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RESUMEN:

La fosforilacidn de la glucosa en los mamiferos, es catalizada por una familia de isoenzimas (hexoquinasas I-1V; HQ)
de diferente Km para el azicar. En los hepatocitos y células b-pancreaticas se encuentra la glucoquinasa (GQ; HQ 1V)
de Km elevado (12-20 mM). Hemos observado que GQ esta presente en el intestino delgado y podria contribuir a la
produccion de lactato durante la absorcidn del azicar. En este trabajo se determiné el efecto de la dieta (ratarina R;
60% de glucosa G; sacarosa S; almidén A; caseina C), suministrada ad libitum, sobre las actividades de HQ y GQ en
homogenatos de higado y mucosa intestinal de rata. El suministro de glucosa (5%) en el agua de beber (SG) también
fue evaluado en las dietas con R y G. Las actividades de HQ (Glucosa 1 mM) y la capacidad fosforilativa total (CFT:
Glucosa = 100 mM) se determinaron enzimaticamente. GQ se estimo por diferencia. En el grupo control (R)yenS, Ay
C, la GQ hepatica fue un 85% de la CFT, mientras que en G, GSG y RSG un 66%. La HQ intestinal alcanz6 en los grupos
R, GSG, Ay Cun 87% y en RSG un 30% de la CFT. La GQ en G, S, aumento, pero una menor magnitud. La presencia de
GQ en el intestino delgado y su expresion diferencial de acuerdo a la dieta, abren la posibilidad de que dicho 6rgano
contribuya al metabolismo inicial de la glucosa procedente de la dieta y provea al higado de un precursor (lactato)
muy eficaz para sus procesos anabdlicos.
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INFLUENCE OF DIET ON GLUCOSE PHOSPHORYLATING ACTIVITY
OF RAT LIVER AND SMALL INTESTINE

SUMMARY

Glucose phosphorylation in mammals, is catalyzed by a family of isoenzymes (hexokinases I- IV; HQ) of different Km for the
sugar. In hepatocytes and pancreatic b- cells are glucokinase (GQ ; HQ IV) of high Km (12-20 mM). We observed that GQ is
present in the small intestine and may contribute to the production of lactate during the absorption of sugar. In this work, the
effect of diet (ratarina R, G 60 % glucose, sucrose S; starch A; casein C) provided ad libitum , on the activities of HQ and GQ
in liver homogenates of rat intestinal mucosa . The supply of glucose ( 5%) in the drinking water ( SG ) was also evaluated in
the diets with R and G. HQ activities (Glucose 1 mM) and phosphorylating full capacity ( CFT : Glucose = 100 mM ) were
determined enzymatically . GQ was estimated by difference. In the control group (R) and S, A and C, the GQ liver was about
85% of CFT, whereas G, GSG and RSG 66%. The intestinal HQ reached in the R groups, GSG, A and C by 87 % and 30%
RSG the CFT. The GQ in G, S, increased , but a lower magnitude. the presence of glucokinase in the small intestine and its
differential expression according to diet, open the possibility that this structure contributes to initial metabolism of glucose
and provide to the liver a precursor (lactate) very effective for their anabolic processes.

Keywords: Small intestine, liver glucokinase, intestinal glucokinase, diet.

de la absorcién, el monosacarido es translocado,
intacto, a través de la mucosa intestinal, hasta la
sangre, quedando disponible para ser usada, por
el higado y otros 6rganos, como fuente de energia
y como precursor para la sintesis de glucdgeno y

Introduccion

Los carbohidratos son los principales componentes
de la dieta. Entre ellos, los almidones y el aztcar
de mesa son los mas importantes para los

humanos. Asi, un hombre de 70 Kg de peso debe
digerir y asimilar 350-400 g de carbohidratos al
dia. Durante la digestion, los carbohidratos de
la dieta son convertidos en glucosa, la cual se
absorbe en la zona distal del ileon y en el yeyuno.
Tradicionalmente se ha considerado que, después
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acidos grasos (1-2).

