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PROLOGO

El intercambio de sustancias entre los organismos superiores y el medio se

realiza a nivel de membranasepiteliales constituidas por una o mas capas

de células íntimamente asociadas. Existe un caudal considerable de informe
ción que indica que el movimiento neto de Na+ a través de estas membranas

juega un papel fundamental ent

l) La regulación del balance de Na+ del organismo.

2) El movimiento de agua a través del acople al pasaje de Naf,

3) El movimiento de aminoácidos y azúcares, gracias a que el Na? modifica

las propiedades de selectividad de la membrana.

En condiciones fisiológicas, por requerimiento de electroneutralidad el ión

Na+no puede transportarse solo, sino que debe intercambiarse por un ión de

su misma carga o bien acompañado de algún anión.

Los datos experimentales demuestran que el movimiento neto de Na? en la mayg
ria de las membranasepiteliales se realiza en compañia de Cl- . De esta ma­

nera, el movimientoneto de Na+y todas las funciones fisiológicas que de él

dependen pasan a estar controladas por el movimiento de Cl-. Resulta pues
crucial determinar cuál es el paso que limita al movimiento de Cl- a través

de las membranasepiteliales, en particular cuál es su localización anatómi
ca.

El objeto de esta tesis es establecer el lugar en el que el Cl- modifica.el

potencial eléctrico que se observa a través de una membranacuando es monta;
da comodiafragma entre dos camaras y establecer el efecto de distintos hap

logenuros sobre este potencial eléctrico.
Los estudios se realizaron en la piel aislada de Leptodactllus ocellatus ,

preparación que ha sido extremadamenteútil para el estudio de procesos de

transporte de Na+en particularo. i
La tesis comprendecinco capítulos:

-En_el capitulo introductorio se describe la estructura biológica de la piel
de rana y se resume la información existente sobre sus propiedades de trans­

porte hasta el presente; en el segundocapitulo se describe los materiales y

-1­



¡Ctodos que se utilizaron en les investigaciones; el tercer capítulo se

refiere e los resultados obtenidos en lss distintas experiencias; en el

cuarto capítulo se discuten los resultados obtenidos y en el quinto ce­

pítulo se resumenles experiencias y presenten lee conclusiones.

-II_
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l- HEMBRANASEPITELIALES

Los seres vivos estan formados por compartimientos que contienen soluciones

de muyvariada composición: orina, bilis, sangre, humoracuoso, lagrimas,lí
quido cefalorraqnfdeo, sudor, saliva, leche, jugo pancreático, etc. Estos

compartimientos se encuentran limitados por membranasepiteliales compuestas

por una o mas capas de células, de cuyas propiedades depende la composición

de los líquidos mencionados.

De este modo, las células epiteliales, ademasde regular su propia composi­

ción mediante bombas,vehículos, poros, etc;, comolo'harfa cualquier otra

célula del organismo, controlan también la composición del compartimiento

que limitan.

Las membranascelulares poseen en algunos casos las mismas propiedades alrs
dedor de toda la célula (por ejemplos un glóbulo rojo, una bacteria), mien­

tras que en otros casos (fibras musculares, axones) puede diferir en algunas

regiones específicas (por ejemplo, la región sinaptica, la placa motora,etc.)
donde la permeabilidad es distinta a la del resto.

En las membranasepiteliales toda la cara celular que da hacia un comparti­

miento tiene propiedades distintas de las del polo que da hacia el comparti
miento situado del otro lado del epitelio. Por ejemplo, la membranade una
célula del tubo contorneado renal presenta una permeabilidad al K+mucho

mayor en la región luminal. Con la permeabilidad al Na+, en cambio, sucede
lo contrario.

Estas características de asimetría funcional tienen fundamental importancia

en la translocación de sustancias a través de los epiteliosl
(ir) limitada

(i)
por las membranasapicales de las células epiteliales y otra interna; cuyaa

1) Las membranasepiteliales tienen una sunerficie externa:

superficie se relaciona con el tejido conectivo(corion).

2) En las células de las membranasepiteliales, los núcleos, las mitocon
drias, el aparato de Golgi, los ribetes en cepillo, etc., no se ordenan al

azar, sino que en general se disponen de una manera también asimétrica, con­

servando una posición preferencial.
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Asf, en el túbulo contorneado proximal del riñón de los mamíferos, las micro
vellosidades están del lado de "afuera" -la luz- y en cambiolas mitocondrias
se alinean del lado de "adentro" o intersticial.

3) Las células epitelialos están separadas entre sI por un interespacio

cerrado hacia fuera por los llamados "complejos de unión", que son un caso

especial de contactos celulares, que posteriormente detallaremos. En ellos,

la hojuela externa de las membranascelulares vecinas parecen fusionarse a

lo largo de una faja o en varios puntos cerrando así el interespacio de toda

la célula y oponiendouna seria barrera a la difusión, A este nivel se halla

el límite real entre el "afuera" y el "adentro" de las membranasepiteliales.

El espacio intercelular contiene una sustancia que, por lo menos en algunos

epitelios, parece tener capacidad de complejar iones. Tambiénse aprecia en

estas membranas,distintos tipos de contactos celulares comoser: zónulaa ad
berentes, desmosomasy máculas, algunas de las cuales (en particular las má­

culas) desempeñanun papel importante en la comunicación intercelular.

G!) En esta tesis serán sinónimos: cara externa, lado de afuera o lado mucoso,

y por otra parte: cara interna, lado de adentro o lado seroso de una membrana

epitelial. En el caso del tubo renal, intestino, mucosagástrica, vesícula bi­

liar, glándulas sudorñparas, páncreas, etc., "afuera" corresponde a'la luz y
"adentro" corresponde al lado intersticial en conexión con el torrente sanguí­
neo. ‘

_Se denominará "solución externa" a la solución Ringer que baña la cara externa

de la piel, y "solución interna" a la solución Ringer que baña la cara interna
de la piel.

a) Morfología de la piel de los anfibios*

La piel de rana consiste en una epidermis, compuesta por 6 a.7 capas de célu­

las:epiteliales, y una dermis que contiene vasos sanguíneos, glándulas y ele­

mentos de tejido conectivo. La epidermis contiene 1 o 2 capas de células esca

mesas, parcialmente cornificadas (estrato corneo), 3 o 4 láminas intermedias
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de células poliédricas o cúbicas (estrato granuloso y estrato spinoso) y

una lámina basal de células columnnres o cúbicas (estrato germinativo)

(Fig. 1.1) (Farquhar y Palade, 1964, 1965, 1966; Parakknl y Matolstsy,1964).

b—w____/
Ecomeo \ EeSpinoso Egermínotivo

Engnuloso

Figura I;1: Esquemade la estructura de 1a piel de Rana.
o O

¡gs desmosoma; zo: zonula occludente; mo: macula occluden

tes, mb: membranabasal; ei: espacio intereelular.

Estrato aerminstivo: Las células de este estrato poseen los elementos sub­

celulares corrientes, pero en pequeñas cantidades: pocas mitocondrias y re

tículo endoplasmútico rugoso, algunos ribosomas libres y un complejo de Go;
gi rudimentario con una o dos pequeñas cisternas aolanadas y vesículas aso­

ciadas especialmente cerca de las membranascelulares laterales. Poseen un

sistema bien desarrollado de filamentos citoplasmáticos (tonofilamentos).

Estrnto esoinoso y estrato granulosoz En las células correspondientes a esta
región.de la epidermis, los filamentos citoplasmáticos son más abundantes y

están más fuertemente empaquetados. A1 mismo tiempo, el sistema retículo en

doplasmático rugoso es más volnminoso y el complejo de Golgi más elaborado.



Las células poseen cuerpos densos de tamaño y forma irregular con un conte

nido heterogéneo, que corresponden a derivados lisosomales.

Estrato corneoz La cornificación ocurre gradualmente y se encuentran en e:
ta lamina celular elementos queratinizados en distintos estados. Las célu­

las queratinizadas aparecen muydensas, están completamenteocupadas por fi
lamentos citOplasmáticos y contienen pocas organelas celulares. Las células

parcialmente cornificadas tienen una matriz citoplasmática menos densa y sus

organelas son más numerosas y están menos alteradas.

Varios tipos de células especializadas se encuentran diseminadas a través de

la epidermis. En la oiel de rana, ocasionalmente se pueden reconocer linfo­

citos, macrófagos y células pigmentarias en las capas celulares más profun­

das. Pero, regularmente, se ha encontrado otro tipo de células, ubicadas pre

dominantementeen el estrato espinoso y estrato granuloso. Estas células ti:
nen la fonmade una botella alargada. Citológicamente, las características

distintivas de estas células son una matriz citoplasmática transparente y la

presencia de una gran cantidad de mitocondrias; por eso a estas células se
las denomina"células ricas en mitocondrias".

i)Contactos celulares

Las uniones intercelulares son reconocidas actualmente comomodificaciones

de la superficie de células adyacentes, más que comopuentes intercelulares,

y consisten en tres elementos de unión morfológicamentedistintos, identifi­

cados comozonula occludentes, macula occludentes, y macula adherentes (des­

mosoma) (Fig I.2). Se encuentran relacionadas a los fenómenos de adhesión y

comunicación entre célula y célula y también actúan comobarreras de permea­

bilidad al movimientode fluido transepitelial.

En las ranas adultas, entre las células adyacentes de la lámina más externa

del stratum granulosum, las membranascelulares se fusionan (zonula occluden­

22;) uniendo a las células entre sf en una lámina continua e ininterrumpida

que cancela el espacio intercelular. i

Estas membranascelulares fusionadas por zánula occludentes forman la única
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barrera estructuralmente continua en la epidermis de la rana. Otro grupo de
I

zonula occludentes se encuentra también en el stratum corneum donde no man­

tienen una buena continuidad estructural.

Zonulae
occludentes

': :;.':’ C

' Maculoe
occludentes

Figura 1,22 Diagrama que iluStra los diversos

tipos de contactos celulares de la piel de rana.
I

gj-zonula occludentes; g} mácula occludentes;

'¿:_desmosoma.

Los desmosomaso mácula adhaerens son el tipo de unión predominante en ell

resto de la epidermis. Son menos numerosos y complejos en el estrato ger­

minativo y alcanzan su total desarrollo y mayorfrecuencia en el estrato

granuloso. La estructura de los desmosomases bien conocida y son áreas de
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membranascelulares paralelas, donde el espacio intercelular (03240 X) está

ocupado por un disco de material denso dividido en dos partes iguales por B

na lámina central mas densa; placas citoplasmáticas se apoyan sobre la pa:
te interna de cada membranacelular y manojos de filamentos citoplasmaticos

convergen sobre la fase interna de cada placa. Estas estructuras sólidas y
rígidas estan involucradas principalmente en la unión célula-célula, trans­

formando una población de células aparentemente independientes en una estruf
tura parcialmente conectada.

En el stratum spinosum y stratum germinativum se encuentran otras uniones

permeables o macula occludentes, caracterizadas por un espacio intercelu­

lar de 20 X ocupado por un material aparentemente amorfo de baja densidad.

Las membranascelulares adyacentes se mantienen paralelas. Estas uniones r2
presentan areas de baja resistencia que facilitan la difusión de una célula

a otra (Bennet, 1973).

