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Desarrollo y aplicacion de métodos radioisotopicos
para medir Ia absorcion intestinal de calcio en
animales de experimentacion

Meichtry, Verénica; Orihuela, Daniel*

Cétedra de Fisiologia Humana, Facullad de Bioguimica y Ciencias Bioldgicas. Universidad Nacional del Litoral.

RESUMEN: Desarrollamos en nuestras condiciones de irabajo, métodos in vivo e in vitro para evaluar el transporte intestinal de
calcio (Ca) utilizando el radioisétopo **Ca como marcador de flujo, en intestino delgado de rata y pollo. Mediante los segmentos
intestinales ligados in situ se estudio la cinética, Ca absorbido vs, [Ca?*] total luminal variando de 10 a 200 mM, en ratas Wistar.
Se cuantificaron los pardmetros cinéticos de los dos procesos principales del transporte: el saturable y el pasivo. En células
duodenales aisladas de pollo se midid |a captacion de “*Ca in vitro estudiando el efecto de drogas que alteran la entrada de Ca en
el enteracito (iondforo A23187 y bloqueador nifedipina). Con los sacos duodenales de rata evertidos in vitra se analizé el transporte
aclivo transcelular de Ca. Se realizaron estudios complementarios de viabilidad e integridad estructural de las preparaciones
intestinales in vitr. Todos los resultados obtenidos fueron coherentes con los reportados en la bibliografia. Estos métodos pueden
ser ulilizados para estudiar nuevos aspectos de la regulacion fisiologica, asi como los efectos de suslancias toxicas que acluen
sobre la absorcion intestinal del Ca.

Palabras claves: Absorcion de “Ca; Segmentos intestinales in situ; Enterocitos aislados; Sacos duodenales evertidos: A23187:
Nifedipina.

SUMMARY: Development and use of radioisolopic methods lo measure the inlestinal calcium absorplion in experimentation
animals. Meichtry, Verénica; Orihuela, Daniel. We developed, in our work conditions, both in vivo and in vitro methods to
measure the intestinal calcium (Ca) absorption using the radiocalcium “Ca as flux marker, in small intestine of rat and chicken. We
studied the kinetics of intestinal Ca transport in Wistar rats by means of in situ ligated duodenal loops technique, at total Ca luminal
concentrations varying of 10 to 200 mM. The main processes of Ca transport, both saturable and passive ones, were evaluated.
In isolated chicken duodenal cells, the in vitro **Ca uptake was measured and the effects of a calcium ionophore (A23187) and a
calcium blocker (nifedipine) were assayed. The active transcellular calcium transport was analyzed in rat duodenal everted sacs.
Viability and structural integrity studies of the in vitro intestinal preparations were carried out. All the obtained results were coherent
with those reported in the literature. The methods described here can be used 1o study either new aspects of physiological
regulation or the effects of toxic substances that could act on the intestinal calcium absorption.

Key words: *Ca absorption; /n sifu intestinal segments; Isolated enterocytes; Everted duodenal sacs: A23187: Nifedipine.

Introduccidn

El calcio es el cation mas abundante en el orga-
nismo humano. Es bien conocida su funcion de pri-
mery segundo mensajero en la transduccion de se-
nales celulares y componente esencial del mineral
0seo. La homeostasis del calcio en los fluidos orga-
nicos esté estrechamente controlada por hormonas
calciotropicas que actidan sobre el hueso, rifion e
intestino (e.g 1¢,25(0H),-vitamina D,, parathormona,
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calcitonina) (1). La disponibilidad del calcio dietario
es un determinante critico de su homeostasis. Para
asegurar un adecuado suministro de calcio al orga-
nismo, los intestinos de la mayoria de los vertebrados
han desarrollado mecanismos especializados de ab-
sorcion dependientes e independientes de la vitami-
na D. El calcio se absorbe principalmente en el intes-
tino delgado mediante dos mecanismos bésicos: un
proceso saturable, transcelular, que ocurre funda-
mentalmente en las primeras porciones (duodeno y
yeyuno proximal) cuando el calcio de |a dieta es |i-
mitado, y un proceso no-saturable, via paracelular,
pasivo, que tiene la misma intensidad a lo largo del
intestino delgado, y que predomina cuando el calcio
dietario es abundante (2).

