa­
rotomía, se ligaba el comienzo del yeyuno y el extremo def
íleon. Abierto el intestino inmediatamente por debajo de la
primera ligadura e inmediatamente por encima de la segunda,
se introducía por la abertura superior suero fisiológico a 37o-
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en cantidad de unos 60 c. c., hasta que fluía completamente
•chro por 'la inferior. Se vaciaba el intestino lavado por expre­
sión suave y se med'an asas de 15 a 20 cm., bien una conti­
nuación de otra a partir del comienzo del yeyuno, o bien una
en dicho punto y otra en la última porción del. íleon. Al final
de cada porción medida se hacía una ligadura. En cada asa
aislada se introducía con jeringa calibrada 1,5- c. c. de la so­
lución o soluciones a ensayar, también a 37o, con intervalos
de una a otra inferiores a un .minuto 'ligando los orificios de
entrada con hilo de cdlor distinto para cada asa. Repuesto el
intestino a la cavidad abdominal se cerraba ésta con una pinza
de Pean. Desde la anestesia, durante la operación y después de
ésta, se mantenía un calentamiento artificial de los animales,
que se aumentaba si la temperatura rectal de los mismos caía
por debajo de 36o. ■

Transcurrido el tiempo previsto para la observación, ge-
nerrf mente 30’, se quinaba la pinza, se extraía el intestino del­
gado por sección del mismo por encima y debajo de las liga­
duras extremas y del mesenterio y se lavaba exteriormente con
suero fisiológico frío.-Separadas las asas se introducía el ex­
tremo distal en un embudo colocado sobre un matraz aforado
a 25 c. c. y abierto aquél y el proximal se introducía por éste
suero fisiológico frío en cantidad de unos 20 c. c., arrastrando
su contenido. Completando el yorumen del matraz, y mezclado
su contenido, se filtraba a continuación practicando en segui­
da las determinaciones en el mismo, o conservándolo en la
nevera pana las que permitían demora.

Cada asa era liberada después de los restos de mesenterio
y, suspendida por un extremo, se medía su longitud entre las
dos ligaduras que la limitaban. Ni en las primeras ni en las
últimas experiencias hemos conseguido aislar asas de longi­
tud uniormie. Por ello estimamos más exacto referir los resul­
tados a centímetros de 'intestino que a «asa de x cm.».

Algunas veces hemos pesado además las asas para referir
también los resutados a unidad’ de peso del intestino.
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PRIMERA PARTE

'NUEVA TECNICA PARA EL ESTUDIO DE LA AB­
SORCION INTESTINAL

Los métodos clásicos para la investigación de la absorción
intestinal pueden reducirse a cinco grupos:

i. — Los que como Cori administran a animales en ayuno
una substancia con sonda gástrica o la dejan ingerir espontá­
neamente, y tras un cierto tiempo determinan el contenido del
tracto gastrointestinal entero;

2. — Las técnicas de asas aisladas con animales anestesia­
dos en los que se limita por 1’igadiurtas una o más asas «in situ»
en las que se haya inyectado una substancia para averiguar
después de un determinado tiempo, la parte residual no ab­
sorbida ;

3. — Los que utilizan porciones de intestino aisladas, su­
mergidas en Ringer, encerrando, también en ellas la substancia
cuya absorción se estudia «in. vitro» ;

4. — Los métodos de fístu’Las establecidas en distintas sec­
ciones del intestino delgado, por las que se puede investigar el
quimo circulante a diferentes niveles ; o fístulas según el prin­
cipio de Thiry-Vella en las que un asa aboca por uno o dos
de sus extremos en la pared abdominal, pudiendo llenarse y
después de un tiempo lavarse determinando lo absorbido ; por
último,

5. — Puede abordarse el estudio de la absorción investi­
gando <la sangre de la vena porta o el quilo del conducto to­
rácico.

El método de Cori (1925) es sin duda el más fisiológico ;
sin embargo, la motilidad gástrica e intestinal juega un im­
portante papel, independiente en muchos casos de las condi­
ciones que se estudian (ver últimamente Fenton, 50) ; además,
el intestino y aun el estómago en varias especies animales de
las usuales en el laboratorio, no están enteramente vacíos aun
después del ayuno previo a la experiencia, por lo que puede
introducirse errores.
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La técnica de asas aisladas que utilizó ya Hober, exige la
anestesia y ya hemos visto que en algunos animales este factor
influye en la absorción ; además hay. un imprescindible masaje
visceral y la operación — aun con la mayor delicadeza — siem­
pre puede repercutir en la experiencia. Ofrece en cambio ga­
rantías precisas : tras un lavado del asa, se inyecta la subs­
tancia, con lo que puede más tarde saberse exactamente ris­
parte absorbida en el tiempo que se desee, por diferencia con
la residual. La absorción se refiere a longitud constante de
asa o a centíimetro o gramo de asa. Los resultados son bastante
comparativos y ha sido ampliamente utilizado.

Las experiencias «in vitro» (Cohnheim, Hober, Laszt,
etcétera)son las menos fisiológicas. Magee (1930) opina fun­
dadamente que las asas aisladas bañadas en Ringer sólo-
pueden suponerse «vivas» durante los primeros treinta minu­
tos ; mientras se conserva durante días la motilidad, la mucosa,
muy sensible, se desprende a los pocos minutos. Además, la
supresión de la circulación es un factor muy considerable.

Con las fístulas se consigue investigar en condiciones fisio­
lógicas ; mas si se trata del método de las polifístulas (Lqn-
don y su escuela), üa absorción depende de/1 vaciamiento gás­
trico y éste de la repleción del duodeno, con lo que se precisa
— de haber fístula duodenal — otra fístula con la que se llene-
el duodeno continuadamente. Aplicando el principio de Thi-
ry-Vella, se dispone de un asa sólo después de mucho tiempo-
de haber dejado ya de ser funcional, lo que conduce a resudado-
anómalo, con frecuente desarrollo de estados catarrales. Por
otra parte, resulta en extremo trabajoso preparar suficiente
número de animales con fístulas .adecuadas imprescindible-
para deducir conclusiones.

Fácilmente se comprende que las investigaciones de sangre-
portal o linfa del conducto torácico, además de ofrecer a veces
las dificultades de tener que concentrar las substancias a de­
terminar, por su excesiva dilución en sangre (circulación res­
tringida de Kórósy, vividifusión de Abel (1913), etc.) ño se-
prestan bien a un estudio cuantitativo de la absorción.

Nosotros habíamos utilizado siempre la técnica de asas ais­
ladas tal como se ha descrito más arriba, con las que hemos
obtenido buenos resultados. Pero no nos acababa de satisfacer.
¡Es sumamente difícil conseguir medir con precisión la longitud 
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del asa que se aísla dado d'. diferente estado de contracción o
relajación de sus paredes; esto lleva >a tener que medirlas o
pesarlas postmortem y a dar los valores de absorción referi­
dos a centímetro o a gramo y tampoco esto es cosa sencilla ;
la distensibilidad del intestino hace que su longitud pueda
variar y en el peso fresco entran también ciertas fuentes de
error : mesenterio no separado, líquido residual de lavado, et­
cétera, que no. siempre se consigue eliminar; e4 referirlos a
peso'de substancia seca, por el quehacer que da disminuye la
capacidad de trabajo. Con todo ello, para poder confiar en un
resultado, se hace necesario repetir la experiencia con nume­
rosos animales de edad y peso semejante y tomar la media.
Con la técnia de Cori ocurre lo propio, se precisa un animal
por prueba y lo absorbido ha de referirse a peso de anima], a
longitud de intestino entero, etc., lo que sumado a las fuentes
de error propias del método, exige trabajar con un gran nú­
mero de animales.

Estas dificultades se agrandan cuando quiere estudiarse no
el valor absoluto de la absorción de una substancia, sino com­
parar éste con los de otra, o investigar el efecto de distintos
factores sobre tales absorciones. Para reducir algo la variabi-
lidad individual, la escuela de Verzár y Laszt utilizan en
ratas dos asas de un mismo animal entre las cuales se compara
la absorción ; así podía verse cómo un factor inhibe o favorece
la absorción de una substancia sin tener efecto sobre la de
otra; o las diferencias entre la absorción de unas y otras.
Como la «posición» del asa influye en la absorción, había que
acudir también a muchos animales en los que, para compensar
tales influencias, se invertía el orden de colocación de las subs­
tancias en 'las asas. Todos estos artificios los hemos utilizado
también nosotros en otros trabajos.

Pensamos en que la comparación ideal se tendía a conse^
guir con animales lo más iguales posibles y con asas de la
misma longitud que estuvieran en idéntico tramo intestinal.
Y de aquí nuestro propósito de conseguir comparar absorcio­
nes en la misma asa de un misma animal dad'o.

En nuestros protocolos (véase efecto del cerio sobre la ab­
sorción) aparece un grosero primer intento en este sentido : se
estudia la absorción en un asa y luego de bien arrastrado su
contenido, se utiliza la misma asa, dos centímetros más corta 
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por salvar las incisiones hechas para el lavado, para una nue-
•va experiencia ; esto exigía nuevas manipulaciones en el ani­
mal a más de pequeñas hemorragias, diferencias de longitud
de asa, etc., y con ello se tenía una serie de inconvenientes.

Conseguimos establecer la técnica apropiada, introduciendo
en los extremos del asa intestinal uin situ», dos cánulas de •vi­
drio para dar entrada y salida respectivamente a los líquidos
de lavado y a las soluciones o substancias a absorber ; las cá­
nulas 'permanecen colocadas durante todas las) pruebas de
absorción y a ellas se empalman tubos de goma que permiten
01 paso de líquido ; pinzas de presión o llaves de vidrio pueden
convertir sencillamente el asa abierta en cerrada.

Este procedimiento se presta a realizar dos tipos de expe­
riencias.

1. — Pruebas de absorciones sucesivas en asa cerrada,
.-arrastrando cada vez lo no absorbido con suero fisiológico o
solución de Ringer, con lo cual queda el asa apta para ser
utilizada d'e nuevo para otra prueba.

2. — Pruebas de absorción en circulación continua, en las
que la solución á absorber fluye a velocidad regulable a lo lar­
go de. asa, haciéndola pasar si se quiere una y otra vez por
ella.

Claro está que pueden combinarse experiencias mixtas.
Hemos aplicado nuestra técnica al estudio de la absorción

en perros y ratas, pero en principio nada se opone a que se
utilice en otros mamíferos. Describiremos detalladamente los
pasos de la técnica tal como la realizamos.

APLICACION DE LA TECNICA A PERROS

Descripción del dispositivo

Esquema. — Un depósito a 38o desde el que se hace des­
cender por tubo de goma hasta la cánula de entrada en el asa
intestinal, los líquidos de lavado o soluciones a absorber. Un
tubo de goma en lia cánula de salida del asa para recoger los
líquidos después de atravesarla o de permanecer en ella cierto
tiempo.

Detalle. — Se fija a un soporte de amplia base, mediante dos
.aros, un recipiente de vidrio (1) con dos bocas anchas en sus
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extremos y una tubuladura lateral (véase fig. 1). La aberturas.
inferior se cierra con un tapón de caucho atravesado por el

Fig. 1

tubo terminal sin llave, de 4 ó 5 mm. de diámetro, de una
bureta ancha (2) de 250 c. c. graduada en c. c. que queda en»
el interior del recipiente. Por la abertura superior se colocan 
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un embudo (3) para llenar la bureta. El recipiente exterior
sirve de baño para mantener la temperatura del líquido con­
tenido en la bureta; a este efecto se llena de agua a 38 ó 39o
teniendo cerrada la llave (4) del tubo de goma (5) que cuelga
de la tubuladura lateral; a medida que se va enfriando, se deja
salir algo de agua y se rellena con otra caliente hasta alcanzar
la temperatura deseada. Hay un termómetro colgado del borde.

A la salida inferior de la bureta se adapta una llave de cris­
tal de amplio paso (6) y a ésta un tubo de caucho bastante
blando en cuyo extremo se ajustará la cánula de entrada en
el asa.

El soporte se coloca en la misma mesa donde se opera el
animal de modo que la llave de salida de la bureta quede a
unos 40 ó 45 cm. de altura sobre ella.

Por otro tubo blando de goma se comunica la cánula de
salida del asa con una probeta de 500 ó 1000 c. c. para recoger
el líquido; una pinza de Hoffmann de presión a tornillo con
parte inferior móvil, permite cerrar o no el paso por este tubo.

El suero fisiológico y las soluciones a absorber se mantie­
nen en baño a 38o.

Cánulas. — No toda cánula sirve para nuestros fines y
hubimos de hacer una serie de modelos hasta conseguir el más
sencillo y -eficaz. La frecuencia de parásitos intestinales y la
mayor rapidez para el lavado aconseja trabajar con cánulas
anchas a cuyo través puede conseguirse una limpieza perfecta
del asa. Si la cánula termina cortada por un plano perpendicu­
lar o en bisel, es,fácil 'que con los movimientos del asa se
adapte contra la pared intestinal dificultando o impidiendo la
entrada o salida del ilíquido. El modelo que adoptamos (figu­
ra 2) es el de una cánula curvada en ángulo recto ; por un ex­
tremo, cortada normalmente, se adapta al tubo de goma; por
el otro, termina en un par de prolongaciones ligeramente
dirigidas hacia ell eje de la cánula, y es por donde se introduce
en el ¡intestino. Gracias a estas prolongaciones se permite siem­
pre el paso del líquido a través de la cánula, resultando impo­
sible que la pared intestinal se adapte al extremo y cierre
enteramente el paso de líquido. El que las prolongaciones se
acerquen ¡ligeramente hacia el eje hace que el • «pico» de la
cánula esté sólo «entreabierto» por delante, con lo que no
tiene dificultad ninguna su introducción en el intestino.
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Modus operaxdi

Anestesia con dial o cloralosa manteniendo caliente al
animal todo el tiempo. Una incisión cutánea media ventral de
unos 10 cm. que se profundiza luego a través de la capa
muscular hasta el peritoneo. Rasgado éste, se reconoce la pri­
mera porción del yeyuno — hemos utilizado siempre este tramo
■intestinal, pero podría hacerse en cua’quied otro — y se pasa
hilo doble para hacer dos ligaduras : una proximall que se
cierra y otra a 1 ó 2 cm. que no se aprieta. A la distancia que

se desee, según la longitud de asa con que se quiera trabajar,
se pasa otro hilo doble para otras dos ligaduras: un distal que
se cierra y otra uno o dos centímetros por delante que sólo se
«inicia.

Se da un corte con tijeras en el intestino por el borde me­
nos vascu la rizado, después de la (ligadura proximal cerrada y
antes de la que no se ha apretado, introduciendo por él la
cánula y asegurando esta ligadura fuertemente sobre ella. Se 
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hace lo mismo en el extremo distal del asa, poniendo la cánula
en sentido contrario. Queda así aislada un asa intestinal con
una cánula de entrada, y otra de salida ; se adaptan a ambas
los respectivos tubos de goma y se cierra la cavidad abdominal
con pinzas de Pean, dejando espacio para que pasen los tubos
con las cánulas; el que los tubos de goma sean blandos facili­
ta que el asa no sufra tirones y pueda adoptar una posición
normal dentro de la cavidad abdominal.

Antes de que el nivel! del líquido de lavado descienda hasta
el tubo de salida de la bureta, cuando alcanza el estrechamien­
to de la misma, se cierra la llave de paso (6), con lo cual no
queda aire en el tubo, que podría luego entorpecer la sucesiva
adición de líquido. Por el embudo (3) se vierte ahora en la
bureta una cantidad exacta de la solución con-la substancia a
absorber, se dispone una nueva probeta para recoger el líquido
que fluye del asa por el tubo de salida, se abre la llave (6) con
lo que la Solución va desalojando al suero fisiológico que que­
dase en los tubos y en el asa, ocupando completamente ésta e
incluso sabiendo a la probeta. Al abrir la llave, se empieza a

•medir exactamente el tiempo. La cantidad de solución a ab­
sorber puesta en la bureta ha de ser suficiente para llenar el
asa y el «espacio muerto» correspondiente a los tubos de en­
trada y salida. Esto depende de la longitud y diámetro del
asa, pero es fácil hacer un cálculo aproximado, de una vez
para siempre, lavando con . suero fisiológico cojoreado (por
azul de metileno, por ejemplo), y viendo la cantidad de otro
líquido no teñido que hace falta dejar luego penetrar en el
asa, para que salga por el otro extremo prácticamente incolo­
ro. Es preferible poner un exceso de solución para tener se­
guridad' de que el asa está ocupada por ella cuando el nivel
de la solución va a alcanzar el estrechamiento de la bureta, se
cierra el tubo de salida del asa si quieren hacerse experiencias
«en asa cerrada» o se reduce más o menos el paso, si de desea
estudiar la absorción «en circulación por asa abierta».

Operando como se indica, no puede evitarse cierta mezcla
entre el suero fisiológico y la solución a absorber, con lo que
puede quedar la substancia a investigar a una concentración
en asa algo distinta de la de partida. Esto no es inconveniente
tratándose de glucosa u otras substancias que se absorben se­
lectivamente, con independencia de la concentración ; pero en 
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otro caso, la dificultad se obvia simplemente dejando pasar
todo el líquido de lavado y vaciando completamente el asa de
suero por deslizamiento de los dedos a su largo, a presión
suave. Aunque quede aire en los tubos y en el asa, lo desaloja
fácilmente el líquido a absorber, pinzando con los dedos si es
preciso el tubo de entrada para quitar las burbujas de aire.

Experiencias «en asa cerrada». — Se mantiene la pinza de
salida cerrada y la llave 6 abierta durante todo el tiempo que
se desee dure la absorción. El nivel del líquido en el tubo de
salida de la bureta oscila registrando las modificaciones de pre­
sión a que está sometida en el asa por la motilidad intestinal
y las variaciones respiratorias de la presión intraabdominal ;
luego desciende más, pues algo de líquido se absorbe. Un
minuto antes de finalizar dicho tiempo se cierra la llave 6 y se
carga la bureta con suero fisiológico a 38o para el lavado ;
al cumplir el tiempo exacto, se abre la pinza de presión del
tubo de salida y la llave 6 dejando pasar Í50 c. c. de suero
que arrastran toda la substancia no absorbida (si se opera con
substancia liposolubles, habría que arrastrar con mezclas al­
cohol-éter, pero entonces ya no podría utilizarse el asa para
una nueva experiencia porque se alteraría la mucosa). Ei’ lí­
quido recogido en la- probeta o matraz aforado se completa
con agua destilada hasta 500 ó 1000 c. c., y se determina cuan­
titativamente la substancia residual ; la diferencia entre ésta
y la puesta inicialmente corresponde a la parte absorbida. El
asa ha quedado disponible para una nueva experiencia. Nos­
otros hemos realizado muchas veces en una tarde, pruebas de
absorción en da misma asa del mismo perro, durante 3 ó 4
horas, dependiendo d número de las que pueden hacerse, de
1a duración de cada una de ellas: así, con tiempos de absor­
ción de 30 minutos, pueden llegarse a hacer 6 pruebas suce­
sivas ; con tiempos de 60 minutos, tres o cuatro. En este
tiempo la presión arterial se mantenía bastante constante.