En la piel de anfibios, las máculas ocaludentes, junto con las zgnulas occlE
dentes del estrato corneo y estrato granuloso, representan regiones permea­

bles que facilitan el movimientoiónico de una célula a otra y por lo tanto

permiten una rapida equilibración de las concentraciones de Na+y K* entre

todas las células conectadas por estas uniones, transformando esta población

de células en un compartimiento continuo.

Iii) Espaciointercelular
El espacio intercelular entre el estrato corneo y el estrato granuloso con­

tiene un material amorfo y denso, probablemente derivado de gránulos secre­

torios descargados por las células correspondientes, mientras que el espacio

intercelular en el estrato germinativo, espinosa y granuloso esta ocupado

por un material de baja densidad. La geometría y volumen de estos espacios

varían considerablemente de una lámina celular a otra, alcanzando el mayor

volumen a nivel del estrato espinoso. Los espacios son menos voluminosos en

el estrato granuloso y son mas complejos y tortuosos en el.estrato germinap

tivo debido a la gran interdigitación entre las células. Las terminaciones

basales de los espacios intercelulares a nivel del estratum germinatiyo al­
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canzan una separación.de 200 1. Por lo tanto, el espacio intercelular de

la epidermis constituye una red continua abierta hacia la dermis. Hacia el

medio externo el espacio intercelular está cerrado por las zdnula occluden
tes y este hecho provee la explicación estructural necesaria para la res­

puesta osmótica asimétrica observada por MacRobbie j Ussing (1961). Estos

autores encontraron que las células de la epidermis aumentan de volumen

cuando se pone en contacto el lado interno de la piel con soluciones hipo­

tónicas pero no cuando lo está en la superficie externa. Estos hechos fi­

siológicos y morfológicos indican que las zonulas occludentes de la epide:
mis de la piel de rana son impermeables al agua, ciertos iones y pequeñas

moléculas solubles en agua. Posteriormente Farquhar y Palade (1963) obser­

varon que estas zdnulas son impermeables a macromoléculas (hemoglobina y

enzima pancreática).

2- TRANSPORTE TRANSEPITELIAL DE SODIO

Diversas membranasepiteliales (la mucosaintestinal, el epitelio del túbu­

lo renal, la piel de rana entre otras) transportan actiyamente Na+de un l:
do a otro del epitelio. Se ha visto ademásque el transporte de diVersos a­

minoácidos y azúcares se haya' asociado al transporte activo de Na+. Por

ello reviste gran importancia dilucidar el mecanismopor el.cua1 se lleva a

cabo el transporte transepitelial de este ión.
Una substancia puede atravesar las membranasepiteliales! a) penetrando a

través de la membranacelular de las células epiteliales que da hacia el la
do externo, para difundir luego a través del citoplasma.y cruzar nuevamente

la membranacelular por el lado opuesto de la célula (ruta transcelular) o

bien b) migrando a través de compartimientos de transporte especializados,

sin mezclarse con el contenido de la misma especie molecular que puede exi:
tir en el citoplasma y c) pasando entre las células (ruta paracelular).

A continuación, describiremos los distintos modelospropuestos para el trans­

porte transepitelial de sodio en la piel de rana, cada uno de los cuales
corresponde a una de las posibilidades descriptas. Comenzaremoscon el mode­

lo transcelular propuesto por Koefoed-Johnsen y Ussing en 1958.



a) El modelo de Koefoed-Johnson y Uasing

Cuando se monta la piel abdominal de una rana a manera de diafragma entre

dos cámaras que contienen Ringer (Fig 1.3), se establece espontáneamente

una diferencia de potencial entre el lado de adentro (positivo) y el de

afuera (negativo). Fukuda (1942) demostró que el mantenimiento de ese po­

tencial exige la presencia de Na+en la solución externa y de K* en la.in
terna. Esta dependencia fue investigada en detalle por Koefoed-Johnsen y

Ussing (1958) en pieles bañadas con líquidos de Ringers en los que el Cl­

4+}

Solución —­

externo i

,Microomperímetro

Piel de rana4/

+ Solución linterno

Electrodo Ag/ClAg
———

A

Electrodo de colomel'ñ
Microvoltímetro

Figgga 1.32 Dispositivo experimental utilizado

para medir la diferencia de potencial eléctrico
y la corriente de cortocircuito en epitelio aisn
lado. El epitelio se montó a manera de diafragma

entre dos cámaras.

. . 2­
era reemplazado por una cantidad equivalente del anión impermeable SO4 .

+ +
Variando las concentraciones de Na y K en las soluciones externas e in­

ternas, demostraron que el potencial se modifica casi en 58 mVpor cada
. . +cambio de lO veces en la concentración de Na en la solución externa o de
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K+ en la solución interna. Los cambios de la concentración de K+ en la so­

lución externa o de Naf en la interna no afectan mayormenteal potencial E
léctrico. El comportamientode las caras externa e interna de la piel de

rana era muysemejante al de los electrodos reversibles de Na+y de

X+, respectivamente. Esto fue tomado como Indice de que hay un compartimieg

to cutáneo limitado del lado de afuera por una barrera selectiva al Naf y por
adentro que una barrera selectiva al K+ (Fíg. 1.4).

Externo Estroto germinotivo Interno

_ N61BmMNd

nüNWNd’ éigr\ K‘.——

I BomNHC.\\‘
zsmMNo’ N thM K’

_ 4. .. +­

Figura 1,4: Enquema del modelo de Koefoed-Johnsen

y Usaing. Ver explicación en el texto.

Puesto que Meyer y Bernfeld (1946), y el mismoUssing (1948) habían sugerido

que tanto las propiedades eléctricas comola capacidad de transportar Na? r3
flejaban prOpiedades de las células del estrato germinativo (la-capa más in­

terna de células epiteliales), la barrera interna y la barrera externa del m2
delo de Koefoed-Johnaeny Usaing fueron identificadas con las caras internas

y externas de estas células. i '

La forma en que el transporte de Na* participa en los fenómenoseléctricos

fue investigada por Uaaing y Zerahn (1951). Un esquema del dispositivo expe­

rimental se muestra en la figura 1.3. En ella se observa una piel de rana

montada entre dos cámaras que contienen idéntico Ringer a ambos lados. Dos
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puentes salinos por intermedio de electrodos de calomel conectam las camaras

a nn voltimetro de alta impedancia de entrada para medir la diferencia de pg

tencial eléctrico. Dos electrodos de ¿g-ClAg y un microamperímetro sirven p:­
ra pasar y medir una corriente a través de la piel. El "influjo" y "eflujo"

de Na+ fue medido usando dos isótopos radiactivos del Na (Na?2 y Na24), que

se agregan a las soluciones interna y externa, respectivamente. Ussing y

2erahn midieron, tanto la cantidad de corriente que es necesario pasar para
+

anular la diferencia de potencial, comoel flujo neto de Na hacia una de las

cámaras. Este flujo neto está dado por la diferencia entre el influjo (:IÏ: )
medido con un isótopo y el gjlgjp(:IÏ: ) medido con el otro. Observaron que
el primero es muchomayor que el segundo y que la carga trasportada por esta

cantidad neta de Na+por unidad de tiempo es igual a la corriente eléctrica

que se debe pasar para mantener el potencial eléctrico en cero. De modoque

el flujo neto de sodio ( ::t¿=:IÏ: -:IÏ: ) es igual a 1a corriente de corto­
circuito expresada en moles por hora. Puesto que el uso de soluciones idénti­

cas a amboslados y la cancelación del potencial eléctrico espontáneo por me­

dio de la corriente pasada asegura que no hay entre las dos soluciones ningu­

na fuerza operativa, se atribuye el movimientoneto de Na? desde la solución

externa a la solución interna a un proceso de trasoorte activo.
La corriente en corto-circuito medirá exactamente el movimiento neto de Na

sólo en los casos en que: l) el único .ión transportador.de la corriente fue­

se el Na.y 2) se requiere también la asimetría completa de la membrana,o sea:

barrera externa impermeable al K+y barrera interna impermeable al NaÏ(Ginzburg

y Hogg, 1967).

En case a estas observaciones, Koefoed-Johnson y Ussing (1958), propusieron

el modeloilustrado en 1a figura 1.4, que 'representa una célula del estrato
germinativo. Este modelo fue diseñado originalmente para 1a piel abdominal de

la rana, que es una de las preparaciones más comunes para el estudio de la

bioffsica de las membranasepiteliales.

La barrera externa representada por la membranaexterna de la célula es per­
+

Ieable al Na e impermeable al K+, y cuando esta bañada en Ringer con aniones
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impermeables (por ejemplo, SOÏ-), se comporta comoun electrodo de Na+.
La barrera interna, identificada con la membranainterna de las células

del estrato germinativo es permeable al K+ e impermeable al Na+, y cuan
do está bañada por líquidos de Ringer con aniones impermeables, se comp

porta comoun electrodo de K*. Esta célula tiene una alta concentración

de K+ (130 mM)y una baja concentración de Na? (25 mM) (Zylber, Rotunno

y Cereijido, 1973, Rotunno, Zylber y Cereijido, 1973) a causa de una bom
ba del tipo Na-K localizada en la barrera interna. El intercambio de K+

por Na+mantiene la concentración celular de Na+baja, y se establece así

un gradiente de concentración de Na+a través de la barrera externa (el

Ringer rana tiene una concentración de Na de 115 mM).Este gradiente pro­

voca la entrada neta de Na+ desde la solución externa a la célula. El K+

acumulado dentro de la célula por la bombadifunde hacia 1a solución in­

terna pero no hacia la externa, puesto que, comodijimos, la cara exter­

na es impermeable al K+. Si bien bajo ciertas condiciones experimentales

la bombapuede trabajar electrogenéticamente, en condiciones fisiológicas

parece trabajar en forma neutra, es decir, intercambia un Na+ por un K+

(Bricker; Biber y Ussing, 1963; Essig, Frazier y Leaf, 1963; Curran y

Cereijido, 1965).