Multiples reportes sefialan que los enterocitos,
ademds de la maquinaria para absorber vy
translocar al plasma el aztcar de la dieta, poseen
el complemento completo de enzimas glucoliticas
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(3). En consecuencia, durante la asimilacién de la
glucosa ocurre la particion del aztcar que ingresa
a los enterocitos (Figura 1) entre su transporte
al plasma (con participaciéon del transportador
GLUT 2) o su conversidon a lactato (maquinaria
glucolitica) (2,4).

Aunque el escenario planteado en la Figura 1
es ampliamente aceptado, existe discrepancia
en relacion con la proporcion del aztucar que es
metabolizada a lactato, reportandose desde valores
insignificantes hasta otros superiores al 75%. Parte
de esta discrepancia se ha atribuido a deficiencias
en la oxigenacidon del tejido (2), llegandose, en
ocasiones, a disefios experimentales que enfatizan
un estado de hiperoxigenacién (5) que puede
carecer de sentido fisioldgico.

Sehadeterminado que el higado posee unalimitada
capacidad para utilizar la glucosa de la sangre,
prefiriendo a los substratos gluconeogénicos
(piruvato, alanina, glutamina y glicerol) para
la sintesis del glucégeno y los acidos grasos.
Se ha estimado que, al menos, 2/3 de la glucosa
proveniente de la dieta debe transformarse en un
intermediario de 3 carbonos, presumiblemente el
lactato, antes de que se la pueda incorporar en el
glucégeno (6,7,8).

Un problema por resolver de la “teoria de la ruta
indirecta de sintesis del glucdgeno” es el sitio, o
sitios, donde ocurre la transformacidn inicial de
la glucosa en lactato. El intestino delgado aparece
como un lugar de alto potencial, ya que posee
todo el complemento enzimatico de la glucdlisis y
muestra una elevada tasa de produccidén de lactato,

Glucosa
traslocada
Glucosa
Absorbida
I\C/;I;lqullf}?“a Glucosa
ucolitica metabolizada

Figura 1. Particion de la glucosa absorbida
en el enterocito.
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bajo condiciones aerdbicas, durante la absorcion
de la glucosa y su translocacién a la sangre.

La hipdtesis central de este estudio considera la
posibilidad de que el intestino delgado contribuya
al metabolismo inicial de la glucosa procedente de
la dieta y provea al higado de un precursor como
el lactato, utilizado con alta eficiencia para el
anabolismo hepatico.

Materiales y Métodos
Animales:

Enlos experimentos se utilizaron ratas macho de la
cepa Sprague-Dawley, con un peso inicial cercano a
los 125 g provenientes del bioterio del Instituto de
Medicina Experimental de la Universidad Central
de Venezuela o del Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”.

Dietas:

En relacién con las dietas, el carbohidrato a
probar (glucosa, almiddn, sacarosa o una dieta sin
carbohidratos a base de caseina) se utiliz6 en una
cantidad igual al 60%, junto con almidén: 13.6%,
caseina (libre de vitaminas): 15%, aceite de maiz:
5%, mezcla de minerales: 5% (Mineral Mix, AIN-
76 # 170915), 0.3% de DL-metionina y mezcla
de vitaminas (Vitamin Mix A.O.A.C. # 40055).
Se tuvo un grupo control el cual fue alimentado
con dieta comercial no purificada, ratarina
(Purina; Valencia, Venezuela). Todos los grupos
experimentales fueron mantenidos a temperatura
ambiente, en jaulas individuales en el bioterio del
Instituto de Medicina Experimental de la U.C.V.
El periodo de luz fue de 12 horas. Los mismos se
mantuvieron alimentados por un tiempo minimo
de 21 dias, con libre acceso al alimento (ad libitum)
y al agua de beber. En algunos experimentos, al
agua de beber se le anadié 5% de glucosa.