Experiencias «en circulación por asa abierta». — Graduan­
do la presión de la pinza de Hoffmann, en el tubo de safida,
puede dejarse paso al líquido del asa a la velocidad que se
desee. Simultáneamente puede abrirse pracialmente la llave 6
con lo que entra en el asa nuevas cantidades de solución a 
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absorber que se van poniendo en la bureta. Como ésta es gra­
duada, la llave de vidrio. (6) regula fácilmente la velocidad de
circulación en centímetros cúbicos por minuto. Puede incluso
suprimirse la pinza de Hoffmann, lo que es más cómodo y
eficaz, si se tliene cuidado en que el tubo de salida se encorve
un poco por encima del nivel del abdomen del animal; así, si
se tiene la seguridad que el asa está llena de líquido que no
puede salir más que a medidla que penetra nuevo líquido en el
asa y de acuerdo con el pedistaltismo intestinal que hace fluir
el líquido, no continuamente, sino «a oleadas». Este procedi­
miento se puede plantear en experiencias de absorción de
líquidos circulando continuamente en el asa, con lo que se
reduce al mínimo la acción en la luz intestinal de fermentos
u otros factores intestinales sobre ella. Tiene el inconveniente
de que si la velocidad es grande, la absorción ha de ser relati­
vamente pequeña y difícilmente podrán valorarse diferencias ;
mas esto se resuelve haciendo que el líquido que sale de*1, asa
pueda volver a pasar por ella introduciéndolo de nuevo en la
bureta ; además ofrece una valiosa posibilidad : la de suprimir
virtualmente algún factor intestinal ; así, en nuestros protoco­
los, se refieren experiencias en las que antes de devolver
el líquido a la bureta se le desproveía dé un factor: la acti­
vidad fosfatásica por inactivación por el calor; dé igual modo
puede hacerse con otros fermentos y aun factores no fermenta­
tivos.

APLICACION DE LA TECNICA A RATAS

Descripción del dispositivo.

Esquema. — El mismo que para perros.
Detalle. — Trabajamos en ambiente calentado hasta 30o,

disponiendo los animales dentro de una vitrina de laboratorio
en la que se monta la calefacción necesaria. Con esto, supri­
mimos el baño exterior de la bureta, aunque se conserva el
baño a temperatura constante, para disponer de las soluciones
necesarias a 38o En un bastidor de madera que se apoya por
cuatro patas de 15 ó 20 cm. de altura, hay ganchos en los
que se atan dos lonas pequeñas (ver fotografía fig. 3) que servi­
rán para acostar en ellas a las ratas Si la temperatura ambiente 
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lo requiere, se coloca en la parte inferior del bastidor una
almohadilla eléctrica. Sujetos al bastidor hay dos soportes a
los que se fijan con pinzas sendos embudos de cristal con llave,
que sustituyen a la bureta graduada que utilizábamos con los
perros y que comunican con las cánulas por tubos de goma
blanda.

Para evitar (la formación de burbujas, conviene que los em­

budos sean de forma que la llave esté inmediata a la copa, sin
dejar cuello, es decir, el embudo debe abrirse inmediatamente
por encima de la llave. La llave del embudo queda a unos
15 cm. sobre las ratas ; la poca solidez del mesenterio de la rata
aconseja, aun más que en el perro, que los tubos de goma que
unen los embudos con las cánulas carezcan de rigidez ; con
ello, además, se consigue evitar acodamientos y tirones anor­



ABSORCIÓN SELECTIVA DE GLÚCIDOS 3I3,

males dql asa. La sustitución de la bureta por los embudos se
funda en que en perros, diferencias de presión de varios centí­
metros de agua, no suponen prácticamente nada, mientras que
en ratas tratamos de trabajar con presión sensiblemente cons­
tante.

Las cánulas son de la misma forma que allí se usaba y pro­
porcionalmente más pequeñas, para que ajusten al intestino-
de la rata. Los diámetros de las cánulas, salidas de embudos v
tubos de goma han de ser aproximadamente iguales y peque­
ños para reducir al mínimo el «espacio muerto». La altura a
que está el bastidor sobre la vitrina, permite que 4os tubos de
salida del asa desagüen en matraces aforados puestos de pie ;
en estos tubos se intercala también una pinza de Hoffmann.
Los bastidores que hemos construido son capaces para dos
ratas.

.Woí/zís operandi. — Ratas sin ayuno previo, anestesia de-
urefano. A la media de hora de inyectado, conservadas ca­
lientes (temperatura vitrina 30-31°), se atan a los ganchos del
bastidor, sobre las lonas. Tras laparatomía, se identifica el co­
mienzo del veyuno ; las ligaduras v colocación de las cánulas,
se hacen como se indicó en perro Se aísla un asa de unos
30 cm. de longitud. Se empalma la cánula de entrada al tubo de
goma del embudo ; la cánula de salida está ya unida al tubo de
desagüe (de unos 15 cm.). Se lava el asa, dejando caer por el'
embudo (abriendo su llave) unos 30 c. c. de suero fisioló­
gico a 38o ; para ello en el baño a esta temperatura se tie­
nen preparados una porción de tubos con tal cantidad de sue­
ro. Se cierra la cavidad abdominal con un clip. Se cierra
la llave de paso del embudo antes de que el nivel del suero
descienda por debajo de ella y se vierte al embudo la cantidad’
exacta de solución a absorber ; unos 10 c. c. serán suficientes
para desalojar el suero fisiológico del asa y quedar ésta llena
con la soluc'ión. Se hacen ilos mismos preparativos con la otra
rata. Se hacen desaguar los tubos en matraces de 50 c. c., se
abre la llave.del embudo en una de ellas empezando entonces
a contar el tiempo ; se deja fluir líquido hasta que el nivel en
el tu.bo está a.unos 607 cm. sobre el abdomen del animal, ce­
rrando en este momento la pinza de presión del tubo de salida
del asa. Con un minuto de diferencia se abre la llave del embu­
do deja otra rata, cerrando también la salida del asa cuando- 
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el líquido está al nivel dicho. Se hacen así pruebas en asa ce­
rrada de la duración que se desee. Un minuto antes de fina­
lizar el tiempo de absorción se cierran las llaves de los embu­
dos y se pone en cada uno de ellos unos 15 c. c. de suero fisio­
lógico ; y a la hora exacta se abre la pinza de presión y Ja
llave dell embudo; una vez que han pasado estos 15 c. c., se
vuelve a lavar el embudo con otros 15 c. c. ; por último, se re­
tiran los matraces, se enrasan a 50 c. c. y se sustituyen por
otros, para iniciar una segunda prueba de absorción.

De la misma manera que en perros, pueden realizarse en
ratas experiencias de absorción «en circulación por asa abierta».

Con ratas, pueden hacerse bien en unas 3 horas hasta 5 prue­
bas de absorción sucesivas de 30 minutos, en cada rata, o tres
de una hora. Nosotros hemos trabajado muchas veces con dos
juegos de bastidores con 4 ratas simultáneamente. Resulta evi­
dente que nuestra técnica se presta muy bien a un estudio de
la absorción «en serie», que ahorra mucho tiempo y obtiene
el máximo rendimiento de los animales utilizados.

Tanto en ratas como eñ perros, se controla cada 10 minu­
tos la temperatura rectal, adecuando la calefacción a las osci­
laciones de aquélla para reducirlas al mínimo. Cuando se in­
cluye en las tablas este dato, la temperatura puesta es la media
de la prueba con oscilaciones de + 0,2o C. Y' al finalizar los
experimentos se extrae el asa utilizada, se escurre deslizando
suavemente los dedos, se limpia de mesenterio, se mide deján­
dola colgar de un extremo y se pesa.

DETERMINACION DEL AZUCAR ABSORBIDO

Como complemento de la técnica expuesta hemos procura­
do conseguir una determinación rápida a la vez que suficiente­
mente exacta del azúcar. No satisfechos de la economía de
tiempo lograda, con la simplificación del Hagedorn ya ex­
puesta, nos dirigimos a los métodos <;olorimétricos llegando a
una adaptación del método clásico de FoLTN-cobre (51) que une
a la rapidez la sencillez de ejecución.

Se funda el método en comparar los problemas con la pro­
pia solución de azúoar utilizada, llevados unos y otra .a un
mismo grado de dilución adecuada. Partimos de azúcares al
5 por 100 de concentración, que aunque no corresponde a iso- 
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tonía exacta simplifica considerablemente el cálculo. Manteni­
da esta solución a 37o durante el tiempo de las experiencias,
se toman de ella los volúmenes adecuados al tipo de animal
y asa a utilizar con pipeta aforada para trasladarlos a los em­
budos descritos. Con la misma pipeta se traslada otro volumen
a un matraz aforado á 50 c. c. en el caso de emplear ratas,
para las que se «utiliza un volumen de 10 c. c. de solución de
azúcar; de 500 c. c. en el caso de perros para los que se utili­
za 100 ó 200 c. c. de azúcar, etc. El azúcar no absorbido se re­
coge con los líquidos de lavado en matraces aforados de la
capacidad indicada.

Se desalbuminiza según el método del tungstato de cobre de
Somogyi (125) con cantidades adecuadas de reactivos. Es sen­
cillo y cómodo y ofrece dos cualidades que pueden ser de inte­
rés ; si esta desalbuminización no interfiere para otras determi­
naciones, colocando en el matraz que recoge lo que sale del
intestino el reactivo de cobre-sodio se impiden acciones fosfa-
tásicas, por ejemplo, glucolíticas; su isotonía pone en parte
a cubierto de liberación del contenido de células o fragmentos
de mucosa descamada. Se utilizan en el caso de las ratas 9,2
centímetros cúbicos de solución isotónica de sulfatos de cobre
y sodio y 0,5 c. c. de tungstatp sódico al ic %. (Para perros,
cantidades proporcionales mayores). Se completa con agua
hasta el enrase, se dejan pasar tres o cuatro minutos y se filtra.
a tubos de ensayo, después de mezclar.

De cada filtrado desalbuminizado se toman 2 c. c. (pipeta
de 2 aforos) que se trasladan a matraz aforado a 100 c. c., cuyo
volumen se completa con agua. Análogamente se procederá
con la solución «tipo». La dilución llega así a 1/250, corres­
pondiente a una concentración de 0,2 °/00, igual al tipo fuerte de
la técnica de Folin. Los problemas tendrán concentraciones
alrededor de 0,1-0,15. Los ligeros errores que determinarían
estas diferencias de concentración por tratarse de una reacción
que no sigue la ley de Beer se suprimen calculando con arre­
glo a la desviación encontrada con un tipo auxiliar que se pre­
para con 1 c. c. del filtrado, diluido a 100 (dilución total 1/500).
Colorimetría de uno de nosotros (122 y 123).

De cada una de las últimas diluciones se trasladan 2 c. c.
a otros tantos tubos de Foi.ixt, utilizando pipeta de un aforo
cuya punta se apoya en la pared de la parte estrecha del tubo.
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Se añade a cada tubo 2 c. c. del reactivo de cobre alcalino, se­
gún Somogyi (127), lo que puede hacerse con pipeta gradua­
da, y se llevan a un baño de agua hirviendo. Pasados 8 mi­
nutos de permanencia en el mismo, se sacan los tubos aña­
diendo a cada uno 4 c. c. del reactivo fosfomolíbdico de Folin.
Si son bastantes tubos deben colocarse en el baño con ritmo
uniforme, análogo a! que se seguirá al sacarlos, a fin de que
el tiempo de calentamiento sea el mismo en todos. Después de
enfriados, se completa con agua hasta el enrase, .se mezcla
bien y se hace la comparación ccéor i métrica en cualquier mo­
mento en un plazo de varias horas. La altura óptima para el
«tipo» en colorímetro Duboscq es 20 mm. El cálculo es :

(Cs — I) L»
7 — + 1 = mg. de glucosa no absorbida si se toma
■Lp

como C« 500 mg. O simplemente multiplicando por 1.000/2 los
valores de la tabla correspondiente al tipo auxiliar (122).

La gran estabilidad del color permite una notable rapidez
en la apreciación de los resultados, que pueden llegar a hacer­
se sobre la marcha de nuestra técnica de experiencias en serie
a lo largo del tiempo. En efecto : como el codor no varía — se­
gún hemos observado — en el plazo de dos o tres horas que
puede durar una serie de experiencias, se puede preparar el tipo
junto con la primera experiencia (o primeras) y luego ir ha­
ciendo las demás, comparándolas todas con el tipo inicial­
mente preparado, que puede seguir en la misma cubeta todo
el tiempo. LTnos 20 minutos después de terminada una expe­
riencia — y por lo tanto antes de la media hora habitual por
experiencia de absorción — se puede tener valorada la absor­
ción en la misma, quedando sólo la referencia a unidad de in­
testino, peso o longitud, de las que la prlimera no puede hacer­
se y la segunda — en nuestra opinión — no debe hacerse
hasta después de retirada el asa del animal.

Por lo demás, la regularidad del método (oscilación alrede­
dor del 1 %) es ampliamente suficiente para las experiencias de
absorción en las condiciones dadas. Jía exactitud ha sido com­
probada en numerosas determinaciones paralelas con el méto­
do de Hagedorn-Jensen.

Cuando se comparan azúcares se preparan tantos tipos
como azúcares (supuesto que todos sean reductores) y se com­
paran con cada uno de ellos los problemas correspondientes.
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También eventualmente deberán prepararse tipos de concen­
traciones habitual y mitad por si la «desviación» de ese azú­
car fuese distinta de la de la glucosa. Lo mismo se hace cuan­
do se ha agregado cualquier substancia a las soluciones de
glucosa.

. COMPROBACION DE LAS TECNICAS

Una condición fundamenta! para la aplicación de nuestras
técnicas de absorción sucesiva, es el estudiar la constancia en
los valores de absorción en las diferentes pruebas con Ja misma
asa del mismo animal. Si tal constancia existe, las modificacio­
nes que se presenten al hacer actuar o variar diferentes facto­
res, serán, por sí solos, de un valor demostrativo indiscutible.
Si por el contrario los valores de absordión varían en el senti­
do de aumentar o disminuir en las sucesivas pruebas, sólo po­
drán deducirse conclusiones cuando las modificaciones que se
presenten sean o de sentido contrario o de intensidad mucho
mayor.

Hemos aplicado hasta ahora casi exclusivamente nuestra
técnica al estudio de la absorción de monosacáridos, aunque
tenemos ya en preparación una serie de trabajos con otras subs­
tancias. Vamos a dar unos ejemplos de nuestras experiencias
de absorción de glucosa.

En perros

En la tabla I se reúnen los resultados de una serie de ex­
periencias de absorción sucesivas de glucosa «en asa cerra­
da». Los. tiempos de absorción son de 30 ó 60 minutos según
1os casos; se hacen dos o tres pruebas sucesivas en cada ani­
mal. La glucosa se pone en solución al 5 % que, sin apartarse
mucho de la isotonía, facilita los cálculos ; la cantidad de solu­
ción a absorber que se pone en la bureta es de 100, 150 ó 200
centímetros cúbicos, a los que corresponden respectivamente 5,
7,5 ó 10 g. de glucosa. Los lavados para arrastrar después de
cada pruebá <la glucosa residual son correlativamente de unos
250, 375 ó 500 c. c. ; estas cantidades fueron suficientes para
ello, según se comprobó recogiendo las últimas porciones de 
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lavado y observando daban al Benedict una reacción negativa
o sumamente débil, despreciable para el cálculo.

Los valores de absorción se dan en mg. de glucosa y se
refieren luego a g. de peso del asa y a cm. de longitud de la
misma.

En la tabla I se ve como hay una relativamente amplia va­
riabilidad individual, absorbiendo más unos perros que otros.

TABLA I
Absorción de glucosa «en asa cerrada» de perros en pruebas

sucesivas de 30 ó 60 minutos

Peso

K0-

Asa Tiem­
po

Minu­
tos

Prue­
bas

Glucosa (tng.)

Long.
cm.

Peso
9-

Puesta Absorbida /«• /cm.

12 24 42 3° 1.a 5.OOO I.2Ó2 31 52,6
2.a 5.OOO I.304 32 54,3

IO 33,5 56 3° 1.a 5.OOO 1.568 28 46,8 '
2.a 5-000 I.624 29 48,4
3-* 5.OOO I.54O 27,5 45,9

7 35 5° 30 i.a 7-5°o 1.275 to C
n Ln 36,4

2.a 7-500 1.250 23 35,7
3-‘ 7-500 1.200 24 34,3 .

9 40 65 3° 1.a 10.000 2.275 35 56,9
2.a 10.000 2-307 35,5 57,7 1
3-‘ 10.000 2.145 33 53,6

8 38,5 60 60 1.a 10.000 2.580 43 67,0 i
2.a IO.OOQ 2.7OO 45 . 70,1

8 4i 64 60 1.a 7-500 3.326 S2 81,1
2.a 7-500 3-232 50,5 78,8
3-“ 7.500 3.200 50 78,0

6 . 36 45 60 1.a 10.000 2.587 57,5 71,8
1* 2.a 10.000 2.646 58,8 73,5

Mas, a los efectos de nuestra técnica, lo que sí se ve es la casi
igualdad de valores de absorción en las diferentes pruebas del’
mismo animal; las desviaciones son lo suficienteménte peque­
ñas para poder admitir una «constancia» de absorción tanto
en pruebas sucesivas de 30 minutos como de una hora. Así, 
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de acuerdo con lo que decíamos antes, las modificaciones que
se presenten en el mismo animal, tendrán valor demostrativo.
Esto dentro del margen de unas tres horas que aparece en Ios-
protocolos. Hemos hecho tanteos de si podrían continuarse las
experiencias más tiempo, llegando a hacer nueve experiencias-
seguidas de una hora de duración ; se observa entonces una
progresiva disminución de la absorción que llega en las últi­
mas horas a valores 30 % más bajos que en las primeras. Así,
pues, no debe esperarse la igualdad de absorción más que­
daran te tres o cuatro horas.

Con asas de 30 a 40 om. como 1as utilizadas, la glucemia-
sube sólo discretamente. En la experiencia de nueve horas em­
pezó en 1 g. 0/00 y no se acercó a los 2 g hasta las ultimas-
horas.

No damos aquí experiencias de absorción de glucosa «en­
circulación por asa abierta» porque entran en nuestros proto­
colos de la segunda parte del trabajo (pág. 329).

En ratas

Trabajamos en ratas sin ayuno previo. Para glucosa hemos
elegido un tiempo de absorción de 30 minutos. En los embu­
dos se vierte, con pipeta aforada, 10 c. c. de solución de glu­
cosa al 5 %. Se lava con suero fisiológico, completando Ios-
matraces a 50 c. c. También aquí comprobamos que las últi­
mas porciones de lavado daban negativo o muy débilmente po­
sitivo a la reacción de Benedict.

La tabla II recoge los resultados de experiencias con sólo-
dos pruebas sucesivas de absorción en cada animal.
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TABLA II

Absorción de glucosa uen asa cerrada» de rata en dos pruebas
sucesivas de jo minutos. Glucosa puesta, 500 mg.

Peso
gr.

Asa
Prue­
bas

Glucosa (mg.)

! Long,
' cm.