El proceso de trasporte de Na? a través de la piel'de rana.depende por lo

tanto de dos mecanismosbásicos: difusión pasiva a través de la-barrera

externa, seguida de un bombeoactivo a través de la barrera interna. Hay

que notar que el mecanismode trasporte de iones que la célula usa para

mantener su propio balance iónico es el mismoque utiliza para trasportar

Na+a través del epitelio. Esto nos lleva a puntualizar otro requerimiento
importante para que la corriente de corto-circuito sea una medida del flua

jo neto de iones a través del epitelio! la preparación debe estar en esta­

do estacionario. _
Cuandoel epitelio está bañado por líquidos de Ringer con uniones imper­

meables, el potencial eléctrico esti dado por la sumade un potencial de



difusión de Na a través de la membranaexterna y un potencial de difusión de
+

X a través de la membranainterna. El potencial totalE equivale entonces as

E- R1“ [Mala [KLT 3’” rm
donde los subfndices ¿J ¿_e ¿_se refieren a la solución externa, a la célula

y a la solución interna, respectivamente. Los estudios del perfil del poten­

cial eléctrico a través del epitelio, llevados a cabo con microelectrodos,en

centraron dos o mas saltos de potencial lo que en principio apoyarfa la hipf
tesis descripta, pues el primer salto se atribuye al componentede Na? y el

segundo al componente de K+ (Engbaek y Bosbiko, 1957; Frazier, 1962ywhittem­

bury, 1964; Cereijido y Curran, 1965).

b) Modificación del modelotranscelular

El modelo que acabamos de describir fue la clave para la comprensión del tran:

porte transepitelial de sustancias. Desdesu introducción en 1958hasta el pr:
sente ha sido objeto de cambios más o menos importantes para adaptarlo a los

nuevos hechos experimentales que se fueron obteniendo. La denominación de

transcelnlar se refiere a que según estos modelosel Na+atraviesa el epitelio

por una ruta que pasa por el citOplasma de las células epiteliales. A continua
ción describiremos el punto de vista actual de los modelos.transcelulares. El­

flujo neto de sodio a través del epitelio es función de la concentración de

Na en la solución externa (Kirschner, 1955; Morel 1958; Cereijido, Herrera,

Flanigan y Curran, 1964; Frazier y Leaf, 1964). A medida.que la concentración

aumenta, el flujo neto se hace mayor hasta que alcanza un máximo. La figura

1.6 ilustra un experimento llevado a cabo por Kidder y col. (1964) en la piel

de rana, que demuestra que un aumento instantáneo de la concentración de Na

desde 1.4 mMhasta 47 mMproduce un aumento del potencial eléctrico, que llega

a un nuevo valor estable en menos de 600 milisegundos. Si en vez de estudiar

el potencial se estudia la corriente en corto;circuito, se observa también nn

transitorio semejante (Cereijido y col. 1974). El retardo en alcanzar el nue­

vo potencial o la nueva corriente se debe al tiempo que tarda el Na en alcan­

zar la nueva concentración (47 ml) a nivel de la barrera sensible al Na+. UsaE
do una ecuación de difusión se calculó que la distancia entre la solución per­
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fectamente mezclada y la barrera que se comporta comoun electrodo de sodio

es de unos 25‘pm. Puesto que la mayor parte de estos 254g. están dados por la
z

[NCÜe
1mM

[N619 ZOmV

47mM T

l 200m5—o¡ n­

Figgra 1.5: Cambiotransitorio del potencial de la
piel debido al brusco aumento de la Na del Ringer
que baña la cara externa del epitelio (redibujado
de Kidder y col., 1964).

capa de agua no mezclada que baña la cara externa de la piel, se concluye

que la barrera sensible al Na+coincide con el borde anatómico externo del

epitelio (Dainty y House, 1966). Esta información, junto con la observación

de Curran y Cereijido (1965) de que cuando se agrega Kun la solución interna

todo el K de la piel de rana se intercambia con K con aparentemente una sola

constante de velocidad, sugirió que la barrera externa del modelo de Koefoed­

Johnson y Ussing (que comorecordamos, era Na-sensible y K-impermeable) no

podía estar localizada en la cara externa de las células del estrato germina­

.tivo, sino en el borde anatómico externo del epitelio. De esta manera, los m2
delos transcelulares (Ussing y Windhager, 1964; Farquhar y Palade, 1966 (Fig.

1.6) no confinan el compartimiento de transporte que viéramos en la figura

1.5 a las celulas del estrato germinativo y hacen formar parte de él a todas

las celulas del epitelio. Estos modelostienen tres características principa­
les! l) el Na+entra en las células difundiendo a favor de un gradiente de

concentración a nivel del borde anatómico externo del epitelio; 2) desde all!

y gracias a las uniones de alta conductividad que posee el tejido, pasa

del citoplasma de una célula al de la otra,
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de modoque estas formen un único compartimiento de sodio; 3)el paso activo

del transporte neto de Na+esta localizado a nivel de todos los bordes celu
lares que miran hacia el interespacio. Puesto que este interespacio se halla

cerrado hacia fuera por las zónulas occludentea, pero está abierto hacia den
tro, el Na+bombeadohacia 61, sólo puede difundir hacia la solución interna.

Membrana con
Na bombos deNoyK

Cara
externa Membrana

Membrana permeable al K
penneaMealK ’K

Haga 1,6: Esquemadel modelotranscelular

modificado. Z_03zonulas oceludentes, gn des­

mosoma.Ver explicación en el texto.

Estos modelosidentifican por lo tanto la barrera externa con el borde ana­

tómico exterior, y la barrera interna con todos los bordes celulares en col-1
tacto con el intereepacio. Los modelostranscelulares llevaron a una inves­

tigación del perfil del potencial electrico, encontrándoseque consta de tres
o mas saltos de potencial atribuible cada uno de ellos a la contribución de

una capa celular al potencial total (Biber y col” 1966; Berlina y col.1970).

e) Modelos con compartimiento de transporte especializado

Comoee dijo anteriormente, la técnica de montar las membranasepiteliales

con Ringer idéntico a amboslados y con la diferencia de potencial eléctrica
entre ambassoluciones abolido mediante al pasaje da una corriente de corto­

circuito es una forma de anular cualquier gradiente de potencial electroqui­



mico, de modoque la existencia de un flujo neto en estas condiciones puede

ser atribuido a transporte activo.

Los modelos transcelulares descriptos, o con alguna modificación, son aptos

para explicar el funcionamiento de un gran númerode epitelios (especialmen
te aquellos que trabajan entre dos soluciones de composición parecida o en

los que la diferencia de potencial eléctrico entre ambasestá muydisminui­

do por la presencia de rutas pasivas a través de las zónulas ocluyentes que
lo cortocircuitan, ej.l epitelio del túbulo renal). r

Sin embargo, estos modelos no . explican, ni tampoco son concordantes con

ciertos fenómenosque presunta el transporte de Na+a-traves de la piel de

rana. Las ranas pueden tomar del medio acuático en que viven una cantidad

neta de Na+, afin cuando el medio posea una concentración muyinferior a lu

de las células. Krogb (1938) ha demostrado que la piel de rana es capaz de
tomar NaCl de soluciones tan diluidas_como un cien milésimo molar. Según

los modelos transcelulares, el Na+debe entrar al compartimiento celular m

favor de un gradiente; o sea que la concentración celular deberia ser aún

mis baja que el del agua de la laguna; y sin embargo se demostró feaciente­

mente (Aceves y Erlij, 1971; Zylber y col. 1973; Rotunno y col. 1973) que

el epitelio tiene una concentración de Na que oscila entre los 15 a 30-mfl.

Para explicar este fenómenose sugirieron las siguientes posibilidades: la

existencia de un paso activo a nivel de la barrera externa (Biber y Curran,

1910) Cuthbert, 1912); que la actividad quimica del sodio celular fuese muy

baja ( o sea que los coeficientes fuesen significativamente inferiores a la
unidad). Unade las causas que podría explicar la baja actividad quimica

del sodio celular podría ser la complejacióndel Na‘ con polielectrolitos

intracelulares, siguiendo esta idea,Rotunno, Kovalevski y Cereijido, 1961)

demostraron que el espectro de resonancia magnética nuclear que da el sodio

contenido en la piel de rana es distinto del que da cuando se encuentra io­
nizado en solución libre.

Sin embargo, esto no representa una prueba inequívoca, puesto que el espec­

tro se halla afectado por otras causas además.
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Otra posibilidad de explicar la penetración de Na+en forms pasiva desde una

solución externa de concentración muchomenor a la del epitelio podría ser.

que el Na no esté distribuido en un único compartimiento uniforme, sino que

haya dentro del epitelio algún compartimiento de transporte (CTNa)con una;

concentración muybaja. De esta manera, aunque la concentración promedio fae­

ra más alta que en el baño externo, el Na podría entrar pasivamente en el

CTNa.Cereijido y Rotunno (1967 y 1968) demostraron que en realidad, el Naf

epitelial está compartamentalizndoy que en su mayor parte no interviene en

el proceso de transporte transepitelial. Es decir, la ruta del transporte de

Na+no pasa por el citoplasma de todas las células epiteliales, comolo su­

giere la figura 2-1. Realmente la cantidad de Na contenida en el CTNaes tan

poca que resulta ser una pequeñisima fracción de todo el Na en el epitelio

(Zerahn, 1969, Morenoy col., 1973, Cereijido y 001., 1974). Voate y Ussing

(1970) observaron que cuando la piel de rana transporta Na, la capa más ex­

terna de células epiteliales funcionantes (estrato granuloso) aumentade es­

pesor. Atribuyeron este hecho a que el Na penetra y atrae por ósmosis cierta

cantidad de agua que hincha las células de este estrato. Sostuvieron entonces
que la cantidad de sodio bombeadopor estas células al interespacio es mucho

mayor que la que difunde a través de los contactos celulares a las capas más
profundas, las cuales, por esta razón no se hinchan. Las capas internas de­

sempeñarfanasi un papel muypequeñoen el transporte epitelial. El estrato

grannloso sería entonces el verdadero compartimiento de transporte de sodio,

y comorepresenta una pequeña fracción de todo el epitelio, la mayor parte del

sodio epitelial -contenido en otras células- no participarfa. Pero, debe ad­
vertirse que estas observaciones fueron hechas con una alta concentración de

Na+en el lado externo y en condiciones de cortocircuito, es decir, dos fac­

tores que podrían forzar artificialmente la penetración pasiva de Na dentro
de las células y su ulterior bombeo,aún cuando no fuera, este, el mecanismo

fisiológico. Por otra parte, el perfil del potencial eléctrico estudiado m
través'de todo el epitelio por mediode microelectrodos tiende a indicar que

el transporte de sodio provoca manifestaciones eléctricas en todas las célu­
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las y no solamente en las de la capa .3. externa.

Otra critica que suelen recibir los modelostranscelulares esta-basada en el

hecho de que agregando cantidades progresivamente mayores de inhibidores me­

tabólicos al medio (dinitrofenol, cianuro, etc.), se puede llegar a una con­
centración de inhibidor que frena el transporte transepitelial sin afectar

mayormenteel balance iónico de las celulas; hecho harto dificil de explicar

mediante modelos de bombasque eliminan Na+ citoplasmatico sin distinguir si
este viene o no de la solución externa.

Los estudios de Bentley (1968) sobre el comportamientode la vejiga urinaria

del sapo frente a la anfotericina B y la hormonaantidiurética, sugieren la;

existencia de un compartimientode transporte.(Cuthbert,1973), utilizó amilo­

rida marcada con carbono-14 radiactivo para hacer una estimación del número

de sitios de la barrera externa por donde penetrarfa el Na+.

d) Modelocon rutas extracitoplasmaticas

Para evitar las criticas hechas a los modelostranecelulares, Cereijido y

Rotunno (1968) propusieron un modelo en el cual los movimientos de Na tran­

sepitelial no pasan por el citoplasma celular. La figura 1.1 esquematiza la

idea basica de ese modelo. Vemosuna célula en la cual, por razones de clari­

dad, el componente lipídico de la membranase ha representado muy agrandado

y fuera de escala. La solubilidad del Na+en lípidos es tan baja que, en prin­

cipio, sería mas facil_para un Na+llegar al otro lado de la célula migrando

de grupo polar en grupo polar, que atravesar las barreras hidrofóbicas (Cerei­

jido y Fraidenraicb, 1910). Comose mencionóanteriormente, el potencial eléc­

trico transepitelial es insensible a los cambiosde concentración de Na en la

solución interna. El presente modeloatribuye esta insensibilidad a la presen­

cia de una barrera hipotética similar a la barrera interna del modelode la

Fig. 1.6, que separari’a grupos polares de los lípidos de la solución interna.