La via transcelular es un proceso en tres eta-
pas que comprende: a) entrada del calcio idnico en
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la célula epitelial desde el lumen a través de la
microvellosidad y de la membrana del “brush border”
que se realiza a favor de un gradiente electroguimico
via canales epiteliales de calcio (ECaC y CaT1) (3);
b) trénsito a través del citosol desde el polo apical al
polo basolateral tanto en forma libre, unido a protei-
nas transportadoras especificas (calbindin-D) como
dentro de vesiculas endosomales y c) salida o
extrusion de la célula, atravesando las membranas
basolaterales, mediante una bomba de calcio de-
pendiente del ATP un intercambiador sodio-calcio,
canales de calcio y 1a exocitosis de las vesiculas
que contienen calcio. El movimiento intracelular de
calcio es considerado el paso limitante de la veloci-
dad de transporte por esta via (2).

Diversos métodos de estudio de la absorcion
intestinal de calcio estdn basados en el uso de
isotopos radiactivos del catién (e.g “Ca {3 emisor,
“Ca y emisor) y permiten cuantificar el flujo de cal-
cio a través de cada una de las vias de transporte
descriptas, de manera especifica y con una elevada
sensibilidad (4,5).

En el método de los segmentos intestinales li-
gados in situ descripto por Pansu y col. (6) y Schleifer
y col.{7), un segmento cerrado de intestino es llena-
do con una solucién de calcio conteniendo el marca-
dor radiactivo, y vuelto a colocar en la cavidad abdo-
minal, el animal permanece consciente durante el
periodo de estudio. Midiendo la radiactividad instilada
y la remanente se calcula el calcio absorbido. Traba-
jando con distintas concentraciones de calcio dentro
de cada segmento es posible estudiar la curva de la
cinética de la absorcion y mediante un analisis ma-
tematico de la misma discriminar los dos procesos
principales: el saturable y el difusivo,

La entrada de calcio en el enterocito se puede
medir en células epiteliales aisladas in vitro. En el
método general descripto inicialmente por Liang y
col. (8) los enterocitos se separan de la mucosa in-
testinal mediante un tratamiento enzimatico con
hialuronidasa bajo agitacion constante del medio de
incubacion gaseado con carbégeno. Las células ais-
ladas se incuban en un medio conteniendo el marca-
dor radiactivo. La captacion de calcio se bloquea
agregando La** y EGTA en frio y se determina la
radiactividad del pellet de células separado por
centrifugacion rapida (9).

Los sacos intestinales evertidos se utilizan des-
de hace mucho tiempo, para estudiar los procesos
de transporte activo de distintas sustancias, En el
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caso del calcio se puede evaluar la absorcion por la
via transcelular, En éste método un segmento de in-
testino se evierte, se llena con el buffer de prueba, se
ligan los extremos y se coloca en una solucidn del
mismo buffer conteniendo el radioisétopo de calcio.
En condiciones de aerobiosis los sacos duodenales
concentran el calcio en el fluido seroso, en contra de
un moderado gradiente de calcio. Este proceso pue-
de serinhibido incubando los sacos en condicion de
microxia. La concentracion de calcio en Ia solucion
serosa aumenta rapidamente con el aumento de la
concentracion de calcio en el buffer alcanzando un
maximo a 1 mM de calcia (2).

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar
diferentes métodos, en las condiciones de nuestro
laboratorio, que permitan cuantificar el transporte in-
testinal de calcio utilizando **Ca como marcador de
flujo, en intestino delgado de rata y pollo. Con ellos
se estudiaron los distintos mecanismos del proceso
de la absorcidn intestinal del calcio y lainfluencia de
las variables involucradas.