Obtencion de homogenato hepatico y mucosa
intestinal:

Antes de ser sacrificadas las ratas se anestesiaron
con éter dietilico, por medio de gasas impregnadas
con este compuesto y colocadas en un desecador
completamente cerrado, dentro del cual se
encontraba el animal.

La obtencién del homogenato hepatico se hizo
extirpando el higado del animal, se peso y
posteriormente se paso por un molino mecdnico
manual. El material obtenido fue diluido en el
buffer de extraccién, utilizando una relacion %
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(p/v), y colocado en un homogenizador tipo Potter
Eveljhem, para homogeneizarlo con 8 a 10 pases
en frio. El homogenato obtenido se centrifugo a
una velocidad de 15.000 x g por un tiempo de 30
min (4°C) (9). Finalizada esta etapa, se procedio
a eliminar la capa sobrenadante de naturaleza
lipidica y se tomd el resto del sobrenadante para
realizar las determinaciones enzimaticas. Para la
obtencion de la mucosa intestinal, se procedid a
tomar un segmento del intestino representativo
del yeyuno, el cual fue abierto longitudinalmente,
procediendo a obtener la mucosa por raspado con
un portaobjeto.

Determinacion de la actividad in vitro de la
glucoquinasa y hexoquinasa:

El sobrenadante post-mitocondrial de mucosa
intestinal e higado se wus6 para determinar,
espectrofotométricamente, la  actividad de
hexoquinasa (H) y la capacidad fosforilativa total
(hexoquinasa + glucoquinasa) (CFT); la actividad
de glucoquinasa (G) se estimd por diferencia.

Las mezclas de reaccién contenian en un volumen
final de 1.036 mL los siguientes componentes:
glucosa (1 mM para la hexoquinasa 6 100 mM
para la capacidad fosforilativa total = hexoquinasa
+ glucoquinasa), ATP (5 mM), MgCl2 (10mM),
NAD (1 mM), glucosa 6-P deshidrogenasa (NAD
dependiente) (5 U) y buffer Tris (0.1 M, pH
7.2). Para los ensayos se afiadieron a las cubetas
0.1 mL de los respectivos sobrenadantes a 15.000 x
g, diluidos apropiadamente (10,11).

Las reacciones se iniciaron con la adiciéon de la
glucosa, realizandose las lecturas a 340 nm. La
actividad de glucoquinasa se estimo substrayendo
la actividad de hexoquinasa de la capacidad
fosforilativa total.

Una unidad de hexoquinasa o de glucoquinasa
corresponde a la fosforilacion de 1 pmol de glucosa
por minuto a 37°C, determinado a través de la
reducciéon de 1 pmol de NAD en la reaccion de la
glucosa-6-P deshidrogenasa de L. mesenteroides.

Resultados

Efecto de la dieta sobre las actividades de
fosforilacion de glucosa hepaticas e intestinales

En las células de mamiferos la fosforilacion de la
glucosaes catalizada por una familia deisoenzimas,
denominadas hexoquinasas (HQ; ATP:D-hexosa-
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6-transferasa; EC 2.7.1.1). La fosforilacion del
azucar es una reaccion termodindmicamente
desfavorable, en la que el grupo fosfato procedente
del ATP es transferido al grupo hidroxilo libre del
carbono 6. Las hexoquinasas difieren en muchas de
sus propiedades cataliticas y exhiben ademas una
variada distribucion tanto a nivel intracelular como
tisular (12). En mamiferos, se han caracterizado
cuatro isoenzimas: las hexoquinasas I, II, III y
IV de acuerdo a su movilidad electroforética en
geles de poliacrilamida (13); la hexoquinasa IV es
comunmente conocida como glucoquinasa (GQ).

A diferencia de las otras HQ, GQ presenta una baja
afinidad por la glucosa, una curva de saturacién
sigmoidal para este sustrato, con un coeficiente de
Hill de aproximadamente 1.5 y es inhibida por una
proteina reguladora, asi como también por acyl-
CoAs de cadena larga (11, 12,13).