Por lo tanto, los grupos polares de la mitad externa de la membranaplasmó­

tiea estarian comprendidosentre dos barreras de baja-permeabilidad al Nasla
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barrera hidrofóbica de los lípidos (barrera ol) y 1a barrera que confiere a

la membranainterna de las células epiteliales su baja sensibilidad y la

permeabilidad al Na (barrera 2). Esta segunda barrera no existe a nivel del

borde externo puesto que, comodijimos anteriormente, las membranasepite­

- ’ -«Membranafl “wm
SolUCIón ep‘utehol Salomón

externa interna

Q

¿É
o “ —Borrer01 o0.. .

Rms! o , g: :8
penceluor o.- Cntoplosmo0- -O

R‘ 8: g: 3%uetronscolulor
-—oBonwa2 CP— -—o

O-— —H3\o
g:

Grupos-—'g; /o
polares , 0/0/ W???fium

Fíggga 1,71 Esquemade una célula epitelial

en la que el componentelipídico ee ha dis­

puesto en la forma propuesta por Dauson y

Danielli y se ha representado en una escala

muchomayor. Ver explicación en el texto.

Tomadode Cereijido y Rotunno, 1971).

liales son sensibles a los cambios de 1a concentracián de No en la solu­

ción externa. Esto significa que sólo a nivel de la cara externa el Na pue
de entrar o salir del pequeñfsimo compartimiento de Na (CTNa)constituido

por los grupos polares entre les dos barreras. Las bombaslocalizadas a lo

largo de los bordes internos que miran hacia el interespacio traelocan io­
nes Na desde este CTNahacia el interespacio a través de la barrera 2. A

causa de las zónnlae oclnyentes el No bombeadohacia el interespacio sólo

puede difundir hacia la solución interna. El grupo polar que estaba unido

el Na que fue bombeadoqueda -entonces-—libre, y está vacante no puede ser
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llenada-fácilmente por el Na celular ni por el Na en el intereapacio (por

la barrera 2), de modoque sólo es llenada cuando el Na+ unido a un grupo

polar vecino salta a ella. La absorción de un Na de la solucion externa se

produce siempre que haya sitios vacantes y no depende de que la concentra­

ción intracelular sea muchomás baja que la del baño exterior, ni de que el

potencial eléctrico dentro de la célula sea positivo con respecto al baño

( ea decir, se oponga a la penetración de Na desde el baño).

Según este modelo, el Na+transportado a través de todo el epitelio no ao

mezcla con el Na del citoplasma celular. El CTNaae limita al Na? unido a

los grupos polares de las membranascelulares de lao células epiteliales,

lo que está de acuerdo con los análisis compartamentales que indican que el

CTNacontiene una fracción infima de todo el Na en el epitelio (Zerahn,1969;

Moreno y col, 1973).

En base al comportamiento de la piel de rana frente a la hormonaantidiuré­

tica (HAB)(Huf y col., 1957; Fuhrman y Usaing, 1951; Herrera y Curran,1963)

Cereijido y Rotunno (1971), idearon experiencias que apoyan al modelo de la

Fig. 1.7 y manifiestan fenómenosdifícilee de ser descriptoa según elmodelo

de la figura 1.6. A

Otro argumento que arroja dudas sobre las rutas transcelulares y que apoya

en cambio el pasaje de Na por rutas que evitan el citoplasma, surge del ex­

perimento que se describe a continuación (Cereijido y col, 1974): Cuandola
concentración de Na en la solución externa se eleva instantáneamente de 1 a

50 mn, la corriente de cortocircuito (I) aumenta lo cual indica un aumento

I 50mm[Na*]e'
1mM Amilorido

[Nofle

__-—-——-_-—-—

l

L——t'——-—4 t
Figura 1,8: Esquemade la experiencia de Cereijido et al (1974).

Ver explicación en el texto.
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del transporte de Na (Fig. 1.8). Despues de un cierto tiempo (t') que la

corriente ha estado en este nuevo valor, el agregado de amilorida (lO-4M)

produce una caida exponencial de la corriente. El area debajo de esta cu:
va (Fig. 1.8), sombreado)representa cierta cantidad de Na, que general­

mente se tomaba como expresión del compartimiento de transporte de Na(CTNa)

implicado en el transporte transepitelial. Los autores mencionadosencon­

traron que si bien I aumenta instantáneamente a un nivel estable, el CTNa

es una función mucho mas lenta del tiempo de exposición a 50 mn Na, La

cantidad de Na transportado expresado por I no es función entonces de 1m

cantidad de Na en el supuesto compartimiento de transporte. El Na.en ese

"CTNa"representaría cierta cantidad de Na fuera de 1a ruta principal del

transporte transepitelial. Comohay razones para pensar que el CTNaestá

contenido en el citoplasma celular (Cereijido y col., 1974) se llegaría m

la conclusión de que el Na del citoplasma no esta intercalado en la ruta

de transporte de Na y que esta es principalmente paracelular. La suposición

de que el Na puede seguir la ruta que acabamos de describir no descarta que

una fracción del Na penetre realmente en el epitelio y siga una ruta trans­

celular comola indicada en las figuras 1.6 y 1.7.

Este modelo propone que la diferencia de potencial eléctrico entre ambos

lados del epitelio es producida por el bombeoactivo de sodio. Es decir,

que a consecuencia de la traslocación activa de este ión, se genera una

diferencia de potencial, tanto mayor cuanto mas sodio se bombeay cuanto

menor es la permeabilidad al Cl.

e) Ruta Pasiva

El hecho de que epitelios comola piel de rana y el túbulo presnnten nn

transporte activo de Na+no significa que sea sólo este ión el que tenga

nn flujo neto. Si así ocurriera, se acumularian cargas positivas en la

solución interna(y negativas en la externa), las cuales daria origen a un

enormepotencial eléctrico (negativo en la solución externa y positivo en

la solución interna) que frenaria el pasaje de Na+.

En general, se observa que si bien el Na‘ es transportado en forma neta



por un proceso activo que opera directamente sobre este ión, el potencial

eléctrico establecido por ese proceso hace que penetre una cantidad neta de

ión 01-. En resumen: el transporte activo de Na+provoca un pasaje neto de

Na‘ y de 61-. El transporte neto del ión pasivo Cl- solamente desaparece

cuando abolimos el potencial eléctrico espontáneo de la membranaepitelial

por medio de una corriente en corto-circuito (Fig. 1.3). Puesto que en co:
diciones fisiológicas los epitelios no están "cortocircuitados" por una

corriente aplicada externamente comoen el caso de la Fig.t:-4, el trans­

porte activo de Na siempre da origen a la penetración de un anión en lahmi:
la dirección (por ejemplo, el Cl-) o de un catión en la dirección opuesta

(por ejemplo, el H+ o el NH+4)(Garcia Romeu, 1971; García Romeuy Salibián,

1968; y Garcia Romeu,Salibian y Pezzani, Hernández, 1969). Si esos iones

no fueran permeables, el movimiento de Na+ se frenarfa. Resulta entonces gue

el transporte de Na* esta condicionado al movimiento pasivo de otros iones.

Veremosentonces por donde pasan y qué características tienen los movimien­

tos pasivos.
Al comienzodel capítulo, dijimos que los espacios intercelulares están li­

mitados hacia fuera por las zónulas ocludentes (Fig. 1.3) y que esta parti­
cularidad anatómica constituye un serio obstáculo para la difusión de aus­

tancias entre la solución externa y el interespacio. Esto no significa que
el pasaje de sustancias a nivel de las zónulas ocludentes sea nulo. Haye­

pitelios en los que estas uniones son atravesadas con relativa facilidad por

sustancias de molécula pequeña (Barry y col., 1971; Boulpaep, 1971), y otros

epitelios en que el movimientode estas sustancias no es espontáneo pero se

puede provocar (es decir, abrir la zónula ocludente) mediante el uso de so­

luciones externas hipertónicas (Usaing y-Windhager, 1964; Ussing, 1965; Er­

lij y Martínez Palomo, 1972; Mandel y Curran, 1972 y 1973),Fr8mter y Diamond

(1972) midieron, en el epitelio de la vesícula biliar del Necturus, la re­
sistencia eléctrica entre amboslados de la membranaepitelial (Rs) y tam­

bién la resistencia de la cara externa (Re) y la cara interna (Bi) de las
células epiteliales con tres electrodos: un electrodo convencional en cada
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solución y un ¡icroelectrodo introducido en el citoplasma celular. Ellos

hallaron que la resistencia total entre las dos soluciones (Bs) era de 307
ollas-cn2 y la resistencia Re de 4.110 y R1: 2.700 Ohm-cua. Lauresistenciaa

total para la ruta transcelular es entonces 4.170+2.70036¿800Ohm-6.2; o

sea 22 veces mayorque la resistencia total del epitelio (301 ohh-cua).fig
to significa que el 95%de la conductancia transepitelial se debe a unn

ruta que no pasa a través del citoplasma celular, lo cual señala de por sf

al espacio intercelular comouna posible ruta de alta conductividad. vsr

Fig. 1.9.

Solución externa
ruta ruta . SoLexterna

trons:elular porocelUlor

sana 'Re
r .

RI
Solucion interna

Ó
O

Sol.¡nte'rna —

Figura 1,9: Esquemay circuito equivalente para

interpretar el transporte a través de una ruta
pasiva. Ver explicación en el texto.

Fronter y Diamond, en un segundo experimento identificaron en forma nas

manifiesta aún, a las rutas de alta conductividad con las sónnlas oclu­

dentes. Morenoy Diamond(1974) hicieron un estudio exhaustivo de la ruta

pasiva peracelular de la vesícula biliar y determinaron que se trata de un
corto trayecto (03100;) revestido de grupos hidrofílicos, los cuales, por
el becbo de poseer carga neta o por tratarse de dipolos orientados, dan a

su luz una carga positiva que facilita el pasaje de aniones y dificulta

en cambio el pasaje de cationes.

El epitelio de la vesícula biliar, al que corresponden los datos que aca­
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bamosde describir, pertenece al grupo de epitelios de alta conductividad

paracelular.La piel de rana es en cambioun epitelio en que la ruta pasi­

-va paracelular es muchomenos permeable, sin embargo, esta permeabilidad

aumenta cuando la piel se despolariza mediante una corriente en corto-ci:
cuito que hace su potencial interno 100 mVnegativo con respecto al lado

externo (Handel y Curran, 1972). Estudios llevados a cabo por Von Petery

y Col. (1974) han demostrado que la piel de rana posee una ruta que deja:

pasar Cl- y Br-(pero no I- y Fr) y que sólo se abre en presencia de Na* o
Li+(pero no Rb+, K+y Cs+). Resulta interesante entonces gue en condici_:

nes fisiológicas, es decir, sin corriente de corto circuito, el movimigggg

22_HE:_ÉS22EQ!LÉ2l_2EEEÁÉ_ÉS_Ql:a_DfiIQ_fllüLJLJHLJY e n' n u d nes;

siempre I cuando el Na+ le abra su ruta.

f) Modelos más recientes

En los tres últimos años se han realizado una serie de experiencias que

tienden a aclarar definitivamente el proceso de transporte de Na+a través

del epitelio abdominal de la rana.