Materiales y Métodos

Cinética de la absorcidn de calcio en
segmentos intestinales ligados in sity

Se usaron ratas cepa Wistar, machos adultos
(peso promedio 267 = 6 g), criadas en condiciones
ambientales controladas (temperatura: 22 = 3 °C;
humedad: 50 %; ciclo luz/oscuridad: 14 h/10 h) y
alimentadas con una dieta comercial para roedores.
Semantuvieron en ayunas durante las 24 hs, previas
y tuvieron libre acceso a agua desionizada.

Se utilizaron soluciones de 10, 20, 30, 50, 75,
100, 150y 200 mM de CaCl,, agregando a cada una
la cantidad suficiente de NaCl para hacerla isosmolar
(290 mOsmvkg). Se adicionaron 2 uCi/mi de [*“Ca]Cl,
a cada solucion,

Los animales se anestesiaron con éter etilico y
se expuso el intestino delgado mediante un corte en
1a linea media. Se utilizaron los primeros 20 ¢cm
distales al piloro. Se realiz6 la primera ligadura en el
segmento elegido y luego de lavar por dentro con 0,5
ml de salina normal, se instilé 1 ml de la solucidn de
calcio, que contenia “Ca. Se ajusto la segunda liga-
dura quedando formado un segmento intestinal ce-
rrado in situ de ~10 cm. Se coloco el intestino dentro
de la cavidad abdominal y se suturd el corte. De
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cada animal se obtuvieron dos segmentos con con-
centraciones similares de calcio luminal.

Las ratas se pusieron en jaulas individuales
manteniéndose la temperatura corporal con una ldm-
para infrarroja colocada por encima de la jaula. Se
dejaron en estas condiciones por un periodo de 150
minutos, durante el cual permanecieron conscien-
tes. Al cabo de este tiempo los animales se volvie-
ron a anestesiar con éter, y se extrajeron cuidadosa-
mente los segmentos intestinales. Se midio exacta-
mente la distancia entre las ligaduras de cada seg-
mento, usando una regla milimetrada. Cada segmen-
to fue disuelto con NO,H 6 N en caliente, bajo cam-
pana con extractor de aire. Se determiné la radiacti-
vidad tanto de la solucién instilada como de la solu-
cidn resultante de |a digestién acida del intestino.

El calcio absorbido en cada segmento intesti-
nal es la diferencia entre la cantidad de calcio
instilada y la cantidad remanente en el intestino, al
final del periodo considerado. Se calculd mediante la
siguiente formula (10):

{epm; = cpm )
&'[Cﬂx*]'vfﬂ

Mol Ca™* absorbidof 10cm= =

cpny;

()

Donde cpm. son las cuentas por minuto de la
solucién de #Ca instilada en el segmento intestinal,
com, son las cuentas por minuto finales remanentes
luego de la digestion del segmento intestinal, V es el
volumen instilado dentro del segmento intestinal (en
ml), [Ca*] es la concentracion de calcio total de la
solucidn instilada (en wmol/ml) y L es Ia longitud del
segmento intestinal (en cm).

La curva de absorcién se considerd
descripta por a siguiente ecuacion (6):

_ Jmax-(Ca* )

= + Pa-1Ca® ™)
Jm-——m K; +[Ca2 +]

(mn

DondeJ,,, es el calcio total absorbido desde el
lumen intestinal hacia el cuerpo, J,.,, es el calcio
méximo absorbido por el proceso saturable, [Ca?*]
es |a concentracion luminal total de calcio, K, repre-
senta la concentracion de calcio a la cual se obtiene
la mitad del calcio maximo absorbido por el meca-
nismo saturable y P, es la constante de difusion del
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proceso no saturable (en unidades de umol Ca ab-
sorbldo/mM).

Experimentaimente J, representa la cantidad
de calcio absorbido, calculado aplicando la ecua-
cion (i). Se graficaron los datos deJ__ en funcién de
la concentracion luminal de calcio y se determina-
ron los parametros J_, K, y P,, mediante un método

max' Tt

de ajuste no lineal.