Peso
9-

Residual• Absorbida /g- /cm. Temp.°

127 28,5 2,2 1.a 340 160 73 5,6 37,5
2.a 344 156 7* 5,5

1 I36 30 2,7 1.a 320 180 66,7 6,0 36,8
• 2.a 3’4 186 69 6,2

J50 36 L56 1.a 272 228 7b2 6,2 38,1
2.a 258 242 75,6 • 6,8

125 16,5 3,2 1.a 406 94 6o, 3 5,7 37,o
2.a 4°4 96 61,5 5,8

169 26 2,3 1.a 339 161 70 6,2 38,0
2.a 348 152 66 5,8

167 19 i,5 1.a 374 126 84 6,6 37,4
2.a 385 "5 77 6,0

188 25 2,1 1.a 300 200 95 8,0 38,1
2.a 292 208 99 8,3

195 3°,5 2,7 1.a 3o6 194 71,8 6,3 37,8
2.a 295 205 75,9 6,7

.184 22 i,7 1.a 35° 150 88 6,8 37,2
2.a 342 158 93 7,2

En varias ocasiones hicimos experiencias «en serie», con
cuatro ratas simultáneamente, y con cuatro pruebas de absor­
ción sucesivas, en cada animal, determinando tambiéij el cur­
so de la glucemia por el micrométodo de uno de nosotros
(Sols, 124), derivado también del de Folin. La aplicación del
método descrito para la determinación colíorimétrica de glu­
cosa residual y la absorbida, permite haber terminado todas las
determinaciones correspondientes muy poco después de la
última serie de absorciones, ya que, dada la estabilidad de! co­
lor final, pueden irse realizando sobre la marcha. La sangre
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(0,05 c. c.) se extraía de la cola de los animales. La tabla III
recoge los protocolos de tino de estos días.

TABL'A III

Absorción de glucosa «en asa intestinal cerrada» de ratas en
■varias pruebas sucesivas, con determinación de la glucemia.

Glucosa puesta, ¿00 mg.

Peso
Asa

Prue-
oa

Tiem­
po

Tem.
per.

Glucosa (mg.)

Long. Peso Residual Absor. g- cm. Glucemia

*52 31 2,4 1.a 30 36»6 285 215 9° 6,9 1,2-1,8
1,8-2,22.a 3° 37,7 300 200 83 6,4

3-a 3° 37,5 285 215 9° 6,9 2,1-2,4
4-a 15 37,3 39° I IO 45>8 3,5 2,4-2,6

i55 27>5 2,3 i.a 3° 38,9 3l8 182 79 6,6 1,0-1,5
2.a 3° 37,6 295 205 89 7,4 1,5-1,8
3-a 30 37,6 292 208 90 7,5 1,8-2,3
4-a 15 37,° 393 107 46,5 3,8 2,3-2,5

r8o 21 2,25 i.a 30 37,8 358 I42 63 6,7 1,1-1,4
2.a 15 37,2 425 75 33 3,5 1,4-1,6
3-a 3° 37,.5 352 148 66 - 7,o 1,6-2,0
4-a 3° 37,4 362 138 61 6,6 2,0-2,4

>98 26 2,5 i.a 30 37,5 342 J58 63 6,0 1,0-1,6
1,6-2,12.a 30 37,8 337 163 65 6,2

3-a 15 38,3 417 83 33 3,2 2,1-2,2
4-a 30 38»1 340 160 ¡64 6,1 2,2-2,5

Como puede apreciarse, a lo largo de las cuatro pruebas de
•cada rata se registran valores de absorción muy próximos; y
cuando el tiemppo de la prueba era sólo de 15 minutos, la ab­
sorción también se reducía a la mitad. La glucemia sube, como
era de esperar, considerablemente. Con ello queda bien de
•manifiesto que la concentración de la glucosa en sangre influ­
ye poco o nada sobre la velocidad de absorción ; es una prueba
más en favor de la absorción selectiva <

Gracias a nuestra técnica, hemos podido observar el distin­
to cofriportamiento de las ratas en ayuno respecto de las que
reciben la alimentación mixta ordinaria. ‘En la tabla IV se in-
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cluyen los datos recogidos en experiencias de absorciones en­
serie en animales en ayuno de 24 horas.

TABLA IV

Absorción de glucosa en pruebas sucesivas en un asa cerrada
de intestino de ratas en ayuno de 24 horas. Tiempo de las

pruebas, jo minutos. Glucosa puesta joo mg.

Peso
t

■ Lor.g.
1

Peso . Pruebas

1
: Temp,a

Glucosa (mg.)

1 Resifl. Abs. g- cm.

170 i 38 3’5 Í I-a 38 ' 387 113 32,3 3’°
I 2.a 38,3 ¡ 265 235 67 6,2
i 3-‘ 38,2 270 230 61 6,0
! 4-‘ 38,1 287 213 66 5’6

217 41 3’6 1.* 37.1 336 164 45’5 4.0
2.* 38’3 290 210 58 5.1

i ,3- 37’9 289 209 53 5.1
4 a 37’8 310 I90 58 4.6

190 j 2.3 ! i.a 37’2 385 »5 50 4.6

1 2.a 36.2 374 I2Ó 55 5.0
1 3-’ I 36,5 ! 341 159 69 6,4

I 1 4-* 1 37.0 i 348 Id2 66 1 6,1 ,

Parece constante el hecho de que en la primera media hora
las ratas en ayuno absorben menos glucosa que las normales
(media de éstas 77 mg.'g. ó 6,4 cm. ; media en ayuno 43
miligramos g. ó 3.9 cm.) en las pruebas sucesivas, se va re­
cuperando la capacidad de absorción normal. Dejamos para
otro trabajo el análisis de este comportamiento. En el presente,
todas las experiencias realizadas con nuestra técnica lo han sido
en ratas sin ayuno, a diferencia de la que habíamos realizado
antes, según la técnica de asas aisladas «in situ», en las que
ciertamente encontramos siempre valores de absorción por cen­
tímetro de asa algo más bajos que los correspondientes con la
nueva técnica.

En la gráfica (fig. 4) se recogen todos los datos correspon­
dientes a la comprobación del método en la rata. Salta a la
vista la escasa variación entre experiencias sucesivas en el
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F!g. 4
Absorciones sucesivas en asa aislada de Tata. Duración de cada experiencia, 30'. Glucosa

puesta, 500 ing.
Curva do glucemia de las experiencias cuádruples en rata, sin ayuno previo. 
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mismo animal frente a la amplia variabilidad individual. Y es
evidente la horizontalidad casi completa de la línea que re­
presenta las medias de todas las experiencias en ratas sin ayu­
no previo.

PARTE II

Datos para una nueva interpretación del mecanismo
de la selectividad

Como hemos dejado ya dicho en la introducción, nos-pro­
pusimos recoger una serie de datos experimentales para inves­
tigar el posible papel de las fosfatasas segregadas por la mu­
cosa intestinal durante la absorción de azúcares sobre i’os proT
cesos de selectividad.

Las experiencias realizadas en asas aisladas, según la técni­
ca antigua son todas anteriores a las que practicamos con la
nueva técnica propuesta. Las determinaciones de azúcar se
hicieron respectivamente con los métodos de Hagedorn-Jen-
sen, ¿a adaptación descrita y el derivado del de Folin.

I. La secreción intestinal de fosfatasa durante la absorción
de azúcares selectivos y no selectivos.

La existencia de fosfatasas en Ha luz intestinal es un hecho
descubierto hace mucho tiempo. Nada menos que en 1914
— nos referimos, salvo excepción, a las fosfomoncesterasas (las
nucleasas se descubrieron antes) — refirió Schmidt (i 19), que
los meconios de los recién nacidos daban «fuerte positividad»
(empleaba un test cualitativo de fosfatasas).

En 1923 la encontró Clementi (25) en el jugo intestinal dé
perro y elaboró la primera hipótesis sobre su misión : hidro-
lizar lipoides fosforados. Esta misión digestiva, hidrolítica,
sigue siendo la única considerada por quienes cuentan con la
presencia de fosfalasa en jugo intestinal. Por ejemplo, Ha-
rrow en su «Textbook of Biochemistry» (3? ed., 1943), dice
acerca del jugo intestinal : «Una fosfatasa hidroliza varios de
los compuestos de fósforo (nucleótidos, hexosafosfatos), dan­
do, como uno de sus productos, fosfato inorgánico». Y entre
los que no cuenta con ella, Fearon, en la 2.a edición (1940) de
su libro «An Introduction to Biochemistry», cita nueve fer­
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mentos del jugo intestinal y añade que «la mucosa intestinal
contiene dos importantes endoencimas: una fosfatasa que fos-
foriliza las hexosas...», etc. (i).

Volviendo al desarrollo histórico, ClemIínti (27) insiste
en 1930 sobre la constante presencia de fosfoglicerasa en el
jugo intestinal. Y Levene y Dillon en 1930 y 1932 (93 y 94),
estudiando la nucleotidasa del jugo intestinal estudian también
su actividad sobre glicero y hexosafosfatos.

Por el mismo tiemípo, casi, sorprende a O. Bodansky,
R. M. Bakwin y H. Bakwin (20) que los líquidos con que
habían lavado, intestinos de peces de los que iban a determinar
fosfatasas contenían a veces tanta fosfatasa como el propio
extracto de órgano.

Westenbrink, que fué como decíamos el primero (1936)
en estudiar fosfatasa intestinal en renación con la absorción
selectiva, no atendió más que a fosfatasas de pared (146), y
no encontró relación entre ambas.

Bellini y Cera, en, 1940 (12, 13, 23 y 24), encuentran en
cambio, por camino distinto, relación entre la absorción de
distintas substancias, entre ellas la glucosa, y el contenido de la
pared intestinal en fosfatasa: comparando con animales en
ayuno disminuyen durante la absorción de glucosa y glicero-
fosfato, aumentando durante la de grasas neutras.

De un modo indirecto, hay una serie de testimonios sobre
la relación entre fosfatasas de intestino y la absorción intesti­
nal. Bodansky descubrió en 1934 (17) que la hiperglucemia
alimenticia se acompañaba de aumento de la fosfatasa sérica,
lo que atribuye a «hípersecreción o hiperproducción de fosfa­
tasa por mucosa intestinal, hígado, riñón y probablemente
músculo». De todos modos, las variaciones no son grandes ni.
al parecer constantes.

Mucho más llamativo es el segundo hallazgo de Bodans­
ky (18) en una curiosa serie de experiencias efectuadas en pe­
rros recién ¡nacidos : «18 horas después del nacimiento, la fos­
fatasa sérica es de 25 unidades, por término medio, en los
controles no alimentados y de 95 en los bien alimentados».
Y sigue relacionando estas variaciones con mucosa intestinal

(1) En prensa el trabajo recibimos la 3.* edición (abril del año en curso); no hay cam­
bio substancial.
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e hígado. En 1935 refieren Freeman y Farmer (53), que perros
sometidos a dieta fundamentalmente proteica, al pasar a dieta
fundamentalmente hidrocarbonada presentaban aumento de la
fosfatasa sérica. Por el contrario, Weil y Rusell (141) en­
cuentran en la rata que tras la disminución de fosfatasa sérica,
provocada por el ayuno, ino hay normalización por alimenta­
ción con hidratos de carbono y sí en cambio con la de ácidos
grasos y cefalina.

Por último, mencionaremos la observación hecha por Al-
thausen (3), de que, con su 'prueba de sobrecarga de galac­
tosa, hay hipergalactosemlia superior a la normal en la enfer­
medad de Paget y en el hipertiroidismo, ambas afecciones re­
lacionadas con alteraciones cuantitativas de fosfatasa, de modo
extraordinariamente considerable en la primera (Kay, 71 y
observación propia no publicada) y mucho menor, pero al
parecer con repercusión concreta en el intestino, según ha
encontrado uno de nosotros (116), en la segunda.

Ya dijimos que bajo nuestra dirección ha efectuado López
Navarro (95) un detenido estudio sobre la secreción de fosfa-
tasas por la mjucosa intestinal. Independientemente de sus tra­
bajos, realizados en su mayor parteen cobayos, quisimos com­
parar la secreción intestinal de fosfatasas ante el estímulo de
dos azúcares representativos de los que se absorben selectiva
y no selectivamente : glucosa y x'ilosa (Merck) en la rata, de
gran poder selectivo.

Si había más secreción con la primera, la correlación entre
selectividad de absorción y selectividad secretora, sería muy
significativa. Para ello, utilizando la técnica de asas aisladas
y las de determinación de fosfatasas y azúcares descritas, in­
vestigamos en una serie de ratas la secreción de fosfatasas ante
el estímulo de soluciones isotónicas de glucosa y xilosa en
experiencias de 30 y 60 minutos, y en igualdad de condiciones :
en cada-animal un asa con cada azúcar; en la serie, posiciones
de asas alternadas. Los resultados se expresan en las siguien­
tes tablas.
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TABLA V
Secreción intestinal de fosfatases y absorción de azúcares.
Asas aisladas con glucosa y xilosa. Tiempo de experiencia,

jo minutos.

Medias Xilosa °’°76 0,7
Glucosa 0,064 2,86

•’ Peso Asa Long.
cm. Monoso

Fosfatase presente (UB) Azúcar abs. (mg.)

Total Por cm. Total Por cm.

! 105 1.a 19 Xil. 1,1 0,06 I3>3 0,7
2.a 18 Gluc. i,3 0,07 52,2 2,9

112 1.a 21 Gluc. .1,0 0,0.5 56,7 2,7
1 2.a 23 Xil. G4 0,06 18,4 0,8

IO8 1.a 19 Xil. i,7 0,09 11,4 0,6
2.a 22 Gluc. 1,5 0,07 61,6 2,8

I3I 1.a l8 Gluc. i,4 0,08 59,4 3,3
2.a 21 Xil. 2,1 0,10 18,9 o,9

123 1.a 17 Xil. 1,2 0,07 8,5 0,05
2.a 20 Gluc. 1,0 0,05 52,o 2,6

TABLA VI
.Secreción de fosfatase intestinal, y absorción de azúcares.
Asas aisladas con glucosa y xilosa. Duración de la experien­

cia, 60 minutos.

Medias 3,^4

i,32
Glucosa 0,208
Xilosa 0,266

'Peso Asa Long.
cm, Azúcar

Fosfatasa presente (UB) Azúcar abs. (mg )

. Total Por cm. Total Por cm.

IO3 1.a T9 Gluc 4 0,21 79,8 4,2
2.a 20 Xil. 5,6 0,28 32,o 1,6

120 1.a 18 Xil. 4,7 0,26 23,1 i,3
2.a 21 Gluc 4,2 0,20 75,i 3,i

Il8 1.a 20,5 Gluc 4,5 0,22 77,9 3,8
2.a J9 Xil. 5,7 0,30 19,0 1,0

IO8 1.a 22 Xil. 5,5 0,25 33,o b5
2.a 2T Gluc 4,8 0,23 73,5 3-5

I25 I .* 17 Gluc 3,i O,l8 61,2 3,6
2.a 19 Xil. 4>5 0,24 22,8 1,2
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Como se ve en la tabla, la realidad es distinta de lo que-
suponíamos. Hay más fosfatasa, bien que no es grande la di­
ferencia, cuando el estímulo secretor era debido a la xilosa que-
cuando se absorbía glucosa, en experiencias de úna hora de
duración. En realidad, no se puede hablar de un estímulo más
intenso, pues quizá se trate simplemente de un estímulo más-
duradero : las diferencias de fosfatasa segregada son muy pe­
queñas en la primera media hora y después de este tiempo*
copio la glucosa se ha absorbido en «mayor proporción, hay
una considerable diferencia entre las cantidades de uno y otro-
azúcar restantes en las asas.

El punto de vista teleológico que apuntábamos, no podía-
sostenerse. Aun siendo inútil la fosfatasa para la absorción de-
xilosa, dado que ésta no puede fosforilizarse, se segrega en
tanta cantidad o más que cuando se ha de absorber glucosa.
Cabía esperar que si con el estímulo de glucosa y xilosa no
había grandes diferencias de respuesta secretora, menos las-
hubiese entre las distintas hexosas. Así nos comunicó López
Navarro haber encontrado en cobayos ; como las diferencias
de absorción son más marcadas en ratas, quisimos investigar
de todos modos si ocurría lo mismo en estos animales.

Una serie de experiencias tomando dos asas en cada ani­
mal, en las .que se ponía glucosa y fructosa respectivamente,
alternando en los distintos 'animales el orden de las asas con-
uno u otro azúcar, nos dió los resultados Que se reúnen en lai
siguiente tabla :



ABSORCIÓN SELECTIVA DE GLÚCIDOS 329*

TABLA VII

Secreción de fosfatasa intestinal y absorción de azúcares
en la rata. Asas aisladas con glucosa y fructosa. Duración de

la experiencia, 60 minutos.

Peso Asa Long.
cm. Azúcar

Fosfatasa presente Azúcar absorbido (mg.)

Total Por cm. Total Por.cm.

I30

’p

21
20

Gluc.
Fruct.

4,62
3,6

0,22
O,l8

77,7
58,0

3,7
2,9

I08 1.a
2.a

l8
22

Fruct.
Gluc.

3,8
5,3

0,21
0,24

59,8
74,8 .

3,3
3,4

I2Ó 1.a
2.a

19
21

Gluc.
Fruct.

3,6
4,8

0,19
0,25

76,0
60,0

4,o
3,o

Medias Glucosa
Fructosa

0,217
0,206

3,7
3,i

Los valores de fosfatasa segregada por centímetro de in­
testino son lo suficientemente parecidos, para que no pueda
establecerse diferencia entre la respuesta a la glucosa y a la
fructosa. :En cambio, las cantidades absorbidas de uno y otro-
azúcar son distintas, de acuerdo con la mayor selectividad para
la glucosa que para la fructosa.

2. La absorción de glucosa uen circulación por asa
abierta».

Si se hace pasar una solución de glucosa, a suficiente velo­
cidad, a través-de un asa intestinal, puede admitirse que no-
tiene prácticamente tiempo de sufrir transformaciones de tipo
fermentativo en ella ; además, las secreciones intestinales son
«barridas» continuamente y no pueden acumularse en la luz
intestinal, con lo que quizá no se consiguen alcanzar concen­
traciones eficaces de las mismas. Cabía esperar, pues, un des­
censo dé absorción de glucosa en tales condiciones.

Para reducir al mínimo la concentración de fosfatasas en
luz intestinal, puede también acudirse al procedimiento de re­
coger el líquido que ha pasado ya una vez por el asa y some­
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terlo a ebullición durante unos minutos con lo que se suprime
totalmente la actividad fosfatásica que tuviera ; una vez enfria­
do hasta 38o, se le vuelve a hacer pasar por el asa, todo ello
de manera continua. Si la glucosa absorbida es menor, signi­
ficará que la fosfatasa segregada es necesaria para la selecti­
vidad.

Planteamos, pues, en este sentido una serie de experiencias
en perros, animales que por la capacidad del asa y de
la absorción, son más aptos para este tipo de ensayos. Tienen,
en cambio, el serio inconveniente de que la selectividad no es
tan alta como en ratas. A continuación se incluyen los respec­
tivos protocolos.

1. Dos perros de 9 y 11 kg. Ayuno de 24 horas. En cada
uno de ellos se hacen tres pruebas en absorción de 30 minu­
tos : en la primera se parte de 100 c. c. de solución de glucosa
•en asa cerrada ; en la segunda se opera con circulación del
líquido (200 c. c. de solución) en asa abierta : se ponen 100
•centímetros cúbicos inicialmente en la bureta, se vierten al asa
y se carga con otros 100 c. c. la bureta abriendo lia llave d»
modo que la velocidad de flujo sea de unos 3 c. c. por minuto ;
en la tercera, además de los 100 c. c. se hacen pasar 250 c. c.
más a razón de unos 8 a 9 c. c. minuto. Después de cada
prueba se lava con 250 c. c. de suero fisiológico, completando
las probetas de recogida a 500, 500 y 750 c. c. respectivamen­
te. Simultáneamente a las determinaciones de glucosa no ab­
sorbida, se fliacen valoraciones de fosfatasa alcalina total
arrastrada en cada prueba que se da en unidades totales (mili­
gramo de P liberado en 60 minutos).