Estudios realizados en mucosa del yeyuno de
rata (14) evidenciaron la existencia de las cuatro
isoenzimas en este tejido; sefialandose que la HQ
IV 6 GQ tenia un comportamiento electroforético
similar a la enzima hepatica. No obstante,
los grupos que, utilizando metodologias mas
modernas, han estudiado la distribucidon tisular
de GQ, la reportan so6lo en el higado y pancreas
(11,15). Hasta la fecha no se ha determinado si la
actividad de GQ de la mucosa intestinal tiene un
comportamiento cinético similar a la del higado;
de ser asi, los enterocitos tendrian en comun con
los hepatocitos y las células 8 del pancreas, la
expresion de los genes que codifican para GQ (16)
y el transportador GLUT 2 (17), dos componentes
de la maquinaria enzimatica del metabolismo de
los carbohidratos a los cuales se les asigna una
relevancia especial en el control de la glicemia.

En general (Tabla 1), para todas las dietas la CFT
del intestino fue mayor que la del higado, con
excepcion de la dieta de glucosa. La GQ es la
enzima que hace la mayor contribucién a la CFT
hepatica, fluctuando entre el 66% (Glucosa) y el
93% (Sacarosa). En contraste, en el intestino, la
HQ hace la mayor contribucién a la CFT, mientras
que GQ tuvo una contribucién menor que fluctué
entre el 2% (Ratarina) y el 23% (Sacarosa). Los mas
bajos niveles de CFT, HQy GQ, tanto en el intestino
como en el higado, se encontraron en los animales
alimentados con la dieta a base de caseina (75%).
Ello sugiere que altos niveles de carbohidratos en
la dieta inducen a las enzimas de fosforilaciéon de
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Tabla 1. Efecto de la dieta sobre las actividades
de fosforilacion de la glucosa en intestino e

higado de rata.

Tejido Dieta CFT HQ GQ
Intestino Ratarina 5.82 1.04 5.70
0.51 0.12 0.08

Glucosa 4.62 0.45 3.83

0.38 0.79 0.20

Sacarosa 2.86 0.20 2.21

0.11 0.65 0.08

Almidén 3.15 0.15 2.76

0.14 0.39 0.04

Caseina 1.55 0.22 1.20

0.17 0.35 0.02

Higado Ratarina 1.97 0.47 0.40
0.05 1.57 0.21

Glucosa 4.52 0.70 1.45

0.17 3.07 0.49

Sacarosa 1.96 0.18 0.12

0.03 1.84 0.18

Almidén 2.1 0.21 0.42

0.07 1.68 0.22

Caseina 1.44 0.04 0.19

0.02 1.25 0.22

Las actividades se expresaron como nmol de glc/mg prot./
min. Los valores en cada celda corresponden a la media +
error estandar (n=4). CFT: Capacidad fosforilativa, HQ:
Hexoquinasa, G: Glucoquinasa

la glucosa. El hecho de que el mencionado efecto
de la caseina se haya manifestado en el intestino es
una evidencia indirecta de que este érgano puede
jugar un papel importante en el metabolismo
inicial de la glucosa proveniente de la dieta.

Igualmente sugestiva resulta la respuesta tisular
en los animales alimentados con sacarosa. Este
tratamiento produjo los mayores valores relativos
para la actividad de GQ: 94% en el higado y 23%
en el intestino. A manera de especulacion, podria
pensarse que, la fructosa derivada del disacarido
promueve, a través de su interaccién con la
proteina reguladora de la GQ, el incremento de
esta isoenzima en el citoplasma de los hepatocitos
y los enterocitos. Se ha reportado que la proteina
reguladora secuestra a la GQ en el nucleo,
liberdndola cuando aumenta la concentraciéon
intracelular de Fructosa —1P (18). Asi, si la GQ
intestinal muestra propiedades similares a la del
higado, ello pudiese explicar porqué se observan
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valores elevados de lactato en la vena porta de
animales realimentados con sacarosa (19) vy
porqué dicha dieta tiene un muy elevado potencial
lipogénico en el higado (20).