Captacidn de **Ca por células
duodenales aisladas

Estos experimentos se llevaron a cabo con po-
llos (Gallus domesticus) de tres semanas de vida,
alimentados con una dieta balanceada comercial. En
experiencias previas los enterocitos de pollo mos-
traron mejores indices de viabilidad que los
enterocitos de rata, en las condiciones de trabajo. Se
anestesio el animal con éter etilico. Se extrajeron los
primeros 15 cm de intestino delgado y se lavo por
dentro tres veces con solucion de favado inicial (NaCl
0,9%, glucosa 1 g/L, pH 7 a 25 °C) fria, usando una
aguja de punta roma, liberando de adherencias. Se
abrid el intestino con un corte longitudinal y se corta-
ran segmentos de 1-2 cm. Estos se colocaron en
frasco plastico con 14 ml de medio de aislacidn A
(manitol 240 mM, K,PO,H 3 mM, MgCl, 1 mM, CaCl,
1 mM, NaCl 10 mM, glutamina 2,5 mM, HEPES 20
mM, glucosa 5,6 mM, BSA 2 mg/ml, penicilina 100
ug/ml, streptomicina 0,25 pg/ml, pH 7,4 a 25°C) in-
cubando durante 15 minutos a 37°C en bafio Dubnoff
con agitacion a 60 oscilaciones/min con burbujeo
constante de carbogeno (0,(95%)/C0,(5%)). Se
trasvaso a un tubo plastico de fondo conico y se
centrifugd a 500 g durante 1 minuto. Se descarto el
sobrenadante y se reemplazé con 14 ml de medio de
aislacién B (idem medio A adicionado con
hialuronidasa 4 U.l/ml, pH 7,4 a 25 °C). Se incubd
nuevamente 15 minutos en las condiciones antes
mencionadas. A continuacion se despegaron las cé-
lulas con un agitador magnético durante 30 segun-
dos a la maxima velocidad. Se filtrd la suspension
celular entre dos capas de gasa estéril para separar
Tos restos de tejido intestinal, recogiendo el filtrado
en un tubo plastico de fondo conico. Las células se
lavaron tres veces con medio de aisiacion A, agre-
gando 10 mly centrifugando 1 minuto a 1.000 g cada
vez, descartando los sobrenadantes. Finalmente fue-
ron resuspendidas en 2 mil de medio A y mantenidas
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en bano de agua a 37°C en atmasfera de 0,(95%)/
C0,(5%).

Se determind la viabilidad de las células aisla-
das por la prueba de exclusidn del colorante Trypan
blue al 0,2 % (11) y simultdneamente se realizé un
recuento celular en camara de Neubauer (dilucion 1/
20) dentro de los siguientes 5 minutos. La concentra-
cion final se ajustd a un valor de 1 x 107 células
viables/ml, realizando la dilucion apropiada con me-
dio A.

Complementariamente se midio la actividad de
la enzima sucrasa-isomaltasa, un marcador especi-
fico de las células epiteliales maduras del intestino,
mediante el método descripto por Lee y col. (12).

Se ensayo el efecto de un activador de los ca-
nales de calcio (jonéforo A23187) y de un bloqueador

-de los canales de calcio tipo L (nifedipina) sobre la
captacion de “*Ca. Para ¢llo se preincubaron 200 ul
de suspension celular en las siguientes condiciones
experimentales: a) Nifedipina 10 uM, b) A23187 1
nMy c) vehiculo (dimetilsulféxido 5 u1), en atmésfe-
ra de 0,(95%)/C0,(5%) a 37°C con agitacién suave
de 20 oscilaciones/min. durante 30 minutos. Cada
condicion se realizé en triplicado. Luego se agrega-
ron 100l de medio de captacion (KCI 140 mM, HEPES
10 mM, CaCl, 2 mM, “Ca 5 uCi/ml, pH7,2225°C) y
se incubd por 5 minutos. La captacion se blogued
con 1,5 ml de solucién de paro (KCI 140 mM, HEPES
10mM, EGTA 2 mM, LaCl, 1 mM, pH7,2 a 25 °C) fria
y rapidamente se centrifug6 a 3.500 g durante 45
segundos. Se eliminé el sobrenadante cuidadosa-
mente con un sistema de vacio. El pellet resultante
se solubilizé en 1 ml de NaOH 1N - SDS 0,1% agitan-
do con vortex. Se midi6 la actividad de *Ca del pellet
solubilizado (CPM,,,) y de una alicuota de 100 I de
medio de captacion (CPM, ). La concentracion de
proteinas se determind por el método de Gornall
modificado (13) usando albumina sérica bovina 5
mg/ml como testigo.