TABLA VIII
Absorción de glucosa ¿n perros, en pruebas de-circulación por

asa abierta, a distintas velocidades.

Pese
Asa

Prue. Veloc.
circulación

Glucosa (mg.) Fosf.
(UB)
TotalLong. P»SO Puesta Resid. Absor. /g^ /cm.

9 41 66 1.a O 5.000 3.020 I.980 30 48,3 220
'2.a 3 cc/min. 10.000 8.2l8 I .782 27 43 »4 202
3-* 8-9 cc/min. 17.500 15.916 I.584 24 38,6 207

11 44 76 i.a 0 5.000 3-024 I.976 26 44’9 173
,2.a 3 cc/m. 10.000 8.252 1-748 23 39’7 210

1 3-* 8-9 cc/m. 17-500 16.056 1 1-444 19 32,8 156
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2. Un perro de 6 kg. Ayuno de 24 horas. Tres pruebas
sucesivas de absorción de 30 minutos cada una. Las tres veces,
con circulación de la solución de glucosa a velocidad uniforme
de unos 6-7 c. c. minuto; volumen total de solución, por prue­
ba, de 300 c. c., recogiendo en probetas y enrasando a 750 c. c.
Se determina la absorción y la fosfatasa de cada prueba.

TABLA IX

Absorción de glucosa en perro, en pruebas de circulación por
asa abierta, a velocidad' constante.

Peso
Aso Prue­

bas Velocidad
Glucosa (rng.) Fosf.

totalLong. Peso Puesta Residual Absor. /g- [cm.

6 33 35 1.a 67 cc/m I5.OOO I4-IO3 897 23 27 229
2.a 15.OOO 14.220 780 20 23 197
3-‘ » I5.OOO I4.I42 858 22 26 l8l

3. Dos perros de 7,4 y 8 kg. Ayuno de 24 horas. En cada
uno de ellos se hacen dos pruebas sucesivas de absorción de 60
minutos: en ambas se hace pasar de nuevo al asa e¡l líquido
que va salliendo de ella, pero en una de ellas se inactiva antes
la fosfatasa. Se parte de soluciones obtenidas mezclando volú­
menes iguales de glucosa al 5 % y suero fisiológico. Cada
prueba con 400 c. c. de esta mezcla (10 g. de glucosa) y su cir­
culación se regula a 25-30 c. c. minuto. Para inactivar la fosfa­
tasa se substituyen las probetas por Erlenmeyers de 250 c. c.‘
de vidrio Jena, que son calentados directamente a la llama,
•con lo que el líquido que en ellos va fluyendo está prácticamen­
te s'iem'pre en ebullición ; cada 3 ó 4 minutos se cambia el
Erlenmeyer (evitando pérdida del líquido que fluye, por mo­
mentáneo cierre del tubo) y mientras el nuevo líquido hierve,
continúa la ebullición del anterior 1 ó 2 minutos más, lleván­
dolo luego a enfriar al chorro de agua fría hasta que desciende
la temperatura a los 38o, momento en el que se vuelve a verter
a la probeta. Se establece así un ciclo en que el líquido que
sale del asa vuelve a entrar en ella numerosas veces, pero siem­
pre después de haber hervido al menos 3 minutos. En la otra
prueba se establece el mismo ciclo, pero se substituye la ebu­
llición por la estancia en el baño a 38o.
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TABLA X

Absorción de glucosa en perros, en pruebas de 6o minutos, en
circulación por asa abierta, inactivando o no la fosfatasa.

Peso Long. Peso Prue­
bas Inactivación

Glucosa (mg.)
Fosf.
total

Puesta Resid. Absor.
total /g- /cm.

8 49 76 1.a No inac­
tivada 10.000 5.660 4-340 57,1 88,5 890

2.a Inactiva­
da 10.000 6.200 3.800 5°>o 77,5 45

7,4 57 85 1
1.a Inactiva­

da 10.000 6.303 3-697 43,5 64,8 37
2.a No inac­

tivada IO.OOC 5-24O 4.760 56 83,5 850

4. Perro de 12 kgs. Ayuno de 24 horas. Tres pruebas su­
cesivas de 30 minutos de duración ; las tres en circulación por
asa abierta. La de la primera y tercera inactivando la fosfatasa.
como anteriormente se ha referido, pero a distinta velocidad-
La segunda sin inactivar y circulando más despacio.

TABLA XI

Absorción de glucosa en perro, en prueba de 30 minutos, en
circulación por asa abie'rta a distintas velocidades, inactivando-

o no la fosfatasa.

Fosfatasa total: i.a, 60; 2.“, 166; 3.a, 15.

Pe­
so

Long Peso Prue­
bas Inactivación Velocidad

Glucosa (mg.)

Puesta Resid. Absor. /g- /cm.

12 3° 480 1.a Inactiva
da 10-12 cc. m. IOOOO 9094 906 18,8 30

2.a No inac
ti va 3-4 cc. m. IOOOO 8876 II24 23,0 37

3-* Inactiva­
da 20 cc. m. IOOOO 925O 975 *5,6 25
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De los protocolos arriba expuestos se deduce que la absor­
ción disminuye algo por el hecho de que circule la solución a
lo largo del asa y que esta disminución se acusa más, cuanto
más rápidamente circula el líquido.

Las experiencias de inactivación o no inactivación ponen
de manifiesto un sensible descenso, del orden del 20 % en la
absorción de glucosa cuando se inactiva la fosfatasa antes de
■devolver al asa el líquido; la eficacia de tal inactivación
se muestra en los valores de fosfatasa encontrados al final de
las pruebas.

3. Acción de los inhibidores de las fosfatasas sobre la ab­
sorción selectiva.

Las experiencias anteriores permitían establecer relación en­
tre las fosfatasas segregadas y la absorción selectiva. Convenía
confirmarla con otras en las que se viera si realmente se alte­
raba la selectividad mediante el empleo de inhibidores de las.
fosfatasas. Tal alteración había sido demostrada hace largo
tiempo, pero en experiencias que no permiten dilucidar si la
•disminución en la absorción corresponde a la inhibición de las
fosfatasas endocelulares exclusivamente o está condicionada,
en parte al menos, a la simultánea inhibición de las segre­
gadas.

Bien conocido era el paralelismo entré la acción inhibidora de
la florricina y el ácido monoyadoacético sobre la fosforilización y
sobre la absorción selectiva (Wjlson, 152, Lundsgaard, 97, Wer-
theimer, 143, Robers y Westenkóffer, i 17, para la florricina, y
Wilbrandt y Laszt, 15 i, Verzár y Laszt, 137, Laszt y Verzár,
92, y Verzár y W(irz, 140, para el monoyodoacético).

Particularmente demostrativas. son las experiencias de Wer-
theimer : la florricinainhibe en.ratas la absorción selectiva de azú­
cares tanto cuando se introduce en el asa con la solución de azúcar
como administrándola por vía subcutánea, y no influye sobre la
absorción de pentosas ; actúa sobre las hexosas tanto más cuanto
más selectivamente se absorban, hasta el punto de que puede igua­
larse la absorción de glucosa a la de arabinosa. Afirmaciones simi­
lares hace la escuela de Verzár con el ácido monoyodoacético.

Pese a la categoría de estos hechos, no faltan afirmaciones en
contra. Westenbrink (147), encuentra con el ácido monoyodoacé­
tico inhibición de la absorción de glucosa, pero también disminuye
la de 1-xilosa y explica el hecho admitiendo que la inhibición no se
debe a una acción directa sobre el proceso de la absorción, sino a
trastornos circulatorios. Klinghoffer (75), afirma que el monoyo­
doacético no es un inhibidor específico de la fosforilización, sino un
veneno general que inhibe indiferentemente la absorción de gluco­
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sa, xilosa y aun cloruro sódico. Quizá sea cuestión de dosis. Desde
luego, tienen más valor los hechos positivos de inhibición de hexo-
sas sin influencia sobre las pentosas, en asas de un mismo animal.
Frente a la inhibición pretendida por Klinghoffer para el cloruro
sódico, está la completa falta de influjo encontrada por Verzár y
Laszt para el sulfato sódico.

Lundsgaard (96) observó la acción inhibidora de la florricina
sobre los procesos de fosfo y defosforilización a concentraciones de
m/200 y m/50. Ya a 1/5.000 encuentra Laszt (88) inhibición de la
síntesis de ásteres hexosafosfóricos por extractos de mucosa intesti­
nal. Contra la inhibición de las fosfatasas por la florricina ha habla­
do Lambrechts (83), con argumentos poco sólidos. Precisamente
Ellinger y Lambrechts (47), han dado luego una excelente de­
mostración del tóxico en los túbuli proximales para varios deriva­
dos de la florricina. Ultimamente, FANTLy Rome (49) han encontra­
do que la florricina inhibe más la actividad de la fosfatasa (de híga­
do de conejo) sobre el glucosa-6-fosfato que sobre el glicerofosfato
o fenilfosfato. Esta diferencia de comportamiento, unida a ser los
dos últimos los substratos habituales para la valoración de la acti-
.vidad fosfatásica, podría aclarar algunas aparentes contradicciones.

Quedamos, pues, en que con toda seguridad la florricina y el
ácido monoyodoacético pueden inhibir la absorción selectiva y que
muy probablemente se debe ello a la inhibición de los procesos de
fosforilización.

Análoga acción se ha encontrado para la amigdalina, arbuti-
na y salicina por Abderhalden y Effkemánn (i). Igualmente inhi­
ben, al menos las dos primeras, la reabsorción de glucosa en los
tubuli.

Quisimos en primer término, ampliar este tipo de observa­
ciones con la introducción en asas aisladas de substancias fuer­
temente inhibidoras de la fosfatasa. Utilizamos el cadmio y
cobre a concentraciones m/10 y m/100 respectivamente, a las
que López Navarro había encontrado ejercen una inhibición
sobre la actividad hidrolítica de la fosfatasa dé la secreción in­
testinal, de 90 y 80 % respectivamente. - '

Se procedió en la siguiente forma: Se preparó una solu­
ción de glucosa al 5,4 % adicionada de 0,9 % de Cl3Cd ; para
compensar la hipertonía introducida por la sal de cadmio, se
disolvió en otra porción de solución de azúcar un 0,3 por 100
de CINa. Para el cobre nos limitamos a adicionar a dos mues­
tras de solución de glucosa un 1 % de solución molar de sul­
fato de cobre y cloruro sódico respectivamente. En cada rata
se preparaban dos asas, una con la substancia ensayo-y la
otra con la solución compensada correspondiente, invirtiendo,
de un animal a otro, el orden de colocación de las mismas. Los
resultados se consignan en la siguiente tabla :
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TABLA XII

Acción de cadmio y cobre sobre la absorción de glucosa. En
asa, 108 mg. Tiempo de experiencia, una hora

Peso Asa Long. Inhi­
bidor

Glucoso ab­
sorbida (mg.)

Fosfatasa segregada
(UB)

P inore único

Porcm.Total (tJTotal Por cm. Total Por cm.

I08 1.a 18 Cd 18 1,0 o,45 0,025 12 0,67 '
2.a 18 41 2,3 o,5 0,028 82 4.5 !

117 1.a 18 9° 5,0 o,7 0,039 55 3,0 '
2.a 16 Cd 48 3,o o,5 0,031 39 2,4 i

105 T a 16 92 5,7 i,7 0,106 82
1

5»1 ,
2.a 21 Cu 72 3.4 i,9 0,090 160 7,6 1

102 1.a 18 Cu 65 3,6 2,4 0,133 162 9,°
2.a 17 60 3,5 4,7 0,276 43 2,5

Las ratas con cadmio estaban frías (por debajo de 34o) ;
también las de cobre manifestaban tendencia al enfriamiento.
Las asas con cadmio y cobre aparecían repletas de líquido al
final de la experiencia en contraste con las controles. La evi­
dente acción tóxica quita valor a las variaciones de absorción.
La fosfatasa segregada es considerablemente inferior a la nor­
mal, particularmente en los animales con cadmio, a no ser que
se tratase de inhibición de la misma en el propio animal, cosa
ésta poco verosímil, dado que tal disminución de actividad se
manifiesta igualmente en las asas con cadmio y sin él. En
cambio, en los animales en los que una de las asas contuvo
cobre se observa una neta diferencia entre los valores de acti­
vidad fosfatásica del contenido en las asas, con y sin cobre.

En cuanto al fósforo, hay que resaltar el constante aumento-
de fósforo inorgánico presente en las asas que contenían cobre,
con respecto a los controles.

Vista la acción inhibidora del cobre y cadmio, nos plantea­
mos unas experiencias con nuestra técnica de absorción para
tratar de ver si tal efecto se ejercía por la inhibición de las
fosfatasas endocelulares o de la segregación. La acción de un
determinado factor que se incorpora a la luz intestinal, puede
ejercerse en esta misma luz o en la mucosa o en el interior del
organismo, una vez que ha penetrado en el torrente circulato-
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rio. Si después de confirmar en una prueba de absorción la
inhibición se arrastra el contenido del asa por un lavado sufi­
ciente y rápido, poniendo ahora la solución a absorber sin el
factor inhibidor, es lógico pensar en que la acción centrad de­
bería subsistir, pues continuará en la sangre el absorbido en
la prueba anterior y no puede eliminarse en el tiempo de la
experiencia ; tampoco se ha podido suprimir un efecto tóxico
precedente sobre la mucosa; ni es fácil que en breve tiempo
de lavado desaparezca tal factor de las células; cabe pensar
que a lo largo de la siguiente prueba vaya desapareciendo por
paso a la sangre, o regreso a la luz intestinal ; pero si el efecto’
del factor desaparece, al menos en buena parte, por no acom­
pañarlo en la solución a absorber, se tiene bastante funda­
mento para atribuir gran partedel mismo a su acción en luz.

Por ello, en dos ratas hicimos tres pruebas sucesivas de
absorción : la primera, de solución de glucosa, al> 5 % ; la se­
gunda, con solución de glucosa al 5 %, adicionada de CLCd
que quedaba al 0,9 % ; la tercera, con la misma solución de
glucosa que tenía CINa al 0,43 % para compensar la hipertonía
por el Cl2Cd.

En otras dos, la primera y tercera prueba eran con glucosa
•al 5 % y a la segunda se le adicionaba SO4CU (o, 1 c. c. de
SO4CU molar, por cada 10 c. c. de solución de glucosa).

La tabla XIII expresa los resultados.
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TABLA XIII

.Absorción de glucosa en intestino de rata, en pruebas sucesivas
■de jo minutos en asa cerrada, con adición o no de cobre y
■cadmio a concentración mlioo y m/20 respectivamente. Glu­

cosa puesta, 500 mg.

Peso
Asa

Prue­
ba Temp. Inhibidor

Glucosa (mg.)

Long. Peso Resid. Absorb. /s- ./c-

I.25 26 2,0 .1.» 37,5
cobre

395 !O5 52,5 4,0
0 a 37,4 480 20 10 0,8
3-“ 37,1 —- 420 80 40 3,1

129 19 1,3 1? 36,5 — 388 112 56 5,9
2.a 36,7 cobre 425 75 37,5 3,9
3-a 36,4 —— 380 120 60 6,3

182 30 2,3 i.a 37,5 — 325 175 76 cr
i co

2.a 37,6 cadmio 408 92 40 1,3
3-* — — Murió en el curso de la prueba

120 38 2,6 i.a 37,5 — 305 195 75 5,i
2.a 36,8 cadmio 444 56 20 i,5
3,a — — Murió en el curso de la prueba

Se confirma la inhibición por cobre y cadmio. La toxicidad
■del cadmio se pone de manifiesto porque llega a- producir la
muerte de líos dos animales en el curso de las pruebas poste­
riores ; con el cobre, las ratas sobrevivieron bien, Después de
la absorción con cadmio o cobre se lavaba abundantemente
(con 90 c. c. de suero, en lugar de 30 c. c.). Las terceras prue­
bas sucesivas a las de cobre, tienden a dar valores de absorción
normales: el efecto inhibidor cesa por. el lavado.

Quisimos ver si también desparecía la inhibición de la
selectividad por florricina, después del lavado del asa, ope­
rando de manera semejante: Dos ratas son sometidas a tres
pruebas sucesivas de absorción ; la primera v tercera con glu­
cosa al 5 % solamente ;. la segunda con solución de glucosa
al 5 % adicionada de florricina a concentración m/50, la misma
que había utilizado Lundsgaard para demostrar la inhibición.
Después de esta segunda prueba se lava con 90 c. c. de suero.
A diferencia del citado investigador, no estimamos necesario
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eliminar la florricina previamente a la determinación de glu­
cosa : con la técnica que utilizamos, soluciones tipo de glucosa
sola o glucosa con florricina — a la concentración correspon­
diente — dan exactamente los mismos valores.

TABLA XIV

Acción de la florricina m¡¿o sobre la absorción de glucosa enc­
asa cerrada de intestino. Glucosa puesta, 500 mg.

Peso
Asa

Prueba
Glucosa (mg.)

Long. Peso Resid. Absorb. /g- -/cm.

IIO 17 ’,3 1.a 375 I25 96 7,32.a 480 20 15 0,9
3-‘ 385 JI5 88 6,8

98 16,5 i,3 i.a 355 *45 ni 8,5
2.a 475 25 19 i,5
3-a 380 120 92 7,2

La florricina, inhibidora de las fosforilizaciones, y concre­
tamente de las fosfatasas de la secreción intestinal (López Na­
varro) inhibe la absorción selectiva. El lavado de la luz intes­
tinal es suficientemente eficaz para que tajl inhibición desapa­
rezca casi totalmente.

4. Aceleración de la absorción selectiva por la adición der
fosfatasas.

Las fosfatasas segregadas, según los resultados anterio­
res, deben intervenir en los procesos de absorción selectiva-
Hasta aquí, se trataba de experiencias en las que reduciendo o
suprimiendo prácticamente su actividad se seguía una dismi­
nución paralela dé la absorción. Pensamos averiguar ahora sí
aumentando experimentalmente su concentración en luz, se fa­
cilitaba en algún grado la absorción selectiva.

Quisimos iniciar este ensayo en cobayos que por tener un
menor grado de selectividad podían tal vez acusar mejor un
aumento del mlismo.

Utilizamos asas aisladas en las que se introducía una solu-
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ción que contenía glucosa, tampón fosfatos y, además, en una
o dos asas del mismo animal, fosfatasa. Se preparaba mez­
clando volúmenes iguales de solución de glucosa al 16,2 %,
tampón de fosfatos m/ 15 de pH 7 ó 6,5, según las experiencias
y un medio rico en fosfatasas. Este consistía en unos casos én
autolizado de intestino, en otros, era un contenido intestinal,
no diluido, de asas de perro que poseían abundante fosfatasa
segregada por estímulo de glucosa o glicocola. Otras asas eran
llenadas con la misma mezcla, pero sustituyendo el medio rico
en fosfatasas por agua, sirviendo como control. De los dos
líquidos utilizados en cada caso, se tomaban 2 c. c. con la
misma jeringa que usábamos en nuestras experiencias y de­
terminábamos la cantidad exacta de glucosa que contenían.

1. Cobayos
Se utilizaron cobayos con ayuno previo de 48 horas y anes­

tesia de uretano. En cada animal se hicieron 203 asas, inyec­
tando en cada una 2 c. c. de líquido. El tiempo de absorción
fué de 45 minutos. Se tamponaba a pH 7. La fosfatasa utili­
zada consistió en un autolizado de intestino de cobayo al 1/10
de 24 horas filtrado por algodón. Los resultados se reúnen en
la tabla XV.