Ferreira, Ferreira y Lev (1976) encontraron que la actividad de la ATP-asab
ovabaína-sensible es usualmente muchomayor que la requerida para el trnas­

porte de Na+, lo cual se ajustaria a un modelo de trnasporte que supone la

participación activa de una fracción de las células epiteliales y no todo

el epitelio. . .
Lahav, Essig y Roy Caplan (1976) hallaron-usando la termodinámica de los

procesos irreversibles-que el grado de acoplamiento entre el transporte de

Na+y los procesos metabólicos es de 0.78-0.79., lo cual indicarfa que el

transporte de sodio está incompletamente acoplado a los procesos metabóli­

cos aún cuando el pasaje pasivo de sodio es tomado en consideración.

Cntbbert (1974), Cuthbert y Shum,(1974, 1976, a,b,) estudiando la forma de

inhibición del transporte de sodio por efecto del amilorida, pudieron pro­

bar que el sodio penetra en la piel a través de sitios especificos. Esta­

blecieron que en Rana temporaria hay de 200 a 300 sitios/¿Lun2 y que en
*

pieles de ranas desprovistas de Na , o tratadas con aldosterona, mostraban
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un aumento en la densidad desitios que era proporcional al aumento de la.

corriente en corto-circuito. Este hecho, junto a otros datos adicionales

sugieren que nuevos sitios de entrada se generan bajo estas condiciones.

Ellos observaron que cuando una corriente eléctrica es pasada a través de

la piel ocurren cambios inmediatos ene! númerode sitios que son amilori­

da-sensiblesl la despolarización determina un aumentoent! númerode sitios.

Los cambios concomitantes en la corriente amilorida-sensible sugieren que

el flujo de sodio a través de los sitios de entrada es voltaje-dependiente.

La hormonaantidiuretica no tiene efecto sobre la densidad de los sitios,

pero aumenta la corriente de sodio. Ellos concluyeron que: este hecho y o­

tros adicionales sugieren que la hormonaaumenta el recambio a nivel de ca
da sitio mediante el aumentodo la fracción de conducción del sitio a cada

instante.
T. Nagel(1975,1976), perfeccionando la técnica de medición con microeleo­

trodos encontró que los saltos de potencial a través del epitelio abdominal

de la rana informados previamente(Engbaek y Hoshiko, 1957; Ussing y Windha­

ger,1964; Whittembnry, 1964; Cereijido y Curran31965; Biber, Chez y Curran,

1966; Biber y Curran, 1970; Hviid Larsen, 1973) que se ajustaban azla teoria

de Koefoed-Jobnsen y Ussing(1958), puesto que aparecían comodos saltos de

potencial positivos; serían incorrectos, ya que correspondían -probablemente­
a mediciones a traves de células más o menos dañadas.

Este autor encontró la presencia de un salto de potencial nevativo a nivel de

la barrera externa, que aparece adn cuando la piel esta bañada en su cara ex­

terior con Ringer ClNa 110 mk, y uno positivo a nivel de la interna. Por otro

lado halló un salto de diferencia de potencial de -100mVen condiciones de

corto-circuito (en las mediciones anteriores en iguales condiciones se infor­

m6-20mV).

Los datos de Nagel fueron posteriormente corroborados por Helmany Fisher,

(1976). Nagel(1977) explica estas discrepancias diciendo (1977): "las obser­

vaciones de perfiles de potencial y respuesta a los cambios de composición

electrolitica previamente apreciados pueden fácilmente ser explicados, ya que
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la barrera de mayorresistencia del epitelio está localizada en la superfi

cie exterior, y la membranabasolateral puede ser dañada primariamente de:

pués de un empalamicnto inadecuado, consecuentemente el micro-electrodo r:
gistrard potenciales que, en general, serán orientados por el potencial

trans egitelial, y los cambios observados serán en función del mismo, dejan
do de lado el comportamiento real del potencial trans membranal.Unaorion!

tación y comportamientosimilares de los potenciales de microelectrodos se

observarfa si la punta del mismoes colocada en los espacios intercelulares.

La figura I.lO(tomada del trabajo de Nagel, 1977) esquematiza las diferen­

cias entre los datos previamente informados y los obtenidos cuidando de no
dañar las células.

+100 A

mv Cortocircuito ' Circuito
abierto

’ 50 AEtrons

O

-20 l_J

+100 p B

V Cortocircuito Circuitom ' abierto

‘50 F AEtrans

° L_l

-50 ..

Corion Corion

-100 - Epüeüo Epüeüo
Solución Solución
externa externo

Figura 1.101 Presentación esquemfitica de los perfiles

de potencial de la piel de rana. A: valores obtenidos

previamente (Engbaek y Hoshiko, 1957; Ussing y Windhagcr, l

//' 1964; Whittembury, 1964; Cereijido y Cnrran, 1965; Biber,
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Chez y Cnrran, 1966; Biber y Curran, 1970; Huiid

Larsen, 1973). B: Observaciones recientes (Nagel,

1976; Helmany Fisher, 1976). Las diferencias de

potencial son referidas a la solución que baña al

epitelio. Esquemaredibujado del trabajo de Nagel,

(1911).

En estudios posteriores (1977) Nagel encontró quel la dependencia de las

diferencias de potencial a través de la membranacon la Na e de la sol!

ción que baña la cara externa de la piel, está semiIOgaritmicamenterol:
cionada. 0 sea que al graficar el potencial transmembranavs. el log.

[Na] o se obtiene una recta cuya pendiente es 28.4 t 1.8 mV/ de cada

[Na] o Al graficar las diferencias de potencial a través de las membra­

nas externa e interna de ls piel versus el log IÏNaJOobtuvorectas cuyas
pendientes respectivas son: 33.4 1 1.8 y 4.8 a 1.5 mV/de'cada [ka] g .

Todos los datos corresponden a la condición de circuito abierto. El poten
cial intracelular bajo condiciones de cortocircuito es función lineal del

log [Na] g , con una pendiente de 33.3 3 3.4 mY/dec. [Ña o .
Estos resultados no son concordantes con la hipótesis de Koefoed-Johnsen

y Ussing ( ya que los valores de las pendientes distan notoriamente del

69 mV/dec[Na] . teórico). Tampocola polaridad del electrodo de Na pos­
tulado por el borde externo pudo ser obtenida. Nagel sugiere la presencia

de una corriente de recirculación a través de_caminosparalelos para ex­

plicar-por lo menosen parte- la desviación descripta. Bajo todas las con
diciones encontró que la incorporación de sodio ocurre a través de un gra
diente energético, y que deben ser sugeridos cambios en la permeabilidad

de la barrera externa para explicar la dependencia del transporte neto de

Na comofunción de la concentración del catión en el Ringer que baña la
sara externa.

Por otro lado, Nagel descarta -a partir de sus datos- la posibilidad que

compartimientos-internembranasean los responsables del transporte transe­

pitelial del Na, comofue propuesto por Cereijido y Rotunno (1968), ya que
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los potenciales que midió correspondían a los citoplasmas de las células re:
pectivas. Concluyeque la distribución del Na en todo el epitelio después de

su entrada a través del borde externo sería posible a través de las uniones

intercelulsres, y que todas las capas celulares participarfan en la extrusión

activa del Na hacia el corium. Ya que la actividad ATP-fisica del epitelio de

la piel de rana excedea la cantidad necesaria para el transporte transepite­

lial neto (Ferreira, Ferreira, y Lev, 1976), se sugiere que en condiciones
normales solamente una fracción de las bombas de Na en la membranabasolate­

ral transporta realmente.

Trabajos recientes ban sido realizados con el propósito de obtener propieda­

des y datos que permitan conocer el mecanismo de entrada de Na a la piel a

través de la barrera externa sensible a su paso.

Analizando las fluctuaciones de la corriente de Na, Van Driesscbe y Lindemann

(1976), Lindemanny Van Driesscbe (1977) llegaron a la conclusión que el Na

entraría a la piel mediante un proceso de difusión a través de canales. En
el rango de voltages fisiológicos, entre Vr y OmV)Vrt potencial de reversión

es el voltage en el cuallINa-O; dondeINa- Itotal’: amiloride-inaenaiblefla
corriente a través de la membranaNa-selectiva de la piel de rana varía con

la diferencia de potencial según lo predice la ecuación de campoconstante

(Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949). Esta ecuación fue deducida para el caso

de una electrodifusión en estado estacionario a travós de canales homogéneos

en los cuales hay una caída de potencial uniforme. Ellos llegaron a la conclu­

sión que en la piel de rana no hallaron indicios para suponer un mecanismode

transporte de Na que requiera suposiciones más complicadas que las expuestas)

aunque no descartan la posibilidad que en vez de canales hayan sitios sensibles
en los cuales se encuentren vehículos transportadores del Na, en este caso la

ecuación de Goldman, Hodkin y Katz también se cumplinñn. Existen pruebas como

para suponer la existencia de tales vehículos, comoser el fenómenode satura­

ción de la incorporación de Na a través de la barrera externa, pero por otro

lado, el mismopuede explicarse a través de un proceso de electrodifusión a

travós de poros estrechos (Heckmannet al, 1972).
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a- TRANSPORTETRANSEPITELIAL ns cLonvno

Se conoce la existencia del transporte activo de cloruro en una vasta serie

de epiteliosz en el túbulo ascendente del asa de Henle en los nefrones de los

mamíferos (Burg y Green, 1913), la mucosa gástrica (Hogben, 1959), la córnea

(Candia ,1913), la vejiga del sapo (Finn, Handler y orloff, 1967); y "ya no

quedan dudas de la presencia del mismoen el epitelio abdominal de la rana"

(Lote, 1976).

En 1937, Krogh había demostrado que las ranas eran capaces de absorber una

cantidad neta de Cl- de soluciones tan dilnídas como10-5“, este resultado

fue corroborado posteriormente por Jorgensen, Levi y Zerahn (1954),Hartín,

(1964), y Martin y Curran (1966). Esta movimiento de Cl- que se realiza en

forma neta y en contra de un gradiente de potencial electroquímico es mucho

menor que el transporte neto de Na+ ( a 115 mHNa+ ) y sólo detectable en

condiciones en que el movimiento de Na+ es experimentalmente disminuido.

En 1949, Ussing demostró que los movimientos de Cl- en la piel de rana son

los que corresponderíen por el efecto del gradiente electroquímico existente

entre las caras externa e interna, esto implica que los movimientos de Cl- a

través de la piel serian pasivos. El hecho que al montar la piel de rana en­

tre dos soluciones iguales anulando el potencial eléctrico espontáneo por

medio de una corriente en corto-circuito, se tenga un flujo neto de cloruro
igual a cero ( o sea que el influjo de cloruro es igual a su eflujo) es una

prueba más que el pasaje de cloruro a través de la piel se da en forma pa­

siva (Ussing y Zerahn, 1951; Koefoed-Johnsen, Levi, Ussing, 1952; Koefoed­

Jobnsen, Uesing y Zerahn, 1952).

En 1972, Handel y Curran estudiando la relación entre el movimiento de 14c­

urea, el 3601- y el potencial eléctrico a través de la piel, llegaron a la
conclusión de que dicho flujo pasivo de Cl- se hace a través de un camino

extracelular, probablementea través de las zónulas occludentes.