El calcio captado se obtuvo mediante la siguien-
te formula:

CPM ., [Ca** |(amol  mt)
CPM ., -[PROTKmg I ml)

(i)

nmolCalmg pporees =

La concentracién de calcio total (Ca?*) en el
medio final de incubacién se calculé6 mediante el
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programa de computacion ALEX, desarrollado por el
Dr. Michel Vivaudou (14), teniendo en cuenta las cons-
tantes de estabilidad de todas las especies quimicas
de calcio presentes en la solucién acuosa.

Transporte de calcio en sacos
intestinales evertidos

Los animales (ratas Wistar, machos adultos,
rango de peso 235-265 g) se anestesiaron con
pentobarbital sédico (50 mg/kg, por viai.p), el intes-
tino delgado se removi6 siguiendo una incision en la
linea media abdominal y una transeccion del intesti-
no a nivel del piloro y el cecum. Se corté un segmen-
to de 10 cm proximal (duodeno), se lavo con solu-
cion salina normal (NaCl 0,9 %, pH 7 a 25 °C) enfria-
da con hielo, se evertié con una varilla de vidrio de
punta redondeada y se ligé en un extremo. Se
instilaron 0,3 ml de buffer seroso, pregaseado con
0,(95%)/C0,(5%) y entibiado a 37°C, mediante una
jeringa provista con una aguja sin bisel a través de la
segunda ligadura floja en el otro extremo. Se remo-
vi6 |a aguja, se ajustd la segunda ligadura y cada
saco fue transferido a un recipiente individual conte-
niendo el buffer mucoso pregaseado y entibiado. El
tiempo total desde la remocién del intestino no supe-
ré los 10 minutos (15). Los sacos se incubaron du-
rante 45 minutos en un bano de agua a 37°C y la
solucion mucosa fue continuamente burbujeada con
0,(95%)/C0,(5%). Para determinar el flujo de calcio
aparente (JCa_) duodenal en condiciones de
microxia, las soluciones fueron gaseadas conN, y la
temperatura de incubacion fue de 0°C (2). Al final del
periodo de incubacion el fluido seroso se recuperd
delinterior de los sacos drenando su contenido. Solo
fueron considerados los sacos con un 80% de recu-
peracion o mas. Los sacos se abrieron mediante un
corte longitudinal, se secaron con una hoja de papel
de filtro y se pesaron en una balanza analitica, Todos
l0s sacos llenos se pesaron antes y después de la
incubacion.

La composicién tanto del buffer mucoso como
del seroso fue: NaCl 125 mM, KCl 4 mM, glucosa 10
mM, CaCl, 1 mMy Tris-CIH 30 mM (pH 7,2 2 25 °C).
Se agregaron 0,40 uCi/mi de CI,[*Ca] al buffer mu-
coso. El contenido de “Ca de los fluidos mucoso y
seroso, inicial y final se determiné midiendo la ra-
diactividad de 100 pl de cada muestra,
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El flujo de calcio mucoso-seroso aparente se
calculé mediante la siguiente formula, adaptada de
Adlery col. (4):

[Jsca ],‘f .V;,l’
JCa o=
" SA-W -t
v

Donde [*Ca],, es la concentracion serosa final
(en cpm/ml), V,, es el volumen seroso final (=0,3
(WF- W)/(Wi - W) en ml, SA es la actividad especi-
fica media {cpm/umol), W es el peso humedo del
saco vacio (en g), f es el tiempo de incubacién (en
horas), Wi y Wf son respectivamente el peso del
saco lleno al principio y al final. Los resultados se
expresaron en umol calcio/n/g tejido himedo.