TABLA XV
Absorción de glucosa, en asas intestinales de cobayo, tampo-
nada a pH 7 con fosfatos, con y sin adición de fosfatasa de

intestino de cobayo. Tiempo, 45 minutos.

Peso Aso Long.
Fosfatasa

Unidades °/0
(0 pH 9,4)

Puesta
Glucosa (mg.) absorbida

tota Por cm.

450 1.a 24 O IOO 29,5 1,23
2.a 24 155 102 55,5 2,31

350 1.a 22 *55 TOO 7b5 3,25
2.a 18 0 IOO 4b5 2,30

420 1.a 21 0 102 66 3,H2.a 20 180 III 59 2,95
3-* 23,5 0 102 52 2,21

3,85395 1.a 20,0 180 III 77
2.a 21,0 0 102 63 3,<>

3,183-‘ 0 22 180 III 70
Medias fosfatasa 3,11

(controles 2,37
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Como se ve, en las asas con fosfatasa se absorbe en gene­
ral más glucosa que en las control ; las diferencias por posi­
ción de asa se compensan por haber alternado el orden de colo­
cación en las mismas. Las medias revelan un aumento del 31
por 100 aproximadamente. Puede verse también cómo en un
mismo animal las 2as. asas con fosfatasa absorben incluso más
que las ias. sin ella, a pesar de que en ese nivel está ya la ab­
sorción bastante disminuida.

2. Ratas

Ratas con ayuno de 24 horas y anestesia de uretano. Dos
o tres asas en cada animal con 1,5 c. c. de líquido. El tiempo
de absorción fué siempre de 30'. Tampón fosfatos de pH 6,5.
Se ha utilizado fosfatasa de autolizado de intestino de rata
al 1/3. Otras veces, fosfatasa de la secreción intestinal de perro
recogida tras estímulo de glucosa o de glicocola. En algún
caso se inactivó la fosfatasa.

TABLA XVI

Absorción de glucosa en asas intestinales de rata tamponada
con fosfatos a pH 6,5, con y sin adición de fosfatasa de intes­

tino de rata. Tiempo, jo minutos.

Peso Aso long.
Fosfatasa

Unidades °/o
(a pH 9,4)

Glucosa (mg.)

Puesta Absorbida
Total Por cm.

IOO 1.a l6 170 82,5 52,3 3,27
2.a 14 O 79,5 22,8 1,63

I JO 1.a l6 O 79,5 39,5 2,46
2.a 12 I70 82,5 25,0 2,09

103 I-*1 14 O 79,5 60 4,28
2.a i5’5 T7O 82,5 44,3 2,86
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TABLA XVII

Absorción de glucosa en asas intestinales de rata, tamponada
con fosfatos a pH 6,5, con y sin adición de fosfatasa de secre­

ción intestinal de perro. Tiempo, jo minutos.

Peso Asa Long.
Fosfatasa

Unidades °/o
(a pH 9,4)

Glucosa

Puesta
Absorbido

Total Por cm.

2I5 I.** 16 O 78 47 2,94
2.a 18 I2Ó 93 56 3>°5

310 I .a 18,5 O 78 61 3,3
2.a J7»5 126 93 49 2,8

295 1.a 18 O 78 48 2,67
2.a 19,5 I2Ó 93 58 2,97

210 1.a 15 O 78 37 2,47
2.a 13 126 93 47 3,61
3-a 12 I2Ó 93 35 2,92

_ _ \ con fosfatasaMedias j 3>°7

' controles 2,84



TABLA XVIII

Absorción de glucosa en asas intestinales de rata, tamponada
con fosfatos a pH 6,5, con y sin adición de fosfatasa de secre­

ción intestinal de perro (estimulo, glicocola).

Peso Asa Long.
Fosfatasa

Unidades °/o
(a pH 9,4)

Glucosa
Fosfatasa fi­
nal presente
Unid, en cm,Puesta

Absorbida

Total Por cm.

Tiempo 30 minutes

187 1.a 15 O 8l 57 3,8 O,l8
2.a 12 250 85 5*,3 4,27 3,36
3-“ 15,5 O 8l 47-7 3,07 0,77

157 i.a 15 250 85 54,7 3,65 3,362.a 14.5 O 8l 52,1 3,59 1,06
3-a *5,5 250 85 47,7 3»°7 3,86

345 i.a 21 250 85 77,7 3,7o 3,86
2.a 22,5 O 8l 60,3 2,68 i,32
3-“ 17 250 85 49,8 2,93 5,63

Tiempo 60 minutos

140 Ileon XI,5 Inactivada 72 3° 2,61
Colon 9,5 380 72 10 1,05 —

IOO Ileon 9,5 380 72 48 5,°5 —
Colon 7 Inactivada 72 9,5 i,35 —

IIO Ileon i3,5 Inactivada 46 22, 3,23 __
Colon 7,5 385 46 13,6 1,81 —

IIO Ileon 9,5 385 46 3° 3,16 —
Colon 9 Inactivada | 46 8 0,88 —

Las tablas XVI, XVII y XVIII, expresan los resultados
obtenidos. Como puede verse en la tabla XVI, en las prime­
ras asas, que quedaron siempre como controles, se absorbe
menos glucosa que en las segundas que tenían fosfatasa ; la
media respectiva es de 2,84 mg/cm. y 3,07, respectivamente. La
diferencia tiene más valor, dado que por la posición de las
asas, la absorción normal sin adición d'e fosfatasas debería ser
bastante más baja en las segundas que en ¿as primeras. Inclu­
so en asas en porciones considerablemente más bajas (irán-
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«ámente en íleon), se llega a nivelar o aun superar la capacidad
de absorción gracias a la adición de fosfatasas.

En las tablas XVII y XVIII se aprecia también, como la
adición de fosfatasas acelera, aunque haya alguna excepción,
la absorción de glucosa, en proporciones variables.

En los cuatro últimos animcéies de la Tabla XVIII se re­
cogen datos de íleon y colon ; la media en íleon, con adi­
ción de fosfatasa inactivada es de 2,9 frente a 4.1 cuando se
proporciona abundante fosfatasa. En colon los resultados son
inciertos.

Los resultados no permiten establecer diferencias por el
distinto origen de las fosfatasas adicionadas.

Nuestra técnica de absorciones sucesivas permitió plantear
otra serie de experiencias en ratas para comparar la absorción
con o sin adición de fosfatasas en la misma asa del mismo
animal.

Se prepararon asas en unos casos en yeyuno, otras veces en
íleon o en colon. Se Ihacían en cada animal tres pruebas : la
primera con glucosa y tampón fosfatos ; la segunda con gluco­
sa, tampón fosfatos y fosfatasa de sécreción intestinal de perro ;
y la tercera, de nuevo con glucosa y tampón fosfatos. Las so­
luciones se preparaban de la manera descrita antes. El pH
fué 6,5. En algunos casos, como control, se ponía fosfatasa
inactivada por permanencia previa durante 15 minutos a 73-75°•
En íleon y colon-recto, conviene no introducir la cánula de
salida antes de limpiarlos de contenido; para ello, hecho el
corte en el asa se aboca ésta a una cápsula y se hace entrar a
presión — con jeringa ajustada al tubo de goma de la cánula
de entrada en e|L asa — el suero fisiológico necesario. La escasa
longitud del colon, y su pobre capacidad de absorción de glu­
cosa, nos llevó a no poner más que 5 c. c. de solución a absor­
ber ; la cánula de salida se introducía sencillamente por el ano
y se ligaba sobre el recto desde la cavidad abdominal.
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TABLA XIX

Absorción de glucosa en pruebas sucesivas en asa cerrada de­
intestino de rata, tamponada con fosfatos a pH 6,5 con o sin
adición de fosfatasa de secreción intestinal de perro (estimulo'

glicocola). Tiempo, jo minutos.

Peso
Asa

Prue­
ba

Fosfatasa
U. 0/0

(a pH9,4)

Glucosa (mg.)

Long. Pese Posición Pues­
ta Resid. Ab­

sor. /g- /cm.. •

115 15 1,22 Yeyuno I O 530 425 I°5 86 7,0 <
j 2 220 535 420 115 94 7,7

3 O 530 432 98 80 6,5 >
128 14 M Yeyuno 1 O 53° 448 82 75 6,0

2 220 530 443 87 79 6,8 .
3 O 53° 367 163 88 8,0 ;

I31 20 L85 Yeyuno 1 O 530 367 163 88 8,0
2 Inactiv. 53° 382 158 85 7,9 ’
3 0 530 382 158 85 7,9

135 18 i,73 Yeyuno 1 0 c?o 37i 159 92 8,8 ’
2 175 530 360 170 98 9,5 í
3 0 53° 365 165 95 9,2 ;

148 17,1 i.5 Ileon 1 0 53° 438 92 61 5,4 ,j
2 220 530 425 105 70 6,0 ¡
3 0 530 436 94 63 5,6 )

133 18,5 i,7 Ileon 1 0 53° 424 106 62 5,7 ’
2 175 53° 434 96 56 5,2 !
3 0 530 447 83 49 4,5 )

I 12 8 0,76 Colon 1 0 265 245 20 26 2.5 "
2 220 267,5 232,4 35,1 46 4,3 i
3 0 265 253,5 ii,5 1.5 1,4 ¿

I08 8 o,7 Colon 1 0 265 244 21 3° 2,6 ;
2 175 265 242 23 33 2,9 ■

i
3 0 265 254 11 16 i,4 1

El resultado coincide en general con el obtenido con la otra.
técnica. Es casi constante el aumento de absorción, aunque-
ligero, cuando se adicionan fosfatasas; tal incremento no se-
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presenta si se han inactivado éstas previamente por el calor.
El aumento observado también en colon, rio es constante.

5. Sobre el pH óptimo para la absorción de azúcares se­
lectivos.

En 1931, Magee y Reíd (i00) descubrieron que la absorción de
un azúcar selectivo, la glucosa, era acelerada un 50 % por la pre­
sencia de fosfatos (a pH 7,0), mientras que uno no selectivo, la xi-
losa, no experimentaba modificación. La experiencia tiene un valor
considerable, se había conseguido aumentar una absorción que ya
de suyo superaba con bastante a las fuerzas fisicoquímicas. Y esta
aceleración debía recaer sobre el propio mecanismo de la absorción'
selectiva, ya que no influía sobre la xilosa.

Sugirieron que debía estar quizá en relación con la formación de
ésteres hexosa-fosfóricos, pero sin atreverse a afirmarlo, ya que
no los habían encontrado. Wilbrandt y Laszt confirmaron en el
año 1933 (151) la aserción de Magee y Reíd, pero dos años más
tarde el propio Laszt (87) rebatió experimentalmente que dicha ace­
leración se debiera precisamente al fósforo : seguía obteniéndola con
el tampón de fosfatos empleado por Magee y Reid, pero se daba
también — y de la misma intensidad — con otros tampones (borato
y acetato) del mismo pH. La aceleración estaba ligada al pH neu­
tro ; a pH alcalino o ácido disminuía marcadamente la aceleración-
La absorción de xilosa no es modificada por ningún pH. Estas son
sus conclusiones. Su interpretación (téngase en cuenta que ya dos
años antes había formulado con Wilbrandt la teoría de la fosfo-
rilización en el epitelio intestinal) es que se favorece «un proceso fer­
mentativo que tiene lugar en el epitelio de la mucosa intestinal...
cuyo pH óptimo es 7,0».

No han faltado testimonios en contra, no ya de la interpretaciónr
sino del hecho en sí de la aceleración por fosfatos. Cajori y
Karr (22). afirman que la presencia de fosfatos no acelera la ab­
sorción de glucosa en asa deThiry en perros. Lo mismo dice Westen-
brink (148) para ratas con el método de Cori, añadiendo que ele­
vando la concentración de fosfatos se llega a retardar la absor­
ción un 20 %.

En este orden de cosas un testimonio negativo a penas resta
valor a uno positivo: la absorción selectiva puede ser acelerada por
modificación del pH.

La interpretación de Laszt, entendiendo «en el epitelio» como
en el interior de sus células, está subordinada, como decíamos, a su
teoría de la absorción, previamente formulada. En sí, nos parece
poco verosímil. No es tan sencillo — ni quizá fuera tan eficaz — el
modificar el1 pH endocelular. Spek y Chambers (129), entre otros,
lo han comprobado. La introducción en el protoplasma de una amiba
de soluciones ácidas o alcalinas (C1H o NaOH) adicionadas de un
indicador es seguida del viraje de ésta al pH del protoplasma (7,3),
sin que se consiga modificarlo aún con la inyección de líquidos-
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«¡ en la extraordinariamente amplia zona de pH de 2,5 — 9,0 !» Por
debajo de pH 2,5 se sigue la coagulación del protoplasma en el
lugar de entrada del ácido. No resta valor el que el propio Spek
reconozca (128) que no toda esta invulnerabilidad aparente es real,
•sino debida en parte a artificio de técnica. Aun con ello, hablan los
hechos bastante en contra de la hipótesis de que se modifique el pH
del epitelio intestinal por la introducción de tampones en la luz del
intestino.

Laszt había utilizado tampones de :
pH 4,0 —- 4,7 — 7,0 — 7,4 — 7,8 y 8,4, encontrando absor­

ciones de :
34>4 — 38,5 — 50,4 — 37,8 — 31,6 y 27,6 % respectiva­

mente, siendo la absorción en ausencia de tampón de 30,4. No
estaba, pues, muy claro el fundamento para establecer un óptimo
a pH 7,0. Para dilucidarlo efectuamos una serie de experien­
cias de absorción, en asas aisladas de ratas, de glucosa al 5,4
por 100, disuelta en tampones acetato-veronal según Michae-
lis, salvo el cloruro sódico que omitimos, para no aumentar
la hipertonía (y sin el acético que indicábamos en la técnica de
determinación de fosfatasa). Alternábamos el orden de las
asas para comparar dentro del mismo anima? los pH 7,0 y 6,0,
correspondiendo este último a la zona pasada por alto en las
experiencias de Laszt. Los protocolos se .resumen en la tabla
siguiente :
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TABLA XX

Absorción de glucosa en asas aisladas de rata, tamponada a
pH 7,0 y 6,0 (lampón acetato-veronal). jo minutos de dm-

ración. 81 mg. en asa.

Peso Asa Long. pH Glucosa
Total

Absorbida
Por cm.

Fosfatasa segregada

Total Por cm.

*35 1.a 17 7,0 63 3,70 1,46 O,o8
2.a 18 6,0 44 2,44 i,32 0,07

145 1.a 20,5 6,00 64 3,12 1,36 0,07
2.a I7,5 7,°° 50 2,86 i,66 0,09

100 1.a 22,5 7,o 63 2,80 2,4 0,11
2.a *7,5 6,0 29 1,66 2,5 0,14

118 1.a i7 6,0 69 4,06 2,8 O,l6
2.a 18,5 7,o 47 2,54 1,2 0.07

’asas : 1.a s. 2.a S
Medias 4 pH 7,° 3,25 2,7

; pH 6,0 3,59 2,05

No hay, por tanto, diferencia apreciable en la absorción de
glucosa entre los pH 7,0 y 6,0. La reunión de este dato con
los de Laszt permite sentar <la conclusión de que hay una zona
— no un punto — de pH óptimo para la absorción selectiva,
situada precisamente en la neutralidad e inmediatamente por
debajo de ella. Los resultados de fosfatasa y fósforo, caen den­
tro de la variabilidad fisiológica, por lo que no queremos aven­
turar conclusiones. En cambio, sí queremos resaltar algo que
pudiendü ser casual también podría tener un significado fisioló­
gico : las medias de absorción dan una ligera ventaja a pH
6,0 en las primeras asas (yeyuno) y una ventaja del mismo or­
den a pH 7 en las segundas (íleon). La reacción del contenido
intestinal en condiciones fisiológicas es hab'itualmente acida, si
bien con acidez decreciente a lo largo del intestino. Por ejem­
plo, en el perro han encontrado Graysei. y Miller (57) unos
valores medios de 5,99 en el yeyuno próxima! y 6,36 en el
íleon distal. La introducción de un tampón de pH 6,0 es,
pues, más fisiológica en yeyuno que en íleon.



348 A. SOLS Y F. PONZ

Para concretar más la zona de pH óptima para la absor­
ción, utilizamos nuestra técnica de pruebas sucesivas en la
misma asa. El tampón acetato veronal ejerce cierto efecto tó­
xico que comienza a influir sobre la absorción, según observa­
mos, a partir de la hora y media de ponerlo en el asa, y que
puede llegar a producir la muerte del animal a las dos horas
o aun antes. Por ello, sólo hicimos tres pruebas en cada rata,
de 30 minutos. Preparamos soluciones amortiguadoras de
pH 7,66, 7,0, 6,75, 6,12 y 5,0, substituyendo los 2 c. c. de
CINa al 8,5 %, por 6 c. c. de glucosa al 18 % (1,08 g.) y po­
niendo el C'.H que corresponde para cada pH y completando
con agua a 25 c. c. Queda así tampón isotónico, glucosado
al 4,32 %•

En lia tabla XXI se ve cómo se planteó la experiencia.

TABLA XXI

Absorción de glucosa a distintos pH (acetato-veronal) en prue­
bas sucesivas de jo minutos de duración, en asa cerrada de rata.

Glucosa puesta, 450 mg.

Peso
Asa

Prueba pH
Glucosa mg.

Long. | Peso Resid. Absorb. /g- • jan.

155 19 i,57 I 7,66 355 75 48 3,9
2 7,oo 295 135 84 7,i
3 6,75 289 I41 90 7,4

145 15>5 1,1 1 7,oo 342 88 80 5,7
2 6,75 326 104 95 6,7
3 6,12 335 95 86 6,1

I40 18 i,45 1 6,75 3t8 116 80 6,4
2 6,12 318 112 77 6,2

3 5,o 336 95 65 5,2

Hay claro descenso a pH 7,66 y a pH 5,0 ; entre 7 y 6, hay
una zona óptima e inclusopodrá hablarse de un vértice sobre
6,7-6,5 ; pues en los datos recogidos se aprecia una serie de­
absorción que groseramente puede expresarse así:

7,66 < 7 < 6,75 > 6,12 > 5.
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-6. Partid-pación del fósforo segregado en la absorción selectiva

De lo que más nos había llamado la atención, era el doble
hecho referido por Laszt (89 y 90) de que el fósforo segrega­
do por el intestino ofrece un comportamiento relacionado con
la absorción selectiva y que tan importante era para ella qué
su eliminación funcional la inhibía por completo.

Determinando fósforo inorgánico en el contenido intestinal
•de asas de rata en absorción de azúcares encontró que a lo largo
del tiempo aumentaba constantemente cuando los azúcares no
eran selectivos (xilosa y mañosa) mientras que ¡la curva presen­
taba una inflexión cuando se trataba de galactosa o glucosa;
después de 15 ó 30 minutos respectivamente no sólo no seguía
aumentando, sino que disminuía, con particular intensidad en
en el caso de la glucosa. 'Este hecho ha sido confirmado por
uno de nosotros (Ponz, 115).

En una segunda serie de experiencias adicionaba Laszt al
azúcar cloruro de cerio (al 0,25 %) que precipitaba los fosfatos.
El resultado fué completamente demostrativo : el fósóforo di­
suelto encontrado en luz intestinal fué constantemene nulo, la
glucosa se absorbía a la misma velocidad que la xilosa, y ésta
y la mañosa se absorbían a la misma velocidad que en ausencia
de cerlio; o dicho m¿is brevemente: el cerio inhibía completa­
mente la absorción selectiva sin influir lo más mínimo sobre la
no selectiva.