Al estudiarse la piel de la rana sudamericanaLegtodactvlus ocellatus,se ok

servó que presentaba algunas propiedades-notables con respecto al pasaje de

Cl- . Zadunaisky y Candia(1962) encontraron una diferencia importante (del
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N‘ N. N“ ) y la corriente en_ +

orden del 25%)entre el flujo neto de Na ( netás in. e!
corto-circuito en dicha piel. Beta discrepancia sólo se notaba en pieles bañadas con

el snión Cl-, cuando el mismose reemplazaba por SÜÏ_se observaba la equivalencia en

tre el J N“neto
Candia y Chiarandini (1963); Zadunsisky y Fisch (1964), Fiscbbarg, Zadunaisky y Fisch

y la corriente en corto-circuito. En trabajos posteriores, Zadunaisky,

(1967) demostraron que la piel de Leptodactzlus ocellatus posee un transporte activo

de Cl- hacia adentro, que en ciertas epocas del año puede alcanzar a ser un 30%del
Na
neto

que usan una concentración exterior de 116 mM-Na(concentración que es cientos de v:

e Garcfs Romeu(1911) hizo notar due las condiciones experimentales "in vitro"

ces superior a las que suele tener en condiciones fisiológicas) puede dañar seria-en
te al mecanismode transporte de 01-, y que esta puede ser la causa que impide verlo

en las preparaciones "in vitro". En 1972, Kristeneen encontró la presencia de un tran:
porte activo de cloruro en Rana temporaria, cuando la piel se hallaba bañada con Rin­

ger de baja concentración del anión.(La presencia de transporte activo de cloruro bs­

jo estas condiciones en Rana Higiene y Rana esculenta fue informado por Martin y Cur­

ran (1966) comoya hemos mencionado anteriormente). En 1915, Schneider observó la pr:
sencia de un transporte activo de cloruro en epitelios aislados de Rana esculenta ba­

ñados con soluciones Ringer con concentraciones de cloruro superiores a los 90 EÜL

Lote en 1976, informó que en epitelios aislados de Rana temporaria (bañados con solu­

ciones Ringer normales, de ll mH-Cle) no encontró una discrepancia estadísticamente

significativa entre el influjo y el eflujo de cloruro a través del epitelio, en la
cual el influjo era siempre mayorque el eflujo, bajo condiciones de corto-circuito;

mientras sus diferencias de potencial se hallaban entre los 20792IV. Sin embargo, en

pieles que presentaban un bajo potencial (menor a 50 mV)el influjo de cloruro era

significativamente mayor que el eflujo (p<0.05). Se sabe (Burg y col., 1973) que la

furosemida inhibe el transporte activo de cloruro en el túbulo ascendente de los ne­

frones de los mamíferos. Cuandopieles de bajo potencial electrico se tratan con fu­

rosemida se observa una disminución inmediata en el influjo de cloruro, de manera

que el mismose iguala al eflujo (Lote, 1976).

Iristensen(1972) y Schneider (1975) sugieren, en base a los datos de su observacio­

nes que las bombasde cloruro estarian localizadas en la primer capa de c6­



lulas vivas del lado externo. La rapidez con que el influjo neto de cloruro es

. reducidm por la furoaemida (Lote, 1976) parecería sustentar esta hipótesis.

Sin embargo,si esta fuese la situación, señala Lote en su trabajo, sería inpg
sible la presencia de una barrera de permeabilidad efectiva entre la bombay

la solución que baña la cara externa. Unaalternativa sería que la bombaestu­

viese localizada sobre la cara interna de la capa de células mucosales, o que

cambios en la permeabilidad del lado interno de la bombapuedan influenciar la

magnitud del transporte neto de cloruro.

Si la furosemida es aplicada a la superficie externa de la piel de rana, su e­

fecto es diferente al aplicado en la superficie externa (Bevis y col. 1975).

Sólo después de una bora se observa una reducción en la penneabilidad de la

membranaal cloruro.

Estos hechos llevaron a Lote (1976) a concluir que: "ya no quedan dudas de la

presencia de un tr:::fsgte de cloruro en el epitelio de la piel abdominalde la.
rana".

Por otro lado, Lindey y Hoehiko (1964) y Gil Ferreira (1968) demostraron que el
Na

neto _
Useing y Zerabn (1951); Linderbolm(1952), Koefoed-Johnsen, Levi y Useing(1952)

depende de la naturaleza del anión aún en condiciones de corto-circuito

demostraron que el movimiento de Cl- esta influenciado por el Naf, no sólo por

la diferencia de potencial eléctrico generado por el transporte de Na+, sino

también porque su permeabilidad se ve aumentada por el Na+ (Macey y Meyers,1963).

ven Petery (1975) realizó un extenso estudio del transporte transepitelial de

cloruro en Legtodactzlus ocellatus, ella concluyó que:

l)- El flujo pasivo de Cl- (medidopor el eflujo de Cl-,]gi ) se hace a traves
d. un mecanismosaturabl. que-es estimulado por la presencia de Cl- en la solu­

ción que baña la cara externa (lado-transl.

-2)- La prosenCil de NB+en la solución externa, en cambio, no aumenta de por sf

el eflujngi . Sin embargo,cuandoengi es estimulado por la presencia de
Cl- en el lado trans, un agregado de Na produce un significativo aumento adi­

cional.



3)- De los puntos l y 2 surgiría, en primera aproximación que el componente

pasivo que nos ocupa transcurre por un proceso de difusión facilitada que es

estimulable por Na+. Sin embargo, los estudios de conductancia eléctrica in­

dican que a bajas concentraciones de Cl- externo el} g: utiliza realmente un
mecanismode difusión de intercambio, pero a altas concentraciones de Cl of
torno utiliza una ruta cuya activación es proporcional a aumentos de la con­
ductividad eléctrica. .

4)- Estos resultados considerados en relación a datos de la bibliografía su­

gieren que la primer ruta (es decir, la difusión de intercambio) está locali
zada a nivel extracelular -presumiblemente a través de las uniones estrechas­

y que la segunda atraviesa en cambio, el citoplasma celular. El Na+parece

activar solamente la segunda ruta.

5)- El estudio del influjo de Cl- (:}Ï;) hecho a bajas concentraciones de Cl­
en la solución externa (lmH) muestra que el Cl- penetra por dos mecanismos:

a) una translocación pasiva que utiliza aparentemente una ruta paracelular y

que exhibe las características de un proceso de difusión de intercambio y b)

un proceso activo que se presumeatraviesa el citoplasma celular.

6) El aumento de la concentración de Cl- externo (115 mn) aumenta la penetra

ción de Cl- tanto a nivel de la barrera externa (:IÏÉ) comoa través de toda

la piel (:SÏ; ). Los estudios simultáneos de Í; ing: demuestranque el a2
mento de penetración se hace por una estimulación tanto del proceso pasivo

comodel activo. Esto sugiere que el Cl- externo activa un mecanismo de pena

tración probablemente localizado en la barrera externa, por el cual el Cl- en
tra a la célula y llega a la bombade 01-.

7)- Un aumento de la concentración de Cl- en el lado interno no produce los

cambios que se consiguen con las variaciones del Cl- externo. Esto corrobora

la conclusión del punto 3, de que el efecto del aumento de Cl- en el lado es

torno no producía una difusión de intercambio y justifica suponer que activa
en cambio, un sitio localizado en la cara externa.

8)- El Na* estimularfa el sitio mencionado en el punto 7 siempre y cuando 6:
te sea previamente activado por el 01-.



9)- El Cl- estimula a su vez la penetración de Na+a través de la barrera

externa}Na .12

10)- Por las razones técnicas que se detallan en el texte, los estudios arri
ha mencionadosse llevaron a cabo sobre preparaciones cortocircuitadas, es

decir, en membranasen las que elAylestaba anulado experimentalmente. En o­

tra serie de estudios llevados a cabo en pieles no cortocircuitadas, se es­

tudió la conducta delbfijy se vio: a) que cuando el principal anión usado es

el 8042', Afiaumenta con la concentración de Na+externo hasta 87 mV,valor

al que llega a alrededor de 20 ml. De ahí en adelanteA/lpermanece constante,
b) cuando el principal anión es el Cl-, se observa que Afianmenta con la con­

centración de ClNa externo [ClNa:] ext., con una pendiente similar a la cu:

va obtenida con 8042- (37 mVpor década) pero con una ordenada al origen más

baja, atribuida al bombeoactivo de 01-, c) entre 2 y 9 mMde [ClNa] ext. se
activa un canal específico para el Cl- , de modoque todo aumento posterior

de [ClNa] ext produce un descenso deflfd) se estudió la selectividad del si
tio para ser activado por cationes (1) y para ser atravesado por aniones mo­

novalentes (2). I

ll)- Los datos expuestos mas arriba, muestran entonces, un mecanismopor el

cual el Na+para pasar necesita Cl-, pero a su vez, este entra en forma sig
nificativa cuando está presente la concentración adecuada y aquél (Na‘) le

activa el mecanismode penetración. Esto no sólo muestra una interrelación

interesante entre dos iones cuantitativamente tan importantes comoel Na+y

01-, sino que pone además en evidencia un proceso que in vivo le permitiría

al animal poner a funcionar un importante mecanismo de recuperación de Na?

y Cl- cuando se pone en contacto con un medio desprovisto de ClNa".
Estas observaciones nos llevaron a tratar de determinar el lugar enkd gue 3

el Cl- modifica el potencial eléctrico que se observa a traves de la mem­

'brana , o sea la localización de la membranaexterna sensible al paso del a­

nión; j a estudiar mediante experiencias de cambiorapido la activacion de

los sitios especificos del cloruro.
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1- METODOLOGIA GENERAL

a) Animales

Se usó la piel abdominal de la rana sudamericana Leptodsctzlus ocellatus

(L. 1758). Los animales se mantuvieron en ambiente húmedoy a temperatu­

ra entre 16 y 22°C, con circulación continua de agua que habia sido pre­

viamente equilibrada con sire.-Se utilizaron animales de ambossexos, du

rante todas las épocas del año, excepto cuando se observaba el fenómeno­

de muda de piel.

ha Disección y Montaje

Una vez desmedulada la rana, se le disccó la piel y despues de varios ls- _
'vados con solución de sacarosa 230 ml se la montó a manera de diafragma

entre dos bloques de plexiglas que tienen talladas cuatro pares de cámaras

(Fig. 11.1 y 11.2), especialmente diseñadas para obtener de una misma

piel cuatro porciones que pueden ser sometidas a condiciones experiment:
-les diferentes (Cereijido, Rabito, Boulan y Rotunno, 1974). El ¿rea ex­

puesta fue de 1.54 cm2 , el volumen de las hemicámaras externas, es de

0.8 m l y el de las internas de 4 mi.

La Fig. 11.1 represente a las bemicámarasexternas vistas de frente. Los

orificios que aparecen en los bordes superior e inferior permiten el pas:
Je de una tuerca que sirve para el ajuste de las hemicúmaras. La Fig. 11.2

muestra a las cámaras acopladas y ajustadas mediante tuercas, entre las

mismas se observan los bordes salientes de la piel que_se halla entre ellas

a modode diafragma, protegida mediante uns fina-malla de polietileno.

Cada una de las hemicámaras externas poseen dos conductos que las comuni­

can con el exterior, a uno de ellos se ajusta uns.jeringa que permite el

pasaje de 10 ml de solución por las mismas en menos de 300 ms, el orifi­

cio restante se comunicaa un tubo de polietileno que conduce al liquido

expulsado de ls hemicámaraa un recipiente colector (Fig. 11.3). De tal

modo, si la hemicúmaracontiene una solución dada ¡1 conenznr 1a .¡períen



cia, y deseamos cambiarla rápidamente mediante la inyección de una nueva solu­

ción, el tl/2 (tiempo medio) del cambio será de 12 me.