Adicionalmente se obtuvo el caudal de agua a
través de la pared intestinal (en ml/hr), que se calcu-
16 por diferencia entre el volumen seroso inicial y
final, dividido el tiempo de incubacidn,

Se evaluo la viabilidad y la integridad estructu-
ral de los sacos intestinales para investigar el efecto
del tiempo de incubacién. La velocidad de captacion
de glucosa desde el fluido mucoso se utilizé como
un indice de la integridad funcional de las prepara-
ciones intestinales aisladas (16). La enzima fosfatasa
alcalina esta presente en la region del “brush border”
de las células epiteliales intestinales y su actividad
en el medio mucoso se usé como un indice del dafo
celular(16). Los segmentos intestinales fueron histo-
I6gicamente examinados inmediatamente después
de |a eversion y al final del periodo de incubacion.
Las muestras para microscopia optica fueron fijadas
en formalina al 10% (p/v) en buffer de fosfatos de pH
7 (a25°C}, incluidas en parafina, seccionadas y co-
loreadas con Hematoxilina-Eosina (15).

Las concentraciones de glucosa se midieron
con el método de la glucosa-oxidasa (17). La activi-
dad de fosfatasa alcalina en el medio mucoso se
determino por el método cinético descripto por
Bowers y Mc Comb (18).

Medicidn del radioisétopo de calcio
Se utilizo “Ca, un emisor B puro, en la forma

quimica de [*Ca]Cl, de una actividad especifica de
20 mCi/mg, sin portador (NEN Dupont, Boston, U.S.A).
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Las actividades de *Ca de todas las muestras
liguidas se midieron en un detector GM de ventana
delgada acoplado a un espectrometro (Alfa Nuclear,
Argentina) a un voltaje de trabajo 6ptimo de 580-600
V, dispuestas en cazoletas de acero inoxidable de 5
cm de didmetro, con una geometria constante (volu-
men final de lectura: 1 ml), en duplicado. El tiempo
de conteo se calculd de acuerdo a la relacion entre la
actividad estimada de cada muestra y el fondo, apli-
cando las férmulas estadisticas convencionales para
la desintegracion radiactiva, variando entre 1y 5
minutos (19). La actividad medida se expreso en
cuentas por minuto (cpm).

Se siguieron las normas de seguridad estable-
cidas por la autoridad nuclear argentina para el ma-
nejo de radioisGtopos en experimentos bioldgicos (20).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron examinados por
analisis de asimetria y resultaron estar normalmen-
te distribuidos. Los resultados se presentan como
promedio =+ error estandar de la media. Los prome-
dios de dos grupos se compararon mediante el test ¢
de Student para datos agrupados. Las comparacio-
nes muitiples de promedios se realizaron por anali-
sis de varianza seguido del test de Newman-Keuls
(21). La curva de absorcion de calcio in situ se ajusto
con un método de ajuste no lineal utilizando el algo-
ritmo de Marquardt-Levenburg (22). El nivel de signi-
ficacion fue fijado en 0,05 (21).

Resultados
Segmentos infestinales in situ

La figura 1 muestra que la absorcién de calcio
fue dependiente de la concentracion. Un incremento
en la concentracién luminal de calcio provocd un
aumento del calcio absorbido, en una forma
curvilinea. Claramente se observa que la absorcion
total medida es la suma punto a punto de la recta
correspondiente al transporte pasivo y la curva de
saturacion del transporte activo. Asimismo se ve la
influencia relativa de cada proceso para cada con-
centracion de calcio luminal. Los pardmetros ci-
néticos de la curva expresados como el valor calcu-
lado + D.S para un limite de confianza del 95%, fue-
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ron los siguientes: J,, = 20,63 = 2,33 umol Ca
absorbido/10 cm; K, = 78,92 = 11,47 mMy P =
0,303 = 0,078 umol Ca absorbido/mM. Los
parametrosJ_ y P, son similares a los reportados
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por Pansu y col. (6) para ratas Wistar. El parametroX,
resultd mas elevado, aunque del mismo orden de
magnitud, atribuible probablemente a una diferencia
propia de la cepa.