Ya desde el primer momento consideró Laszt este compor­
tamiento del fósforo como un valioso dato en favor de su teoría
de la fosforiliización. Pero al final del último trabajo dice toda­
vía «la relación cuantitativa entre el fóósforo segregado y el
azúcar reabsorbido no la podemos todavía comprobar ni aun
con estas experiencias».

Nos planteamos el siguiente dilema: el cerio actúa en la
luz ¡intestinal o también en el epitelio después de absorbido.
Por el testimonio de Laszt (90), de no encontrarse ninguna al­
teración histológica en mucosa intestinal, y toferar el animal
dosis administradas por vía parenteral cuatro veces mayores
que las utilizadas en sus experiencias parecía menos probable
la segunda. Para ver de aclararlo planeamos la siguiente expe­
riencia :
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Observar en un mismo animal la absorción de hexosa y
pentosa con cerio e inmediatamente después de arrastrarlo. De
actuar el cerio en la mucosa, después de absorbido, era de
esperar una persistencia de influjo más o menos duradera, pero
que debía ser apreciable en experiencias de corta duración.
Procedimos de la siguiente forma : En dos asas distintas de un
mismo animal se pone glucosa y xilosa con cerio; después de
media hora se abren «in situn los extremos distal y proximal
de cada una, arrastrando su contenido con unos 20 c. c. de
suero fisiológico a 37o. Se vacía el residuo de liquido de lava­
do exprimiendo con suavidad ; se liga inmediatamente por en­
cima de la abertura distal y se introduce una nueva dosis de
solución de azúcar, la misma que ’ía primera vez, sin cerio.
Los resultados se consignan en la tabla siguiente :

TABLA XXII

Absorción de glucosa y xilosa en presencia de cerio e inme­
diatamente después de arrastrarlo. Tiempo de absorción, 30 mi­
nutos. El Cl2Ce al 0,25 '%. Glucosa y xilosa al 5,4 % y 4,5 %,
respectivamente. Secreción de fosfatasa y fósforo inorgánico

en lus.

Peso Asa Long.
(1) Azúcar

Con Cerio (2) Sin Cerio

Absor.
cm.

¡Fosfatasa
Por cm. P/cm. Abs.

cm.
Fosfatasa n

cm. P/cm.

135 1.a 19 G. i,75 0,021 O 2,58 0,048 3,3
2.a 20 X. 1,2 0,013 O 1,2 0,035 2,6

G/X i,45 2,15

135 1.a 21,5 X. 1,02 0,05 O 1,2 0,065 3,3
2.a •15 G. 1,06 0,062 O 3,13 0,058 1,0

G/X 1,04 2,6

De los resultados consignados se desprende que efectiva­
mente el cerio introducido en luz intestinal inhibe la absorción

(1) Longitud medida después de la segunda parte de la experiencia; en la primera, serían
unos 2 cm. más largas; los cálculos por centímetro se hacen sobre este supuesto.

(2) Los resultados de esta primera parte de la experiencia son forzosamente aproximado»
dadas las condiciones de extracción de los contenidos de las asas y la referencia a longitudes
no exactas.
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de glucosa sin influir sobre la de xilosa, si bien dicha inhibi­
ción no es tan completa que suprima de un modo absoluto la
absorción selectiva.

Y que inmediatamente o muy poco después (a lo sumo en
el plazo de un cuarto de hora) de arrastrar el cerio de la luz.
intestinal, se reanuda la absorción selectiva. A este respecto
hay que observar que si las relaciones glucosa-xilosa no lle­
gan en las dos experiencias realizadas al nivel habitual en ani­
males normales, se explica perfectamente por la sola razón de
que en este caso el considerable número de manipulaciones en
los animales ponía a éstos en el curso de la segunda parte dé­
la experiencia en manifiesta inferioridad de condiciones, lo que
se objetivaba por el enfriamiento de los mismos.

Posteriormente, hemos podido repetir estas experiencias con-
nuestra técnica de absorciones sucesivas, que suprime todos-
estos inconvenientes.

Por lo general hacemos tres pruebas por asa, poniendo o no-
en la solución a absorber, Ol2Ce al 0,25 %. Es de gran impor­
tancia lavar mucho el asa, después de que ha contenido cerio
(con unos 90 c. c.). El orden de las pruebas se alterna, como
se ve en Ja tabla que reúne los resultados.
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TABLA XXIII.

Absorción d'e glucosa en pruebas sucesivas de 30 minutos, con
adición o no de cerio, en asa intestinal de rata. Glucosa

puesta, 500 mg.

tancia. Después de arrastrar el cerio del asa, las pruebas de
absorción sucesivas tienden a recuperar los valores normales, lo

Peso Asa
Long. Peso Prueba

Glucosa absorbida (mg.)

Total
1 Porg.

Por cm.

180 30 2,5 I — 247 Il8 8,2
2 + ceno 145 58 4,8
3 — 210 84 7,o

115 40 3,2 I — 240 75 6,0
2 + ceno 155 48,5 3,9
3 — 200 62,5 5,o

128 18 1,2 I — 100 83 5,5
2 4- cerio 68 56 3,7
3 — 110 91 6,0

I3Q 26 2 1 — 145 72,5 5,6
2 + cerio 90 45 3,5
3 —• 120 60 4,6

200 35,5 2,8 1 — 229 82 6,5i 2 + cerio 27 45 3,6
3 + cerio 30 46 3,7

220 25 2 1 — 160 80 6,4
2 4- cerio 120 60 4,8
3 + cerio 85 42 3,2

165 27 2 1 — 188 94' 7,o
2 + cerio 116 58 2,2
3 4- cerio 64 32 1,2

l86 20 i,7 1 — 181 112 9,5
2 4- cerio 95 55 4,7

El <?fecto inhibidor del cerio se manifiesta con gran cons-

que no siempre se llega a conseguir. Las medias de las expe­
riencias son las siguientes:
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i.a prueba con glucosa 89 mg./g. y 6,8 mg./cm.
2.a prueba con glucosa y cerio 53 mg./g. y 3,9 mg./cm.
3.a prueba con glucosa 74 mg./g. y 5,6 mg/cm.

Por la supresión del cerio de la luz intestinal se restablecen
-mucho los procesos que condicionan la absorción selectiva.
El que rara vez se consiga la recuperación completa puede ser
debido a que también interviene el cerio en las células epite­
liales, ya que Laszt afirma que no tiene acción tóxica.

No encontramos, sin embargo, una supresión total de la
selectividad por el cerio. Bien se ve en la tabla XXJV que la
absorción de glucosa con cerio no desciente tanto que iguale
a la de xilosa.

La gráfica de la fig. 5 refleja todos estos resultados.

TABLA XXIV

Absorción de xilosa comparada con la de glucosa adicionada
de cerio. Ratas. Pruebas de jo minutos.

Peso
Asa

Prueba
Azúcar absorbido (mg.)

Long. Peso Total /g- /crn.

172 24,5 2,0 .1 .a Xilosa 40 20 1,6
2.a Glu + Ce 82 4i 3.3
3-‘ Glucosa 136 68 5’5

148 10,6 I i.a Xilosa 17 17 1,6
2.a Glu + Ce 30 30 2,8
3-‘ Glucosa 62 62 i?'8

También estudiamos en perros la acción del cerio. En la
tabla XXV se da idea del planteamiento de la experiencia. Se
parte de 100 c. c. de glucosa al 5 % y la adición de cerio se
hace en forma de Cl2Ce al 0,25 %.
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F!g. 5

Absorción de glucosa, glucosa con ceño y glucosa después de una absorción con ceño y
comparación con xilosa.

En trazo grueso las inedias de las ratas normales sin ayuno previo de la fig. 4.
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TABLA XXV

Absorción de glucosa en pruebas sucesivas de 30-60 minutos,
con adición, o no, de cerio en asa intestinal de perro.

Peso
Peso |

del osa
Pruebe Tiempo

Glucosa absorbida (mg.)

Total Por g.

7 ”3 1.a 30 + cerio 3000 26,5 mg.
2.a 30 — 3160 28 » j

6 63 1.a 60 — 2580 41 »
2.a 60 + cerio 2210 35 »

5 52 1.a 60 — 1900 36>5 »
2.a 60 + cerio I IOO 21,2 )>

7 60 1.a 60 — r ■ 328O 54>6 ))
2.a 60 + cerio 2780 46 »
3-a 60 + florricina 2750 45>° »

9 54 i.a 60 + cerio 2520 46,6 »
2.a 60 — 3’25 57.8 »

Se comprueba por tanto en perros el hecho de la inhibi­
ción de la absorción de glucosa por efecto del cerio, señalado
por Laszt en la rata; sin embargo, el grado de tal ¡inhibición
es menor en perros : sólo es de un 15 a 25 % por término me­
dio. Hay que relacionar esto con el menor grado de selectivi­
dad ; en el cuarto perro puede apreciarse como no es mayor
la inhibición que se consigue por la florricina.

El efecto del arrastrado del cerio residual fuera del asa, per­
mite recuperar más o menos la capacidad de absorción.

Tanto en ratas como en perros, los hechos hablan, pues en
contra de aquella posibilidad de que el cerio actuase en la
mucosa intestinal después de absorbido, posibilidad que ya de
antemano considerábamos improbable.

Supuesto ya que el cerio actúa en luz intestinal, es decir,
por precipitación de ese fósforo segregado por la pared intes­
tinal, se planteó un nuevo dilema : ¿ Ese fósoro que condicio­
na la absorción selectiva actúa en la luz intestinal o en el epi­
telio después de reabsorbido? Que se reabsorbe, es un hecho 
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cierto (i), ya que disminuye su cantidad después de la prime­
ra media hora. Pero es muy distinto que tal reabsorción sea
factor integrante o sólo condicionante dé la absorción selecti­
va de azúcares. Esto no lo puede aclarar el cerio. Desde luego
nos parece poco verosímil! la segunda hipótesis, que en todo
caso pretendería explicar un fenómeno sobre la base de otro
similar no más explicado : que la absorción sd’ectiva de azú­
cares comenzase por una reabsorción selectiva de fósforo.

7. Sobre la naturaleza del fósforo de la secreción intestinal

No hemos encontrado en la literatura referencias concretas
sobre la naturaleza del fósforo de la secreción intestinal. (Véa­
se bibliografía citada por Babkin (8, pág. 73 y siguientes).
Labbé y Fabrykant (75), no dicen (pág. 202) más que : que
parte del fósforo de las heces procede «de secreciones intesti­
nales». En una determinación aproximada (dada la escasa
cantidad de material de partida) encontramos una cantidad de
fósforo total apreciablemente mayor que el orgánico. Pensan­
do en los ésteres hexosafosfóricos procedimos a realizar unas
experiencias consistentes en determinar fósforo inorgánico in­
mediatamente de arrastrado el contenido de asa con glucosa
con suero fisiológico frío y después de haberlo dejado algún
tiempo en el baño a 37o. Encontramos, con sorpresa, en lugar
de un presunto aumento por acúmulo de ésteres, un aumento
constante y algunas veces considerable del fósforo inorgánico.

A partir de este hallazgo, proyectamos la determinación sis­
temática de fósóforo inorgánico presente al final de las expe­
riencias de absorción y el que aparecía después de una a tres
horas de mantenimiento del líquido a 37o. Para suprimir cau­
sas de error, adoptamos la siguiente técnica:

Se lavan las asas y se arrastra su contenido inmediatamente
después de separarlas del cuerpo utilizando para ello suero fi­
siológico frío (a unos 50), se diluye al volumen habitual (25
centímetros cúbicos); sin pérdida de tiempo se mezcla y se
sacan con pipeta de dos aforos dos muestra de 5 c. c. de lí­
quido frío; los primeros 5 c. c.’se mezclan en un tubo de en-

(1) En rigor cabría una disminución de fosfato por conversión en un compuesto orgánico
d<> fó-foro. Pero también ligaría íntimamente las fosfatasas de luz con la absorción selectiva
influenciada por dicha disminución de PO4.
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sayo con i c. c. de ácido tricloroacético al 30 %, previamente
colocado allí y los otros 5 c. c. se ponen en otro tubo, que se
lleva al baño.

Transcurrido, el lapso de tiempo destinado a conseguir el
equilibrio entre fósforo orgánico y fósforo inorgánico, se aña­
de 1 c. c. de tricloroacético a los tubos del baño, y, pasados
unos minutos, se filtran todos y se procede a la determinación
simultánea de fósforo inorgánico según la técnica descrita. En
algunas determlinaciones duplicadas hemos comprobado la re­
gularidad de los resultados. Por de pronto, efectuamos una
serie de experiencias en que sólo atendimos al fósforo, lo que
simplificaba considerablemente el trabajo, tanto de vivisec­
ción como de análisis. Son los consignados en la tabla si­
guiente :

TABLA XXVI
Fósforo inorgánico y fácilmente liidrolisable contenido en asas
aisladas de intestino de rata, 'previamente lavadas, tras perma­
nencia en ellas durante 30 minutos, de soluciones isotónicas de

glucosa, xilosa y glicocola.

Peso Asa Long. Subs.

P inorgánico
P hidro-

lizado
Por cm.

Total Por cm.

Inicial Final Inicial Final

171 I .a 55 Glucosa 145 180 2,64 3,27 0,63
146 1.a 42 Glicocola 84.7 120 2,02 2,86 0,84

105 1.a I? Xiíosa 44 49 2,58 2,88 O'3O
2.a I5>5 » 48 ¿O 3,09 3,87 0,78

145. 1.a 17 Glucosa 39 59 2,29 3,47 I,l8
2.a 20 » 64,5 78.5 3,22 3,92 0,70

117 I.? 21 » iio,5 110,5 5,26 Jp26 O —
2.a J7>5 )) 85 87>5 4’85 ■ 5’— 0,15

129 1.a *9 24 23 1,26 1,21
2,64

0,05
2.a 21 » 53,5 55.5 2,55 0,09

146 1.a 16 » 29 28,5 1,81 1.78 0,03
2.a 18,5 )) 77 io4,5 4,16 5,65 1,49

l8o 1.a 2i,5 » 66 75 3,07 348 0,41
2.a 17 1 72 150 4,23 8,52 4,59

Media 0,79



358 A. SOLS Y F. PONZ

La presencia de esteres fosfóricos fácilmente hidrolizables
por la propia fosfatasa de la secreción intestinal, es, pues, un
hecho constante e independiente, al menos en parte, de la
formación de ásteres hexosafosfóricos, ya-que también se da
con la glicocola y xilosa. Decimos en parte, por dos razones.
La primera, porque está demostrada la incapacidad de este-
rificación de la xilosa (Laszt, 8o) y la segunda porque precisa­
mente, de radicar la absorción selectiva en la formación de
ásteres hexosafosfóricos en la luz intestinal, deberían, lógica­
mente, ser muy rápidamente absorbidos. Y decimos esto, aun
teniendo en cuenta el trabajo publicado por Mathieu (95),
precisamente en la misma fecha que el último citado de Laszt,
ya que, como más adelante discutiremos, no demuestra en
modo alg-uno la imposibilidad de tal absorción rápida.

8. Síntesis de esteres hexosafosfóricos por las fosfatasas de
la secreción intestinal

El conocimiento de la formación enzimática de ésteres he­
xosafosfóricos en el organismo, es casi tan antiguo como el
conocimiento de la absorción selectiva: data de comienzos de
siglo. Pero el relacionarlo con ella data sólo de 1933.

Al principio se tendía a considerar la síntesis v la hidró­
lisis como producida por femiientos distintos («Fosfatesas»
de Euler). Todavía no está suficientemente aclarado. Pero es
casi seguro que una misma fosfatasa puede realizar ambas
funciones, o mejor, cataliza la reacción de doble sentido hasta
un equilibrio cuyo resultado será síntesis o hidrólisis según el
punto de partida y según — y esto es muy importante — la
participación de factores que influyen sobre el punto de equi­
librio. En este sentido están realizando una serie de traba­
jos Roche y colaboradores con la fosfatasa intestinal (103,
104 y 110).

Con todo, desde el descubrimiento de las primeras síntesis
por la levadura hasta el aislamiento de la hexoquinasa logrado
en el año último y simultáneamente por Bf.rger y colaborado­
res (13) y Kunitz y Mac Donat.d (72) se ha ido complicando
la interpretación de los procesos de fosfo y defosforilización.
No faltan los que insisten todavía en que se trata de procesos 
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■distintos, particularmente entre los que han estudiado el pro­
blema en el riñón. Kalckar (63) lo supone, atribuyendo la ac­
ción favorecedora del fluoruro sódico sobre la síntesis «in vi-
tro» por extractos renales, a la inhibición de la fosfatasa.
Critzler y Gutman (35) pretenden demostrarlo por el hecho
de no encontrar en el riñón de rata intoxicada con florricina
disminución de actividad fosfatásica, ni siquiera h’istoquímica-
mente (recuérdese la concentración selectiva de la florricina (45)
en el epitelio de los tubufi).

El hecho es que los extractos de mucosa intestinal, de con­
siderable capacidad hidrolítica frente a ésteres monofosfóri-
•cos, pueden también sintetizarios. Kay (64) obtuvo diversos
•ésteres ; concretamente el glucosafosfato tan sólo en muy débil
proporción. Laszt (66) obtiene una esterificación del 13 al 14
por 100 del fósforo inorgánico inicialmente presente, con glu­
cosa y galactosa a pH 7,0; ninguna esterificación consiguió
•con mañosa y xilosa ; un 10 % con fructosa. El monoyodoaceta-
to inhibe totalmente estas fosforilizaciones a concentración de
1/5.000. Las experiencias son muy interesantes, pero todas

•ellas se hicieron con extractos de mucosa, sin poner atención
en la posibillidad de que las fosfatasas segregadas a la luz in­
testinal pudieran asimismo esterificar las hexosas de un modo
semejante.

Iniciamos por esto una serie de pruebas de esterificación «in
vitro» con fosfatasa de secreción intestinal.

Operábamos como sigue:
Saturamos de glucosa una solución tampón de fosfatos, de

pH 6,5 (recuérdese la zona de pH 7,0-6,o) y de concentra­
ción m/15. Esta solución se mezcla a volúmenes iguales con el
líquido cuya actividad esterificante se quiere observar, aña­
diendo eventualmente substancias activadores o inhibidoras
•disueltas en no más de un décimo del volumen de la mezcla
glucosa-fosfato-fosfatasa (la dilución desplaza el equilibrio ha­
cia la hidrólisis). Se reparte la mezcla en tubos de ensayo pro­
vistos de tapón esmerilado a iiazón de 1 c. c. por tubo, cuida­
dosamente medidos. Después, a una parte de ellos, se añaden
presuntos activadores o inhibidores a ensayo, disueltos en la
mínima cantidad de líquido posible (de preferencia una gota).
Se tapan los tubos y se dejan en la estufa a 37o. Dos de los
tubos contenían ya 9 c. c. de ácido tricloroacético al 6 % y



36o A. SOLS Y F. PONZ

servirán para 'La determinación de fósforo inorgánico inicial,.
que no efectuamos sino después dé cumplir el tiempo máximo-
de incubación previsto. A intervalos de tiempo que varían se­
gún los casos, se agrega a dos de los tubos (o a cuatro, cuando
se ensayé un presunto activador, dos con él y dos sin él), 9 cen­
tímetros cúbicos de tricloracético al 6 %, o 9-V c. c., siendo
V el volumen del líquido agregado para experimentación,
cuando éste fué superior a una gota (en cuyo caso los tubos-
testigos llevaban el mismo volumen de agua destilada para
igualar la dilución de las mezclas hidrolizantes).