0-)Medidade la diferencia de potencial eléctrico

Los tuboa de polietileno que emergen de cada una de laa hemicúmaraa (Fign. 11.1

y 11.2) son llenadoe con Agar-01K 2.8 M, y sirven como puentes de conductividad

entre laa char“ y electrodos de calomel, que a an vez," conectan a un volti­

metro cuya salida aa comunica a un polígrafo, tal comose eequematiza en la Fig.

11.3.

d-)1paratoa'
La medición de voltajes ae realizó con un vol'tfmetro KEITHLEY,modelo: 200 B DC,

cuya impedancia de entrada es de ¡ohne loa cambios ae registraron en un polí­

grafo GRASS,modelo 7B (SERIE E 791 WD), cuyas caracteríeticaa son! Low Level

D.C. PRE AMPLIFIERMODEL7 P1 A, con una impedancia de entradas D.C. 20 K‘n: con

D.C. DRIVER AMPLIFIER.

:37:
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09 Solucione­

Todos loa datos están expresados en IM. Las soluciones Ringer son denominadas

en baso a la nal do sodio seguido do la concentración de este catión. Cuando

¡o utilizan soluciones de igual concentración de Na y del mismoanión, pero

distinto co-ión, éste oo especifica entre paréntesis a continuación de la con
eontración. Así ClNa lmH(colina) significa que la concentración de Na es de

lmM;ol anión que lo acompaña ea ol C1- y ol co-ión: la;colina; a en vez ClNa.

lmM(K)indica que ol oo-ión os el K, siendo las demas características iguales

al cano anterior. .
El pH de todos las soluciones fue de 1.6 (ajustado con buffer de fosfatos).La

osmolaridad fue on todos los casos de 230 nosmol. Todos los Ringer fueron pr:
parados con agua bidoatilada y drogas proanfilisia do Fisher Scientific Co. y
Mallinchrodt Chemical Works.



TABLAII.1

0
SNaZ

P0HNa

C1Ca

Sacarosa

Glucosa

Gluconato

de

Sodio

ClNa

F0HK

Cloruro

SOKde

Colina

Gluconato-Na

115mMz‘ho

SOLNa2

115mM

2.4052.50

SOLNaz0.50

1mM

SOLNaZ

50mM

ClNa

115mM

25.00

2.40

ClNa1mM
(colina)

ClNa

50mM
(colina) ClNa

1mM(K)
ClNl

50mM(K)

96.40 47-40

3.60 3.60

O.LO 0.L0 0.40

0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0050

52.50
148.28 1L8.28

28.48 28.48 28.48 28.48

20m 2.00 2.00 20m 2.00 2.00

105.00

105.00

50.00

1.00 1.00 1.00 1.00

0.11 0.11

96.40 ¿7.40

[A



FAQ“II.

2

FOAHZNa

CIZCa

Sacamsa

Glucosa

PO

¿HZK

Bromuro

de
Colina

Iodum
Colina

BrK

IKBrNa

BrNa 115"mi BrNalmM (colina)

BrNaSOmM'

(colina)

BrNalmM

(K)

BrNaSOmM

(K)
INa

115mM
INalmM (colina) INaSOmM (colina) INalmM

(K)

INa50mM

(K)

0.40 0.40

0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50'

28.48 28.48 28.L8 28.1.8 28.1.8 28.48 28.48

2L00 2.00 2.00 2.00 20m

1.00 I‘m

0.11 0.11 0.11

8
.40

47-40

o
“Ía

47.40

ZAO
96Ao 4740

105.00

50.00

1.00

50.00

2.40105.00

1.00

50.00 50.00



2- DETERMINACION DE LA IONGITUD DEL CAMINO DE DIFUSION MEDIANTE CAMBIOS

TRANSITORIOS EN EL POTENCIAL DE LA PIEL DEBIDOS A MODIFICACIONES RAPIDAS

EN LA COMPOSICION DE LA SOLUCION EXTERNA.

a) Procedimiento

En 1964, Kidder, Cereijido y Curran, demostraron que siguiendo mediante un

osciloscopio o polígrafo los cambiostransitorios de voltaje producidos c2
lo consecuencia de una variación muyrópida en la concentración de Na en la

solución externa, es posible, mediante aproximaciónteórico-próctica, date:
minar la.posición anatómica de la barrera externa sensible al Na en el epi­

telio abdominalde la rana. Para los presentes estudios se aplicó una técni
ca semejante.

El esquemarepresentado en la Fig. 11.3 representa la técnica aplicada: la1

piel fue montada entre las dos hemicómaras, comosolución interna en todas

las experiencias seitilizó Ringer ClNa 116 mM.Esta condición fue impuesta

tomando en consideración que! a) Rabito, Bonlan y Ccreijido (1973) han de­

mostrado que los cambios de Ringer interno provocan fenómenos eléctricos que

se adjudican generalmente a variaciones en la cara externa, y b) el Ringer

ClNa llSmHes el que más se asemeja al medio interno de la rana. i

Las soluciones Ringer externas se especificarón en cada caso. Para lograr un

cambio rópido en la composición de la concentración externa se conecta una

jeringa a la hemicúmaraexterna con la solución elegida y otro tubo de po­

lietileno que llevaró el líquido expelido a un recipiente, tal comose expli
có en la sección II.lb. De este modo, mediante una inyección del líquido de

la jeringa se logra expeler rápidamente la solución inicial lavando la cara

externa de la piel con la nueva solución en un mínimo de tiempo.
En todas las experiencias las pieles se estabilizaron por 15 minutos con las

soluciones Ringcr iniciales.
Los cambios de presión debidos a la inyección no introdujeron errores signi­

ficativos en las lecturas de las diferencias de potencial, según se pudo ob­

servar en los grdficos obtenidos con el polígrafo.

-43­



La Figura 11.4 noe muestra los cambios de potencial en el tiempo debidos a

un cambio rápido en la concentración ds 1a solución externa de Na.

SO4N021mM—>h—SO4No¿50mM.—>

.L .
30mV

T _..500ms ¡._

Figgra 11.4: Grafico experimental en el que se observa la

modificación del potencial eléctrico debido al rapido au­
mento de la concentración de Na+ de la solución externa:

(Ringer inicial: SO4Na2 lml; Ringer final: SO4Na 60-M).2

De estas curvas se leyó las diferencias de potencial correspondientes a di:

tintos tiempos: a partir de los cuales para un número dado de curvas, se pg
do obtener valores promedios de E (potencial de membrana)para los tiempos

elegidos. Conel propósito de independizar a los valores de E de las carac­

terísticas propias de la piel (piel de alta o baja resistencia); y obtener

datos cuya distribución de valores corresponda al fenómenocinitico, se_tra
bajó con una función normalizada. Para obtenerla se consideró: l) De acuerdo
a Koefoed-Johnsen y Usaing (1958), cuando la piel está bañada por Ringer

SO4Na2como solución externa, sera:

Esodog [Na] + p (2.1)
donde°{, y'e son constantes y [Na] representa a la concentración de Na en

la membranaexterna de las celulas transportadoras. (Las bases de la ecua­
ción (2.1) son discutidae en detalle por Hosbiko, 1961).

2) Sea Eo el potencial de membranaal tiempo to: instante en el cual se in

troduce la nueva solución; y sea Eoo el potencial de membranauna vez obt:
nido el eqnilibro con la nueva solución.



De (2.1) quedan

Eo- dIog [Na]o # a (2.2)

Boo-4 Iog [Na]oo 4-fi (2.3)

8) Si definimos a F (¡función normali-zada) como:

F: ° (2.4)

de (2.1), (2.2), (2.3), y (2.4), obtenemos:

F: log ([Na] Área] o) (2.5)

log ([Na] "/Ewa] o
A partir de los graficos obtenidos para distintas pieles se miden los valores

de E para distintos tiempos previamente escogidos. Mediante los mismosy uti­

lizando (2.4) se tiene un conjunto de valores de F para cada tiempo, al prom:
dio de _los mismos lo indicaremos con ï‘. Se grafican los valores de E vs. los

tiempos de t correspondientes. Utilizando la ecuación de difusión libre inte­

grada entre 0 y 3 (camino de difusión) en una sóla dimensión (Crank, 1956)!
oo

n 2 \

[Na] - [Na] oo + 4 ([Na] o- [Na] “>21 (-1) erp.[—(2n+1)1‘52n (2.6)fc 2n+L'n-o

donde D‘ es el coeficiente de difusión aparente del Na;Si la longitud del

camino de difusión desde la membranahasta un espesor de la capa de agua no
\

mezclada, tu tiempo. Dando adecuados valores a (TK2 D 482 ), se pueden apro

ximar curvas tóoricas a la curva experimental obtenida; y así saber cuál es
\ 2

el valor de (TC2 D/t'S ) que mas ajusta a la curva en cada caso.
En base a distintas consideraciones que se discutirán en cada caso se despeja

S, que es el dato buscado. Cuando los cambios de potencial son debidos a un
+ .

cambio rapido del anión que acompaña al Na , y si cambiamos un anión impermea
2- - ..

ble a la membrana(por eju 804 o gluconato) por uno permeable (por eJICI oBr )

45.



estaremos frente a un fenómeno de descenso de potencial (Figure 111.1). En

este caso, obtendremos la función normalizada suponiendo que el potencial E

en un momentodado de la difusión de Cl- hacia la piel serás

n- v- d'log [c1] + [3‘ (2.1)
donde: V- constante de potencial que depende de la concentración externa de

Na y de la resistencia de la pielgd.y Q .son constantes,
Si llamanos Eo a1 potencial a tiempo to, instante en el cual se inyecta la

nueva solución, y sea Booel potencial una vez obtenido el equilibrio con la

nueva solución, sera!

EO-V-d‘log [c1] o + p‘ (2.8)

noo-v. of Iog [c1] o0+ (5‘ (2.9)
Defininos, en este caso, a F cOmo:

F' 3-3“ (2.10)
¡ao-noo

De (2.8), (2.9) y (2.10), obtenemos!

¡'- lor:(l: cn]m/Í c1.“ (2.11)

losUCI] oo/ [6119
En este caso, al igual que en el del Na, si se tiene un númeron de medicio­

nes de F para un tiempo t dado, definimoss

F- F; (2.12)_‘34;--1:-"
La ecuación de difusión libre de cloruro integrada en una sola dimensión,
será en este casos

[C'] ' [c'] W+%([cgo- gi: exp.[-(2n+1)2@_?5\_2t_](2.13)
la cual es semejante a la ecuación (2.6). El procedimiento continúa en forma

semejante a la descripto para el Na.



¡»humanos
Se calcularon los F para tiempos determinados en cada experiencia y a partir

de los mismos se calculó el respectivo F promedio, que en la presentación an

terior indicamos con ï’, según la fórmula (2.12).

Cada nno de los F, se grafi c6 con su correspondiente error standard del pro­

medio (S.E.) que se define! ¿N?
donde ¿es 1a desviación standard de cada medición, definido por:

z z.6: n23: '(27‘2
h ('n-a)

Cuandoen esta tesis, se hace referencia a un valor de F, el valor es el van­

lor promedio de un grupo de medidas y gg a una medición dada. Por razones de

claridad, escribirenos F y no ï‘ entendiéndose que nos referimos a un valor

promedio.