Figura 1. Curva de la cinética de la absorcion de calcio en duodeno-yeyuno de ratas Wistar machos,
medida por el método de los segmentos intestinales ligados i sit. La absorcion se expresa en umol de
calcio/10 cm de intestino delgado. Los datos son promedio + E.S de cuatro mediciones. Se muestran los
componentes del transporte de calcio saturable (linea punteada) y difusivo (linea raya-punto-raya),

calculados a partir del transporte total medido.

o
o
]

=1
2
1

umol calcio absorbido
. ¢

Células duodenales aisladas

Las células intestinales aisladas mostraron al-
tos indices de viabilidad, medidos por la exclusion
del colorante Trypan blue, resultando un promedio de
células viables de 96 = 2 %. La actividad de la enzi-
ma sucrasa en la suspension celular fue de 30,92 =
0,66 U.l/mg proteinas (C.V 4,25%), valor aiin mas
alto, expresado en las mismas unidades, que el re-
portado por Lee y col. (12). Estos resultados junto
con la abservacion microscopica de las células per-
miten concluir que las suspensiones celulares obte-
nidas fueron mayoritariamente células epiteliales
viables absortivas maduras.

En la figura 2 se muestran los resultados de la
captacion de calcio. El valor de nuestro control de
9,32 = 2,16 nmol calcio/mg proteinas (7 = 6) estu-
vo dentro del rango reportado tanto por Piccotto y
col. (9) como por Arjmandi y col. (23).

Elagregado de A23187 al medio produjo un sig-
nificativo incremento en la captaci6n de calcio com-
parado con el control. Por el contrario, la presencia
de nifedipina, un blogueador de los canales de calcio
tipo L dependientes del voltaje (24), a una concentra-
cion de 10 uM, disminuyo significativamente la cap-
tacion de “Ca.

Sacos intestinales evertidos

En la figura 3 se muestran los flujos de calcio
Muc0s0-seroso aparentes en sacos duodenales
evertidos de rata, determinados en aerobiosis y
microxia. La incubacion con burbujeo de N, a 0°C
(microxia) produjo una reduccion significativa del flujo
aparente de calcio. El valor obtenido del flujo de cal-
cio aparente en aerobiosis (con burbujeo de
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carb6geno) fue similar al informado por Adlery col.
(4). El caudal de agua a través de la pared intestinal
de los sacos incubados en aerobiosis fue en prome-
dio de 0,060 = 0,009 mVhr (n=12).

Las pruebas de viabilidad mostraron que la con-
centracion de glucosa del medio mucoso decay6 de
una manera lineal hasta los 30 minutos de incubacidn,
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con una pendiente negativa de 1,87 + 0,15 umol/min/
g tejido himedo (n=8, A 2= 0,997). La actividad de
fosfatasa alcalina en el medio mucoso fue menor de
1,40 = 0,41 U.| (230°C)/g tejido himedo (7=8) a los
45 minutos. No se observaron cambios histolégicos
en los segmentos intestinales después de la
incubacién, comparados con el tiempo cero.

Figura 2. Captacidn de calcio por enteracitas aislados de pollo, expresado como nmol Ca/mg proteinas, en
presencia de A23187 y nifedipina. Todos los datos son promedio + E.S de n=6 mediciones. *P < 0,05 vs.

control.