También aquí la desproporción entre substancia a deter­
minar — fósforo inorgánico — y proteínas, permite, aun no
siendo pequeña de ordinario la cantidad de éstas, omitir la
separación de las mismas. El tricloroacético las precipita in­
terrumpiendo toda actividad encimática, pero sería superfino-
filtrar. A cada 1 c. c. de los líquidos ligeramente turbios resul­
tantes, se añade 9 c. c. de agua, 2 c. c. de molíbdico v 2 c. c.
de amidol ; se ponen también las mismas cantidades de estos-
líquidos en dos tubos que contienen ya 1 c. c. de soluciones
standard de fósforo de 5 y 10 mg, % respectivamente. Después
de un cuarto de hora se efectúa la calorimetría en la forma
descrita.

El cálculo es más sencillo; como no interesan cifras abso­
lutas sino que basta, y aun es lo más demostrativo, conocer eT
tanto por ciento de fósforo, «desaparecido» por esterificación,
utilizamos para calcular éste, los valores que dan las tablas-
col orimétriqas de uno de nosotros, varias veces citadas, pres­
cindiendo por completo de la concentración del standard y de-
la dilución de los problemas.

Dado el escaso volumen de líquido contenido en un intes­
tino delgado de rata y dado que aquí no nos convenía diluir,
hemos utilizado para ia mayor parte de las experiencias el lí­
quido contenido en grandes asas de intestino de perro después
de media o una hora de introducida una solución isotónica o-
de concentración doble, respectivamente, de glucosa o glico-
cola, en cantidad tal que se apreciase moderada repleción del
intestino.

Pronto conseguimos demostrar la esterificación de glucosa
con fósforo por la acción de contenido intestinal tanto de perro- 
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como de rata y lo mismo si se utilizó como estímulo secretor
glucosa que g acocóla. Ahora bien, esto sucedía después de un
día de incubación. Laszt (66) obtenía esterificaciones del orden
del 13 por ciento en plazos de 8 a 14 horas, después de haber
mantenido los extractos de mucosa intestinal otras 10 ó 12
horas a 37o, ya que estos extractos liberaban fósforo inorgá­
nico, por sí mismos.

Hemos hablado de nuestro hallazgo de que el líquido con­
tenido en el intestino durante las experiencias de absorción li­
bera también fósforo inorgánico. Con incubación previa del
contenido intestinal hemos conseguido acelerar ’a aparición de-
la síntesis. Pero lo que no hemos conseguido es obtener una
cantidad significativa de síntesis en menos de algunas horas-
Un ejemplo típico es el consignado en la siguiente tabla.

TABLA XXVII

Esterificación de glucosa con fosfato a pH 6,5 por liquido-
contenido en intestino d'e perro a los 30 minutos de introducida
una solución isoiónica de glucosa. En presencia de FNa al 0,2

por 100 a 3^.

Tiempo en horas Fósforo inorgánico Esterificado en °/0

O
l/2

°,73
0,71 2,7

16 0,68 6,9
24 0,65 10,9
44 o,59 19,6
48 0,58 20,5
72 0,63 13,7

La máxima esterificación la hemos obtenido en presencia de
fluoruro sódico al 0,2 % y taurocolato sódico a concentra­
ción m/100, para el que tan notable diferencia de comporta­
miento presenta la fosfatasa intestinal a esta concentración ; es
indiferente o incluso activador según el pH (López Navarro,
1. c.), mientras que sobre la fosfatasa de próstata hemos en­
contrado a la misma concentración una inhibición del 95 %.
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La esterificación en estas condiciones importó a las 72 horas
un 24,7 %.

DISCUSION

Dividiremos da discusión de acuerdo con las dos partes, cla­
ramente delimitadas, de nuestro trabajo: métodos de trabajo
propuestos y resultados de las experiencias de absorción.

1. Técnicas:

Excepcional interés tiene la nueva técnica que 'proponemos
para el estudio de la absorción intestinal.

Con ella, no se aumentan de ninguna manera las manipula­
ciones que se necesita hacer en toda técnica de asas aisladas
«in situ» ; por el contrario, se obtienen una serie de ventajas
en este aspecto:

Se suprime la necesidad de impulsar el líquido de lavado
inicial del asa hacia el intestino final y el ano, que implicaba
el manoseo del intestino y dejar siempre un no pequeño volu­
men de líquido en otros tractos intestinales. No hay que desli­
zar los dedos por el asa para conseguir su limpieza completa,
gracias a las cánulas introducidas, puede lavarse cómodamente
con cuanto suero fisiológico se precise. La gran mayoría de
las veces, no hay que sacar el asa de la cavidad abdominal
para obtener la total limpieza de la misma, con lo que se re­
duce el enfriamiento. También se evita el medir el asa «in
vivo» antes de la prueba, con nueva reducción del masaje vis­
ceral ; basta calcular «a ojo», aproximadamente, la longitud del
asa a utilizar; la medición exacta se hace después de la expe­
riencia, reduciendo los valores a cm. de longitud y a gramo
de asa intestinal. Vigilando la calefacción y la temperatura du­
rante la experiencia se consigue conservarla casi constante.
También es prácticamente constante la presión arterial.

Mucho mayores son las ventajas en cuanto a posibilidades
de la técnica. Con nuestro método se tiene «virtualmente» una
fístula de Thiry-Vella en muy pocos minutos ; no importa que
el resto del intestino quede interrumpido por las ligaduras del
asa, pues nó le hace falta al animal dado que la experiencia
dura unas horas. Con el inconveniente de la anestesia, pero 
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con las ventajas de trabajar con una mucosa «fisiológicamente
normal», mientras que con la fístula ya dijimos que se investi­
gaba con mucosas que habían dejado de ser funcionales duran­
te todo el tiempo postoperatorio de consolidación.

Comiparativamente a las técnicas clásicas de asas aisladas
«in siitu», la nuestra conserva todas sus posibilidades y le
permite muchas más:

1. — Puede estudiarse la absorción de soluciones que circu­
lan por el asa a las velocidades que se quiera ; aunque esto pre­
cise el paso de una gran cantidadde líquido y por ende supon­
ga cierta dificultad para apreciar la proporcionalmente escasa
cantidad de substancia absorbida, sobre todo con circulaciones
rápidas ; se consigue soslayar este inconveniente, haciendo vol­
ver a pasar por el asa el liquido que ya ha circulado por ella,
con lo que un reducido volumen del mismo puede estar circu­
lando continuamente.

2. — Con el estudio de la absorción «en circulación por asa
abierta» se puede reducir a un mínimo'la concentración de un
determinado factor segregado por la mucosa ; basta eliminarlo
antes de volver el líquido al asa. Así hemos hecho nosotros,
inactivando la fosfatasa segregada.

3. — La realización de pruebas de absorción sucesivas en
la misma asa, está totalmente resuelta con nuestra técnica. Con
■ello, se dispone de un medio que permite como ninguno estu­
diar comparativamente los diferentes grados de absorción de
substancias hidrosolubles, y las influencias de distintos facto­
res sobre illa absorción, ya que se investiga en la misma asa
del mismo animal. En el corto espacio de tres, cuatro o cinco
pruebas sucesivas, no hay factores internos (derivados de la
.anestesia o de la operación) que modifiquen la absorción de
glucosa, por ejemplo ; ni siquiera los altos valores de glucemia
alcanzados, según se aprecia en nuestros protocolos. Tal cons­
tancia garantiza que cuando por la introducción de cierta con­
dición experimental se modifique la cuantía de la absorción,
hay que atribuir con seguridad el efecto a la condición expe­
rimental introducida.

¡Entre diferentes animales, se observa siempre una variabi­
lidad individual en los valores de absorción. Para obtener me­
dias de la cuantía absoluta de tales valores en una especie
dada, hará siempre falta utilizar considerable número de ani­
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males y aplicar a los resultados el correspondiente análisis es­
tadístico. Mas cuando se pretende ver el efecto que sobre la
absorción de una substancia tiene un determinado factor, gra­
cias a nuestro método, bastará comprobar suficiente número de
veces el hecho de que el citado factor modifica, en el sentido
que sea, tal absorción en experiencias de pruebas sucesivas en
la misma asa del mismo animal. Las diferencias individuales
absolutas no cuentan. Importan sólo las diferencias relativas
en cada individuo. Con las técnicas dbásicas no. había modo
práctico de soslayar la variabilidad individual. Obtenemos de
los animales un rendimiento considerablemente mayor.

Concretamente, aplicando el método a la absorción de azú­
cares en ratas, hemos conseguido organizar el trabajo de modo
que logramos un gran ahorro de tiempo. Se trata de un verda­
dero estudio «en serie» de los problemas : en una tarde, un ope­
rador y un ayudante pueden realizar experiencias con cuatro
ratas, haciendo cuatro, pruebas de absorción en cada una de
ellas y determinando simultáneamente el azúcar absorbido y la
glucemia. Gran parte ha tenido en esto la adaptación que he­
mos descrito al método colorimétrico de Folin, que ofrece gran
rapidez.

Las técnicas originales expuestas para la determinación de
la actividad fosfatásica en diversos medios biológicos, han sido
ampliamente comprobadas. Tiene al efecto suma importancia
la aplicación del sistema dé colorlimetría de dos standards para
la valoración del fósforo liberado, así como del inicialmente
presente.

Nuestra simplificación al método de Hagedorn-Jensen se
adapta bien al estudio de la absorción dé azúcares y da mayor
rapidez, con más seguridad, precisamente por el' menor núme­
ro de manipulaciones.

II. — Fosfatasas y selectividad.

i. — Las experiencias sobre la secreción intestinal de fosfa-
tasa por estímulo de glucosa, fructosa y xilosa, no dejan lu­
gar a dudas sobre su inespecificidad. La absorción selectiva no
implica secreción selectiva. No es extraño que así suceda:
hay estímulos que provocan respuestas inútiles. Que la xilosa 
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provoque secreción, no dice, pues, nada, aunque habría dicho
mucho lo. contrario.

2. — Las experiencias sobre la absorción de glucosa «en
circulación por asa abierta» de intestino de perro, indican que
la absorción dismlinuye algo por el hecho de que circule la so­
lución á lo largo del asa, acusándose más tal disminución cuan­
to más rápidamente circule el líquido. No nos parece esto expli­
cable por factores puramente físicos derivados de influencias
de la corriente sobre la difusión, dadas las condiciones experi­
mentales; y sí más bien parecen indicar que se reduzca algo
un proceso más complejo de tipo químico — ¿ quizá fermen­
tativo? — al disminuir e¡l tiempo de permanencia en el ¿isa de
•cada molécula particular de glucosa, así como por la imposibi­
lidad de acumularse en el contenido intestinal, factores impli­
cados en él segregados por la mucosa, ya que son constante­
mente arrastrados por la solución.

Cuando se va haciendo pasar un determinado volumen de
líquido repetidamente por el asa, inactivando o no las fosfatasas
por di calor, se observa un comportamiento interesante ; por la
inactivación de fosfatasa se reduce hasta un 20 % la absorción de
glucosa. Cuanto menos tiempo permanece la glucosa en el asa,
tanto menos pueden actuar las secreciones de la mucosa sobre
ella ; la fosfatasa, concretamente, puede actuar antes de ser in­
activada, es decir, antes de salir del asa, pero tanto menos,
cuanto mayor sea la velocidad de paso del líquido : correlativa­
mente, según se ve en la tablfa, la absorción de glucosa dismi­
nuye ; parece, pues, deducirse que la fosfatasa segregada tiene
.algún papel en la selectividad.

El hecho de que el perro no tenga una alta selectividad,
explicaría que no sean de mayor grado los descensos de ab­
sorción, al reducir factores que suponemos de ¡importancia en
tal absorción selectiva.

3. — Al cúmulo de argumentos en favor de que la absor­
ción selectiva esté condicionada a las fosfo y defosforilaciones,
hemos añadido la observación del comportamiento de dos in­
hibidores de las fosfatasas: el« cadmio y el cobre ; comproba­
mos asimismo la inhibición por la florricina. Todos estos in­
hibidores de las fosforilizaciones, se muestran también inhibi­
dores de la selectividad. Es interesante y significativa la ten­
dencia observada a un aumento del fósforo inorgánico presen­
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te en el contenido intestinal en las asas con cadmio y cobre,
Al cabo de 6o minutos encontró Laszt lo mismo durante la
absorción de xilosa y tras la suprarrenalectomía. El descenso-
de la absorción selectiva parece pues acompañarse de una acu­
mulación de fósforo en la luz intestinal. Con nuestra técnica
de absorciones sucesivas, pretendimos aclarar si la inhibición
por -tos tres factores estudiados estaba condicionada a su pre­
sencia en el contenido intestinal o no. Ya discutimos allí el
valor de las experiencias que se hicieron al efecto. Las mismas
asas, en las que se há inhibido la absorción por acompañar a
la solución de azúcar, cobre o florricina, vuelven a absorber
casi normalmente en una prueba posterior, si se lava suficien­
temente el asa, antes de comenzar ésta.

La florricina puede administrarse al animal en grandes can­
tidades sin que produzca su muerte (137), tanto por vía oral
como parenteral. La inyección de unos 100 mg. del glucósido,
inhibe durante 6 horas al menos, las fosforilizaciones. Nos­
otros damos con la solución de glucosa, unos 100 mg. directa­
mente en el asa en estudio; si la acción inhibidora de la
florricina se ejerciera exclusivamente sobre fosforilizaciones en
el interior de las céluCias de la mucosa, no se explica bien que
desaparezca tal inhibición después del lavado, pues hay que
suponer que una buena parte de la florricina haya sido absor­
bida, y por lo tanto podría seguir ejerciendo su acción en la
prueba de absorción siguiente; si cabe pensar en que la flo­
rricina absorbida se diluya por el organismo, también ocurre
esto cuando se inyecta o se administra por vía oral, y más-
posibilidad hay de que se acumule en las mismas células por
las que ha tenido que pasar al absorberse. La experiencia habla
mucho en favor de que la inhibición observada, con florricina
sobre todo, debe relacionarse principalmente con su presencia
en luz, es decir: a inhibiciones de procesos de fosforilización
en el contenido intestinal ; después del lavado, la inhibición es-
muy escasa, y ésta habría que atriibuii^'Ja a que también inhibe-
fosforilaciones endocelulares.

4. — Aumentando la concentración de fosfatasas intestina­
les en luz, se obtiene un ligero aumento de la absorción de­
glucosa, que no se consigue si se adiciona fosfatasa inactiva
en lugar de activa. Esto habla también en favor de una reía- 
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ción entre las fosfatasas de la secreción intestinal!, y la absor­
ción de azúcares. No puede pensarse en que este efecto se ejerza
en las células del epitelio, ya que es muy improbable penetre
en ellas la fosfatasa adicionada. Es quizá, el único medio que
ofrece la posibilidad de influir sobre la absorción selectiva por
una acción exclusivamente localizada en el contenido intestinal..

5. — Hemos hecho experiencias en las que se ha puesto de
manifiesto que el pH óptimo para la absorción selectiva no es
exclusivamente 7, sino que se extiende bastante hacia el lado-
ácido, entre 7 y 6, correspondiendo al pH fisiológico del con­
tenido intestinal.

;Es interesante que en pH ácido López Navarro refiere ha­
ber encontrado una lige.rísima tendencia de la actividad fosfa- •
tásica del contenido intestinal hacia la síntesis, hechos todos-
que hablan en favor de una posible multiplicidad de acción de
la fosfatasa, según participación de factores ajenos a ella. Es­
tamos de acuerdo con Laszt en que el que exista un óptimo-
de absorción a un determinado pH, pueda significar que a
ese pH se influya beneficiosamente un proceso fermentativo,
implicado en la absorción selectiva. Pero nos parece más ra­
zonable, que para ser influenciado tal proceso, debería darse
fuera de las células, ya que es poco probable que por la pre­
sencia entlluz intestinal de un líquido tamponado a pH 7 ó 7,6,
se vaya a modificar correlativamente el pH endocelular; ya.
dijimos cómo éste tiene gran independencia respecto del pH
del medio.

6. — La inhibición de la absorción selectiva por el cerio
es otro hecho que hemos comprobado en las ratas y visto que
tamlbién se da en perros. :En nuestros resultados no se reconoce
una supresión total de la selectividad, pues se absorbe en ge­
neral más glucosa que xiiiosa, aun estando adicionada de cerio ;
la relación viene a ser x : (G + Ce) : G, como 20 : 35 : 65, en
ratas. En los perros es bastante menor que en ratas el grado de
inhibición por el cerio, lo que explicamos por la menor impor­
tancia de la selectividad en ellos; con florricina, no se inhibe
más que con cerio. En todo caso, el lavado del asa que ha conte­
nido cerio, a igual que se ha visto ocurría con el cobre y florri­
cina, tiende a restablecer la cuantía de la absorción normaL 
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Habla también en favor de que la inhibición por el cerio esté
en gran parte condicionada por su presencia en luz intestinal,
más que tratarse de una acción endocelular.

7. — Es interesante el hecho de que en el contenido, intesti­
nal, durante la absorción de glucosa, xilosa o glicocola, hay
un fósforo orgánico fácilmente hidrolizable, que puede ser en
efecto hidrolizado espontáneamente fuera del organismo por
la propia fosfatasa segregada. Estamos llevando a cabo estu­
dios para poder identificar la naturaleza precisa de tales ésteres
fosfóricos y si entre ellos los hay hexosafosfóricos. Clementi
(1927) y Sperry y Angevine (1930) ya demostraron la presen­
cia de lipo'ides en la secreción intestinal. Que son de origen
epitelial, lo demuestra su presencia durante la absorción de
xilosa o glicocola, que no forman ésteres fosfóricos.

8. — Hemos conseguido obtener «in vitro» ésteres exosa-
fosfóricos por la acción de la fosfatasa de la secreción intestinal
sobre la glucosa en presencia de tampón fosfatos a pH 6,5.
Nuestros esfuerzos para lograr una esterificación rápida, fuera
dql organismo, a la velocidad imprescindible para que fuese
eficaz en la absorción selectiva, no han dado todavía fruto.
Mas tampoco se ha conseguido por otros investigadores en
sus esterificaciones por fosfatasa de pared.

Del conjunto de los resultados de las experiencias se deduce
que hay relación cierta entre la absorción selectiva de azúcares
y la fosfatasa segregada 'por la mucosa, ya que la reducción de
fosfatasa presente en luz se acompaña de un descenso de la
absorción, y al aumento de concentración — adición de fosfa­
tasa — sigue incremento de la absorción, y porque la inhibi­
ción de la selectividad por el cobre y .florricina, se debe en
gran parte a su acción inhibidora sobre la actividad de la fos­
fatasa presente en la luz intestinal.

¿ Qué misión concreta puede así tener la fosfatasa segrega­
da ? Hay dos posibles acciones:

!. — Síntesis de ésteres hexosafosfóricos fuera de las cé­
lulas.

2. — Hidrólisis de ésteres orgánicos fácilmente hidroli-
zables.

Ambas acciones son teóricamente posibles y nosotros he­
mos podido comprobar que de hecho pueden darse fuera del
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•organismo, trabajando aj mismo pH del contenido intestinal.
La dificultad estriba en relacionarlas con la selectividad.