Efecto diferencial de la adicion de glucosa al
agua de beber sobre las enzimas fosforiladoras
de glucosa.

Se sabe, que el balance en la particién de la
glucosa absorbida entre la translocacion al lado
seroso o su metabolismo a lactato en segmentos
intestinales, puede ser modificado por las
condiciones nutricionales o de incubacién in
vitro. Particularmente, la translocacién de glucosa
al medio seroso disminuye drasticamente cuando
se suministra ratarina conjuntamente con solucién
de glucosa al 5% (SG) (6). Se quiso, asi, evaluar
el efecto del mencionado tratamiento sobre las
actividades fosforiladoras de glucosa.

En los animales alimentados con ratarina, la
administracién de SG produjo un marcado
incremento en la actividad de GQ en el intestino,
llegando arepresentar un 63% dela CFT. Asimismo,
se observd una disminucidn significativa de la
HQ y un incremento de la CFT. En contraste, en
el higado la CFT no se modifico, se observé un
incremento de la HQ y una ligera disminucién de
GQ (Figura 2).

Figura 2. Efecto del suministro de SG al 5% sobre
las actividades fosforiladoras de glucosa en ratas
alimentadas con una dieta a base de ratarina.
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*p <0.05 y **0.05<p<0.065 con respecto al valor correspondiente
sin SG. Las barras representan el promedio + error estindar de 6
animales. C.ET.= Capacidad fosforilativa total.
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Si los animales se alimentan con la dieta a base
de glucosa, y ademads reciben SG, en el intestino
se produce un aumento diferencial de HQ y una
disminuciéon de GQ (Figura 3). En el higado
se observo un aumento diferencial de todas las
actividades de fosforilacidon, aunque en términos
relativos el mayor efecto se vio para la HQ.

Los resultados de las Figuras 2 y 3 sugieren que, a
nivel hepatico, se manifiesta un efecto sinergistico
cuando la glucosa se suministra en forma sélida
como liquida. En contraste, para el intestino la
forma de administracién del azucar tiene efectos
diferentes. La explicacion de este fendémeno quizds
residaenelhechode que cuandolaglucosaproviene
de la dieta solida, esta se encuentra presente en
el lapso de las comidas (12 horas del periodo de
oscuridad), mientras que la que se suministra en
forma liquida estd presente de manera continua,
como si se tratara de una “inundacién” con el
metabolito, pues el animal bebe SG, no porque
tenga hambre, sino cuando tiene sed. De hecho, el
consumo de liquido cuando se suministré SG fue
mucho mayor que cuando se suministré sélo agua.

Figura 3. Efecto del suministro de SG al 5% sobre
las actividades fosforiladoras de glucosa en ratas
alimentadas con una dieta a base de glucosa.
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* p<0.05 con respecto al valor correspondiente sin SG

*p <0.05 significativamente diferente del valor correspondiente sin
SG (solucion de glucosa al 5%). Las barras representan el promedio
+ error estandar de 6 animales C.ET.= Capacidad fosforilativa total.
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Conclusiones

Desde una perspectiva global, pareciera que
cuando aumenta la producciéon intestinal de
lactato (animales que reciben Glucosa, Ratarina
+ SG y Sacarosa) también se observa un aumento
en la actividad de GQ intestinal. Ello fortalece la
hipétesis de trabajo sobre el papel del intestino en
el metabolismo inicial de la glucosa, proceso en el
cual la GQ estaria involucrada.

Teniendo en cuenta la alta capacidad que posee
la mucosa intestinal de realizar glucdlisis, de
la modificacién en la particion de la glucosa
absorbida en respuesta a diversos tratamientos,
y la induccién diferencial de GQ, el intestino
delgado se perfila como el principal surtidor de
lactato para el anabolismo hepatico.
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