10+

nmol Ca/mg proteinas

control

Nifedipina
10 uM

A23187
1nM

Figura 3. Flujo de calcio mucoso-seroso aparente (JCa,,) en sacos duodenales evertidos de ratas Wistar
machos, medido en condicidn de aerobiosis (0,(85%)/C0,(5%) a 37°C) y microxia (N, a 0°C). Datos son

promedio + E.S de =8 mediciones.

—— P<0,01 ——
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2

JCaps (umol/h/g tej.him.)
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Conclusiones

Las especies animales mas usadas como
modelo de estudio del metabolismo del calcio son la
ratay el pollo (1,3). Por lo tanto resulté imprescindi-
ble contar con técnicas confiables para la realiza-
cion de nuestro trabajo de investigacion centrado en
estudiar los mecanismos de absorcion intestinal del
calcio en estas especies. Los métodos ensayados
que utilizan radiocalcio in vitro e in vivo fueron ajus-
tados de manera satisfactoria.

La técnica de segmentos intestinales ligados
in situ resulté de baja complejidad técnica y permitio
medir el transporte de calcio en una situacion lo mas
cercana a la fisiolégica. Como contrapartida se ne-
cesito un mayor nimero de animales para obtener
los pardmetros, con un nivel estadisticamente acep-
table.

La obtencion de células duodenales aisladas
implicé un proceso mas labarioso, y de mayor com-
plejidad técnica. Las condiciones experimentales
pudieron acotarse perfectamente, y como lo mues-
tran los resultados, resulté Gtil para analizar la in-
fluencia de diversas drogas sobre la entrada del cal-
cio en el enterocito. El ionéfore A23187 produjo
especificamente la apertura de los canales epiteliales
de calcio tendiendo a equiparar las concentraciones
de calcio a ambos lados de la membrana de la
microvellosidad, ocasionando por lo tanto una masi-
va entrada de **Ca en el enterocito (24), explicando el
aumento observado en la captacion de Ca.

La limitacion del método de los sacos intesti-
nales evertidos en relacion con la pérdida de viabili-
dad del tejido con el paso del tiempo, se traté de
evitar reduciendo el tiempa de la incubacion, de 1-2
horas (2,4) a 45 minutos, logrando mantener el tejido
en buenas condiciones durante la medicion del flujo
aparente de calcio y sin afectar la calidad de los
resultados. Los datos de las pruebas de viabilidad
permiten concluir que las preparaciones intestinales
in vitro se mantuvieron viables y sin alteraciones
estructurales importantes durante los ensayos. El
transporte de calcio medido con esta técnica es de-
pendiente de la energia metabélica. Esta asevera-
cidn esta avalada por el hecho de que la incubacion
en condiciones de microxia, donde los procesos
metabdlicos celulares se encuentran practicamente
inhibidos (2,4,5), redujo significativamente el valor
del flujo aparente de Ca. Si bien en microxia no ha-
bria nueva sintesis de ATP, aiin asi podria existir un
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reservario intracelular de ATP capaz de mantener
algan proceso activo de transporte. Sin embargo, la
extrusidn de Ca através de la membrana basolateral
hacia el compartimento extracelular es el inico paso
del transporte transcelular de calcio dependiente del
ATP (intercambiador Na/Ca, bomba de Ca), y suim-
probable funcionamiento en microxia (2) no alcanza-
ria para sostener un transporte intestinal activo de
Ca. El pequeno flujo aparente de Ca obtenido en estas
condiciones se deberia entonces mas probablemen-
te a una difusion bidireccional del caicio por un efec-
to de acoplamiento con el flujo de agua (2).

Los métodos presentados aqui permitieron eva-
luar el proceso de la absorcion intestinal de calcio de
manera global, obteniéndose parametros de una gran
significacion fisiologica, que resultaron coherentes
con los reportados en la bibliografia. Estas técnicas
pueden ser utilizadas tanto para estudiar nuevos as-
pectos relacionados con la regulacion fisioldgica,
como los posibles efectos adversos de sustancias
potencialmente toxicas para los organismos vivos
superiores y que actuen alterando el metabolismo
del calcio.
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