Magee y Reíd (1931) pensaron ya que la selectividad podría
■estar condicionada a la mejor permeabilidad para los ésteres
hexosafosfóricos. Mathjeu (1935) intentó aclarar este extremo
concluyendo en su trabajo que los ésteres hexosafosfóricos
(Harden-Young, Neuberg y Robison) se absorbían más des­
pacio que la glucosa y a la misma velocidad que la fructosa;
mas sus resultados no pueden considerarse, ni con mucho,
•definitivos; él opera con sales magnésicas, íón. que él mismo
comprueba que es inhibidor de la absorción de glucosa; no
sabemos tampoco si los ésteres que inyectaba en ¿as asas se
hidrolizarían antes de absorberse: extraña la afirmación de
que «no se encuentra ácido fosfórico libre en el contenido in­
testinal después de la inyección de éster», siendo así que hay
como ya hemos dicho (89, 115, 26, 130, nosotros mismos'), una
secreción de fósforo orgánico e inorgánico durante la absor­
ción. Aparte de que un éster hexosafosfórico «neoformado»,
«!¡n situ», junto al epitelio, puede tener propiedades bastante
■diferentes de las que tengan los hexosafosfatos magnésicos
■desde largo tiempo preparados.

• Es cierto que el mayor volumen molecular de los hexosa­
fosfatos dificultaría su difusión a través de una membrana
inerte, pero éste no es el caso de la membrana de las células
de la mucosa.

Danielli (41) explica la selectividad suponiendo que las
membranas de las células epiteliales tienen diferente grado de
permeabilidad para el azúcar que para el éster ; si esto no fuera
así, no se ve posibilidad de que las caídas de concentración
•simplemente bastaran a conseguir una absorción más rápida
del azúcar fosforilizable, pues se comportarían prácticamente
igual unas moléculas que otras. Y dice: Si suponemos que
la membrana que da al contenido intestinal es más permeable
al azúcar que al éster, penetra azúcar en la célula y sale al con­
tenido poco o nada éster; el azúcar que ha penetrado, s**
fosforila en seguida, y no vuelve ya al contenido ; cerca ya de
la membrana que da al p’asma sanguíneo, o en ella misma,
debe haber un proceso de defosforilación con lo que el azúcar
va a la sangre. Se admite pues la existencia de dos sistemas
fosfatásicos endocelulares: uno de síntesis en la parte de la 

34



370 A. SOLS Y F. PONZ

célula próxima a la pared que da al contenido, y otro de hi­
drólisis en la mitad celular opuesto o en 'la membrana misma
que da al plasma.

Pero las mismas ventajas se obtienen si se supone que las
membranas sean menos permeables al azúcar que al éster he-
xosafosfórico; si en el contenido intestinal hay azúcar, fós­
foro inorgánico y fosfatasa, puede sintetizarse el éster y pasar
a la célula preferentemente al azúcar; allí podría ser inmedia­
tamente defosforilado en ila región celular inmediata a la pared:
con lo que su concentración en el lado interior de la membrana
se mantendría prácticamente nula y seguiría entrando éster;

. luego, en la parte opuesta de la célula, tendría lugar nueva
fosforilización, con lo que el éster saldría al plasma con prefe­
rencia a la entrada de azúcares a la célula desde la sangre.

Harían falta aun tres sistemas fosfatásicos: uno constitui­
do por la fosfatasa segregada, capaz de fosforilar hexosas en
el contenido intestinal a pH ligeramente ácido — fisiológico —
y otros dos defosforílante y fosforilante, endocelulares, distri­
buidos en las porciones celulares lindantes con el contenido
intestinal y con el plasma respectivamente. La inhibición de-
cualquiera de ellos repercute en la redlucción de, la velocidad
de absorción. Los estudios histoquímicos de Gomori (1940),
iniciaron el camino de la localización de talles sistemas endoce—
lulares. Emmel (1945) y Deane y Dempsey (1945, 42) descri­
ben que la fosfatasa se encuentra localizada principalmente en
Jas células de la mucosa intestinal, en el aparato de Gol’gi ; la
cantidad de fosfatasas allí es tan grande que las preparaciones
para ia revelación del fermento rivalizan con las del ácido-
ósmico en la elegancia con que se destaca el aparato de Gol—
gi ; es interesante 91 hecho de que no encuentre lo mismo en el
epitelio renal. Dempsey y Wislocki (1946, 43) han señalado-
a las células láterobasales de las vellosidades como las que-
poseen un aparato de Golgi más rico en fosfatasa ; las de los--
ápices son mucho más pobres. Y el aparato de Golgi es un-
órgano de síntesis de la céllula «implicado con seguridad en la
producción de la secreción de las glándulas exocrinas» (Bour-
ne, 21). Estamos pues todavía lejos de comprobar esa supuesta
distribución de los sistemas fosfatásicos en las dos citadas re­
giones celu'jares con la diferencia de actuación en una y otra-
síntesis o hidrólisis.
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No pueden entreverse razones que expliquen tales diferen­
cias de permeabilidad para éster y azúcar. La diferencia de vo­
lumen molecular es insuficiente. Ha de depender más bien de
la distinta resistencia de la membrana a las diferencias de pola­
ridad de la molécula. Dado el escaso conocimiento que se tiene
de la membrana de la célula del epitelio intestinal, no se puede
aventurar si un aumento de polaridad 'debido a ¿a esterifica-
ción con el ácido fosfórico será causa de aumento o disminu­
ción de la resistencia total de la membrana al paso del azúcar;
si se confirman los trabajos de Baker (1942), el borde libre de
las células epiteliales del intestino posee poros y canales de
0,5 p. de diámetro — considerable — por donde pueden llegar
finas gotas de grasa del mismo orden de tamaño (Frazer,
Schulman y Stewart, 1944) hasta la capa granular inmediata
al citoplasma.

Que realmente se forman ésteres fosfóricos en las células
de la mucosa ha sido demostrado por muchos como ya hemos
referido anteriormente. El estudio más detallado que conoce­
mos es el de un discípulo de Lundsgaard : Kjerulf-Jensen
(74) que determina la naturaleza de los ésteres acumulados en
la mucosa durante la absorción de fructosa, glucosa y galac­
tosa. Según él, la fructosa, o una parte de ella, se fosforiliza
formando fructosa 1, fructosa 6, y quizá incluso fructosa 1-6
difosfórico, aunque este último en muy pequeña cantidad ; los
ésteres se defosforilan luego; parte del fructosa 6-fosfórico
puede pasar a glucosa 6-fosfórico por la fosfohexomutasa de
Lohmann, de acuerdo también con Kalkar, y el resto de los
ésteres se hidrolizan directamente ; la causa de la más lenta
absorción de fructosa por el intestino parece deberse más que
a una menor capacidad de fosforilación, a una más lenta des­
fosforilación del fructosa 6-fosfato (Kalkar, 1938), por causas
complejas dependientes de los sistemas defosforilizantes endo-
celulares. La glucosa pasa a glucosa i-fosfórico y a glucosa-6,
fosfórico entre los que debe establecerse el equilibrio clásico
en que la mayor parte es el éster 6-fosfórico. Luego se defos­
forilan ambos ésteres.

La otra posibilidad era la de que una hidrólisis de fósforo
orgánico segregado por la mucosa favoreciera la selectividad.

La presencia de fósforo inorgánico en el contenido intesti­
nal se ha demostrado necesaria para tal selectividad, según se 
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ha visto en las experiencias con cerio. Cabe pensar en que, si
no se admite la fosforilización exocelular de las exosas, ese
fósforo inorgánico haga falta en las células. Entonces ten-
dría lugar una secreción de fósforo (86) orgánico, probablemen­
te lipoídico, que tras la hidrólisis por fosfatasas también se­
gregadas, serviría para obtener el fósforo inorgánico necesario
para la fosforilación endocelular de azúcares selectivos. No
tendría otra explicación esta hipótesis, que la relativa incapa­
cidad para obtener el ácido fosfórico en el interior de la célula,
por hallarse el fosfato orgánico de partida en una región en
que, de acuerdo con Danielli, habría sólo un sistema desfos-
forilizante.

Resumen
Se propone un método original para el estudio de la absorción

intestinal en asas aisladas, «in situ», que ofrece condiciones óptimas
para la comparación de resultados.- Mediante la colocación de dos
cánulas en los extremos del asa se pueden estudiar la absorción de
líquidos en circulación por ella, conseguir la reducción de la concen­
tración de substancias segregadas por la mucosa y el examen de la
capacidad de absorción en pruebas sucesivas en la misma asa del
mismo animal, con lo que se presta muy fácilmente a la investiga­
ción de factores modificadores de tal absorción. Sirve para estudiar
la absorción de toda clase de substancias hidrosolubles. Se aplica
concretamente a la de glúcidos en ratas y perros. La técnica en este
caso se complementa por una adaptación original al método Folin-
cobre-colorimétrico para determinación de azúcares.

Se describe una técnica original para la determinación de fosfa­
tasas. Se da un método, modificación del de Hagedorn-Jensen, espe­
cialmente adecuado a las experiencias de absorción de azúcares. Es
más rápido y menos expuesto a errores accidentales.

No hay diferencias en la secreción intestinal de fosfatasa bajo
estímulo de azúcares selectivos y no selectivos. La circulación de las
soluciones de glucosa a través del asa reduce algo la capacidad de
absorción y tanto más cuanto más rápidamente circula. Haciendo
pasar varias veces el mismo líquido por el asa, inactivando por el
calor previamente las fosfatasas segregadas, so observa una reduc­
ción de la absorción comparativamente a cuando no se inactivan.

Se encuentra inhibición parcial de la absorción selectiva de azú­
cares por el cadmio cobre y florricina, enérgicos inhibidores de la
fosfatasa. Tal efecto parece deberse a acciones sobre la actividad
fosfatásica en el contenido intestinal.

Se consigue acelerar la absorción de glucosa tamponada a pH 7
y 6,5 por adición de fosfatasas de pared y de secreción intestinal.

El pH óptimo para la absorción selectiva está comprendido en­
tre 6 y 7. Se confirma la. inhibición de la selectividad en ratas por el
cerio y se demuestra también en perros. Se atribuye a la precipitación
del fosfato inorgánico por el cerio en el contenido intestinal, más 
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que en las células. En la luz intestinal, después de absorción de glu­
cosa xilosa o glicocola se encuentra una fracción de fósforo orgánico
fácilmente hidrolizable. Con fosfatasa de secreción intestinal se ha
conseguido esterificar glucosa con fosfatos. La esterificación máxi­
ma lograda, en presencia de fluoruro y taurocolato sódico, importa
un 25 % en 72 horas. De los hechos indicados se deduce que la ab­
sorción selectiva debe estar de algún modo relacionada con la acti­
vidad de las fosfatasas segregadas. Se discute la posibilidad de la
fosforilización de las hexosas en el contenido intetinal, antes de
penetrar en la célula, como base de la absorción selectiva.

Résumé
Les auteurs proposent une méthode origínale pous l’étude de

l’absortion intestinale dans des tracts isolés, «in situ», ce qui offre
des conditions optimales pour la comparation des résultats; Au mo-
yen de l’emplacement de deux canules dans les extfemités du tract
il est possible d’étudier l’absorption des liquides en circulation a tra-
vers lui et d’accomplire la réduction de la concentration de substan-
ces secretées par la mucose, ainsi que l’examen de la capacité d’ab-
sorption dans des essais successifs dans le méme tract intestinal du
méme animal ; ce qui se préte trés facilement á l’investigation des
facteurs modificateurs d’une telle absorption. It sert pour étudier
l’absorption de toute sorte de substances hydrosolubles. II s’apoli-
que concretement á celle des glucides chez le rat et le chien. La
technique dans ce cas on la compléte avec une adaptation ori­
gínale de la méthode Folin-cuivre-colorimetrique, pour la déter-
mination des sucres.

II est décrite une technique origínale pour la determination des
phosphatases.

Les auteurs donnent une méthode, modification de celle de
Hagedorn-Jensen, spéciellement indiquée pour Ies experiences d’ab-
sorption des sucres. Elle est plus rapide et moins exposée á des
erreurs accidentelles.

II n’y a pas des differences dans la secretion intestinale de phos-
phatase sous le stimule des sucres selectifs et non selectifs.

La circulation des Solutions de la glucosé á travers le tract re-
duit dans quelque mésure la capacíte d’absorption, et cela d’autant
plus que plus rapidement elles circulent. En faisant passer plusieurs
fois le méme liquide á travers le tract, mais inactivant préalable-
ment par la chaleur les phosphatases secretées, l’on observe une ré­
duction de l’absorption comparadvement au cas de ne pas étre ac-
tivées.

L’on trouve une inhibition partidle dé l’absortion selective des
sucres par le cadmium, le cuivrc et la phlorhizine qui sont des in-
hibiteurs energiques de la phosphatase. Un tel effeet semble étre
dü a des actions sur l’activité phosphatasique du contenu intestinal.

L’on arrive á. accomplir une acceleration de l’absorption de la
glucose tamponée á pH 7 et 6,5, par adition de phosphatases de
paroi et de secretion intestinale.’

Le pH optimum pour l’absorption selective est compris entre
6 et 7.
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L’on confirme l’inhibition de la selectivité chez le rat par le
cerium et Tón montre qu’elle a lieu aussi chez le chien ; ce qui est
attribué á la précipitation du phosphate inorganiqúe par le cerium,
dans le contenu intestinal, plus bien que dans les cellules.

Dans la lumiére intestinale, aprés l’absorption de glucose, xy-
lose ou glycocole l’on trouve une fraction de phosphore organique
facilement hydrolisable.

Avec phosphatase de secretion intestinale il a été acomplie l’estc-
rification de la glucose avec des phosphates. Le máximum d’esteri-
fication accomplie, en présence du fluorure et du taurocholate sodi­
ques, c’cst d’un 25 % en 72,heures.

Des faits ind’qués l’on déduit que l’absorption selective doit étre
relatíonée de quelque fa^on avec l’activité des phosphatases secre­
tees. L’on discute la possibilité de phosphorilisation des hexoses
dans le contenu«>intestinal, avant de pénetrer dans le cellule, comme
base de l’absorption selective.

Summary

We propose an original method for the study of intestinal ab-
sorption in insolated tracts, «in situ», which offers perfect condi-
tions for the comparison of results. By means of two canules placed
at the tope of the intestinal tract, it is possible to study the absorp-
tion of circulating liquids and to accomplish the decreasing of
conccntration of substances secreted by the mucose. Also it is possi­
ble the observation of the absorption capacity in a series of tests
in the same tract of the study of the absorption of all types of hy-
drosoluble matters, and "more specially, of glucids in rats and dogs.
The technique in this case it is complet with an original adaptation
to the method Folin-copper-colorimetric for the evaluation of sugars.

We explained an original technique for the phosphatases eva-
luations.

We give a method, as a modification of Hagedorn-Jensen tech-
nic, specially indiqated to the sugars absorption experiments.
It is more rapid and less inclinated to accidental mistakes.

There are no differences in the intestinal secretion of phospha­
tase by the stimulating action of selective and unselective sugars.

The circulation of glucose Solutions through the tract decrea­
ses slightly the absorption capacity and some more as the circulation
takes place more rapidly. If the same liquid is passing several times
trough the tract but making previously inactive the secreted phos­
phatases by means of warm,.it is observed a decrease of absorption
comparatively to the case of not inactivation.

It is found a partial inhibition of selective absortion of sugars
by means of cadmium and phloridzine actions, which act as very,
energic inhibitors of phosphatase. A such effect seems originated
by actions on the phosphatasic activity in the intestinal content.

■ The authors have accomplish the acceleration of the glucose
absorption, buffered to pH 7 and 6,5 by means of the adition of
phosphatase of walls and intestinal secretion.
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The best pH for the selective absorption is included between six

and seven We confirm the inhibition of the selectivity in rats by
cerium, which is dernonstrated also in dogs. We attribute this phe-
nomenon, to the precipitatíon of inorganic phosphate by the cerium
in the intestinal contení, much better than on cells.

In the intestinal light, after the absortion of glucose, xylose or
glicocole, it s found a fraction of organic phosphorus very easy to
hydrolyse.

With phosphatase of intestinal secretion we have accomplish
the esterification of glucose with phosphates. The máximum esteri-
fication in the presence of sodio fluoride and taurocholate, amounts
a 25 per cent in 72 hours.

From inctfcated facts we conclude that the selective absorption
must be relationated in some manner with the activity of secreted
phosphatases. It is discussed the possibility of hexose phophorili-
sation in the intestinal content, before penetrating in the cell as
the basis of selective absorption.

Zusammenfassung

Es wird eine neue Methode vorgeschlagen um die Darmabsorp-
tion in abgesonderten Darmschlingen zu untersuchen. Sie bieter
ausgezelinchnete Bedingungen zum Vergleich der Resultate. Mittels
Einführung zweier Kanullen an den Enden des Darmstucks, kann
man die Absorption der cingeführten Flüssigkeiten verfolgen, die
Reduktion der Konzentration der Substanzen erlangen, die von
der Schlcimhaut sezerniert werden und die Absorptions fahigkeit im
selbcn Darm desselben Tieres wiederholt prüfen. Das ereichtert die
Untersuchung der Faktoren die auf die Absorption wirken. Die
Methode dient auch um die Absorption verschiedener in Wasser
lóslicher Kórper zu untersuchen.

Sie wírd mit Zuckernbei Ratten und Hunden benutzt. In diesem
Falle wird die Methode durch eine eigene an die Folin-Cu-kolori-
metrische Technik angepasste Methode zur Bestimmung der Zuc­
ker, vervollstándigt.

Es wird eine eigene Technik zur Bestimmung der Phosphatasen
beschrieben. Man beschreibt auch eine Methode die von der Hage-
dorn-Jensen schen abgeleitete ist, die für die Bestimmung der Ab­
sorption, der Zucker empfehlenswert ist. Sie ist schneller auszufüh-
ren und weniger Irrtümern ausgesetzt.

Es besteht Kein Unterschied in der durch selektive und nicht
selektive Zucker verursachte Sezernierung der Phosphatasen. Die
Zirkulation der Glykoselósungen durch den Darm vermindert et-
was das Absorptionsvermogen und zwar je mehr, desto schneller
jene stattfindet. Wird dieselbe Flüssigkeit mehrmals durchgeführt,
nachdem die sezerníerten Phosphatasen durch Erhitzung inakti-
viert worden sind, dann ist die Absorption Kleiner ais wenn jene
nicht inaktiviert werden.

Die selektive Absorption der Zucker wird durch Kadmium, Kup-
fer und Phlorrhizin esrchwert. Diese Stoffe verbindern die Wirkung 
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des Phosphatasen, also scheint das auf Unterbrechung der Phos-
phatasenaktivitát im Darm inhalt zurückgeführt werden zu konnen.
Man kann díe Absorption der bei einem pH von 7 und 6,5 gepuf-
ferten Glykose durch Zufügen von Phosphatasen der Darmwand
oder Sekretes, beschleunigen. Das optimale pH für die selekti-
ve Absorption schwankt zwischen 6 und 7.

Es wird nach der Absorption von Glykose, Xilose oder Glykokol
ein Teil leicht hydrolísierbaren organischen Phosphors gefunden.

Mit Phosphatasen des Darmsekretes ist es gelungen Glycose mit
Phosphaten zu esterifizieren.

Die grósste Esterifizierung in Anwesenheit von Natriumfluorid
und taurokolat betrágf 25 % in 72 Stunden.

Man kommt zur Schlussfolgerung, das die selektive Absorption
irgendwie mit der Aktivítat der sezernierten Phosphatasen in Zu-
sammenhang steht. Es wird die Móglichkeit der Phosphorilisierung
der Hexosen, im Darm, vor ihrem Eintritt in die Zellen, ais Grund-
mechanismus der selektiven Absorption, in Betracht gezogen.
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