0-) Cdlcnlo del tiempo ¡odio

A partir de las ecuaciones (2.5) y (2.11), se puede determinar el F 1/2", o sea:

el valor de F para el cual! l

[I] - ( [I] 00+ [X] o) / 2, donde X corresponde según los casos al Na}
o a-l Cl-.

De (2.5) se obtiene:

F 1/2 _1og 1/2/[Naa]o) (2.14)
_lo Na Nag ([ J .o/[ 1°)

reemplazando por los correspondientes valores que corresponden a las condicio­

nes que se describen en el Capítulo de Resultados:

[Na] 1/2: 25.5“; [Na] o-lmu; [Na o0- 50mm,resultas

F 1/2- 0.82 (2.15)

no (2.11)w Fl/a _log ([Cl] oo/fm]% ) (2.16)

—log ([01] .0 [011° )-47­



reemplazandopor los correspondientes valores: [Cl] l/2-56.1 un; [011°­
3.4 mu; [Cl] oo: 108.9 mu, resulta:

1:1/2- 0.20 (2.11)

A partir de los F 1/2 podemosobtener los valores correspondientes de t 1/2

mediante la observación en los respectivos gráficos de F vs. t que se obten

dran de cada una de las experiencias.

d-)Determinaci6n de las capas de agua no mezclada

El camino de difusión S corresponderá en primera instancia a la capa de agua

no mezclada más la difusion libre que ocurre en otras regiones del epitelio,
y que debe atravesar el ión hasta alcanzar la barrera sensible al mismo.

El concepto de "capa de agua no mezclada" fue originalmente desarrollado por

Noyes y Whitney (1847) y luego por Nernst (1904) en su estudio sobre reaccig

nes heterogéneas. De acuerdo a la teoría de Nernst la capa de agua no mezcla
da es una delgada capa de líquido estático inmediatamente adyacente a la sn­

periicie del cuerpo sólido inmerso en el fluido. Dentro de esta capa laicon­

centración de soluto es función de la distancia y no es igual a la del seno
de la solución.

Medidas experimentales han nostrado que el fluido dentro de esta capa no es

estacionario, sino que es una región de un lento flujo laminar paralelo 3.10

.interface sólido-líquido, en la cual el único mecanismode transporte posible
'es el de difusión. I

El espesor de la capa , es una cantidad operativa definida por:

do
d]: interface n ..cb-Cint (2.18)

donde Cb es la concentración del soluto en el seno de la solución y Cint es
la concentración del mismoen la interface. La magnitud 3 puede ser estima­

da mediante mediciones hidrodinúmicas o cinéticas y es generalmente del or­
den de 10'3 a 10"2 cm.



Nernst supuso que S es constante para condiciones de flujo determinadas;

pero las teorias modernas (Levich, 1962) predicen que es una función no

solamente de las propiedades y velocidades de la solución, sino también

‘del coeficiente de difusión del soluto. Esto indica que, bajo un régimen

dado de movimiento, el espesor efectivo de la capa de ¿gun no mezclada

puedegg ser idéntico para diferentes sustancias.

La importancia de las capas de agua ne mezclada en el transporte a traves

de membranas depende básicamente de la permeabilidad de la membrana a las

especies particulares que son transportadas. una capa de este tipo puede

ser considerada como una membranaen serie con la membranareal, con un

coeficiente de permeabilidad P dado por:

r.-_n (2.19):5­
donde D es el coeficiente de difusión de la especie molecular en la solu­

ción acuosa. Para muchossolutos D‘=310.5 cm2.seg-l y la permeabilidad e­

quivalente de una capa de agua no mezclada seria un valor entre los órde­

nes: 10-2-10-4cm2.seg-1. Estos valores son cercanos a los de alta permean

bilidad, por lo que para estas sustancias el pasaje a traves de las membrg
nas biológicas puede ser total o parcialmente controlado por la difusión

en las regiones no mezcladas adyacentes a las mismas, y no a la membrana

propiamente dicha. c _

Dados los espesores de las capas de agua no mezcladas, Jl y 82‘, asociados

a cada una de las caras de una membrana, y si se supone que_dicha membrana

separa a dos soluciones conteniendo un soluto C, que se mueve a traves de

ella por difusión simple, y cuyas concentraciones son 01 y C3 respectiVa­

mente, se puede aplicar la ecuación de Pick;

Ja-r. [c2 —c1] ’ (2.20)

donde Pa es la permeabilidad aparente de la membranapara el soluto parti­
cular en estudio. '



La permeabilidad de la membranapropiamente dicha Pm, esti dada por:

J s- r. [0‘2- c‘l] (2.21)

donde ¿é y 6.1 son las respectivas concentraciones del solnto sobre las

caras l y 2 de la membrana,y que diferirdn por lo expuesto anteriormente

de las concentraciones en el seno de las correspondientessoluciones.

Puede demostrarse que, en condiciones de estado estacionario, Pa está ro­

lacionado a Ph, por!

_1__:L+EL: ¿L (2.22)
Pa 3m Pl D2

donde D1y D2son los coeficientes de difusión del solnto en las solucio­

nequne bañan a la membrana. La existencia de estae capas de agua no mez­

clada puedenser fuente de serios errores, al atribuir ciertas propiedades

a membranassobre la baso de permeabilidades aparentes.

' x
8- DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE DIFUSION APABENTES DE CLOBUBO(Dc¡)

Para poder calcular.S, a partir de los valores obtenidos para el coeficien
te exponencial TIZ'D/AS" , debemosconocer los coeficientes de difusión

para los distintos casos. En las experiencias de cambio rápido de lïNmJ
en la solución externa, tenemos una amplia bibliografía que nos permite e­

valuar D. Pero para el caso de cambiorápido de [Cl] fue necesario reali
zar determinaciones a fin de determinar el valor de D‘cl.
El coeficiente de difusión de una sustancia que difunde en nn medio quimi­

camente no homogéneoes una expresión complicada debida al acoplamiento de

los flujos.

Anderson y Saddington (1949) escriben; "Al aplicar mediciones de difusión

¡l eltudio de 8010010n98de electrolitos, el gradiente de concentración o­

‘casiona umadificultad adicional. En la mayoría de los casos, el catión y
el anión difundirán a distintas velocidades. Aunqueesto podría no causar

dificultades en un sistema químicamente homogéneo-o sea, uno en el cual



la concentración de soluto es la mismaen todas partes- un potencial de difu
sión será alcanzado cuando la difusión tenga lugar a través de la interface

entre dos soluciones que difieren en concentración. Debido al efecto mutuo de

los iones de carga opuesta, el ión que difunde a mayor velocidad será retardo

do por el ión de velocidad lenta, y "vice-versa". La velocidad de difusión m:

dida, entonces, no será aquella que corresponde a la del catión o del anión in
dependientemente, pero será una velocidad promedio de difusión correspondiendo

a la molécula electrolítica comoun todo. Para superar esta dificultad Abegg

y Bose (Z. physikal. Chem., 1849,'gg:545), recomendaron la adición de un exp

ceso de diez veces de un electrolito 1:1, distribuido uniformementeen todas

partes del sistema de difusión. Los iones que difunden son entonces capaces

de moverse en todas partes del sistema con una atmósfera iónica uniforme; de

tal modose preserva la electroneutralidad en todas las soluciones. Este es­

quema fue adoptado pornJander et al (ibid, 1980, A, 13g; 97: Kollord-Beih,

1935, 3;, 9) en su trabajo sobre poliácidos".

Estos hechos nos llevaron a utilizar un simil de nuestro proceso de difusión,

mediante el cual, utilizando cloruro radioactivo, pudimosevaluar D cl.

En el caso en que reemplazamos el Ringer SO4Na2llSmH por Cle llSmM,tenemoss

-o
. .l

Capa de oguo
nornezdoda

Figura 11,5: Esquemade los flujos que se producen al introducir
rápidamente Ringer ClNa llSmMen reemplazo del Ringer 804Na2 115ml.
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o lee que el flujo de C1- tiene lugar en sentido opuesto e los flujos de

SOÏ' y de sacarosa.
En le situación en que reemplezemos el Ringer Gluconato-Ne 115.“ por Ringer

CINe IISmM tenemos:

. '_-_).I

Cdpadeogüa
no mezclado

Figgre 11.6: Esquemade los flujos que se producen

a al introducir rápidamente Ringer ClNa 115mMen reem­

plazo del Ringer Gluconato de Ne 115ml.

En este ceso, el flujo de Cl- tiene lugar en sentido contrario al flujo del

ión Gluconato. Para obtener D se utilizó una técnico experimental que nos

.pernite reproducir lee mismascondiciones de flujo; y medir mediante radio­

ieótopoe, el coeficiente de difusión requerida. Para ello utilizamos le va­

riante introducida por Kreevoy y Veterka (1967) el método de obtención de

coeficientes de difusión mediante la difusión a través de diefregmae intro­

ducido por Northrop y Anson (1929) y desarrollado por ue. Buin (1935),Hartley

y col. (1938) y Stokee (1950).

o v) Aparatos

Para medir los flujos se ha diseñado un recipiente de lucita dividido en dos
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cimaras de 8.6 nl de volumen cada una, entre las mismas hay una saliencia sobre

la cual se suspende sucesivamente una arandela de teflon, el papel milipore y 2
tra arandela de teflon para fijar al mismo.

Unavez llena con la solución radiactiva, la cámarainferior, el nilipore puesto

con sus arandelas, y llena la cámarasuperior con la"soluci6n fria"(-sin sustan­

cia radiactiva), se enrosca una tapa de lncila al recipiente, que posee una aber
tura a traves de la cual se introduce'unauvarilla de polietileno en forma de T
que se acopla a un rotor y que sirve para mantener una buena agitación en la ca’­

mara superior. En la camara inferior se introduce una barra magnética que, al ser

colocado el recipiente sobre un electrcimfin produce una buena agitación en la.
misma. Un esque-a del aparato se detalla en la Fig. 11.7.

+—-Rm«

. I 4 A-'l-J-­
WHUUVI

I A ‘.’cl'.:.'.-.:ncámara superior: 85ml _

“lAronddus - . ' .
detenen4 «Membrana(scutonuemembrmeflltermm

P ‘Jcluncncámara inferior:85ml

. Bu. ¡u magnética

Figgra 11,7! Esquemadel aparato utilizado para medir
flujos. Ver detalles en el texto.

Las muestras que se obtuvieron en las distintas experiencias se contaron en nn

contador de centelleo' liquido Nuclear Chicago ISOCAP300.



5-) Drogas y Soluciones

Se utilizaron las siguiente soluciones: Binger SO4Na2115m"y Ringer Gluco­

nato de Na llámM, las concentraciones y especificaciones de las mismas fueron
dadas en la sección 11.1.e.

Se prepar6 Ringer 36ClNa115mlcon las ¡islas concentraciones que las descrip­

tas en la sección II.l.e., pero con Cl radiactivo; la actividad especifica de

la solución fue: ¡JBGCI-380 C.P.H/ lol. El is6topo radiactivo del Cl se ob­
tuvo de la Comisión Nacional de Energia Atómica.

Comolíquido centelleador se utilizó la solución de Brayt 2 gramos de PPOen

200 m1 de etanol, y se lleva a un volumen de 600 ml con tolueno.

0-) Procedini ente

En la primera experiencia se colocó Ringer 36ClNallñmu en la cámara inferior

y agua bidestilada en la superior, y bajo agitación constante se mantuvoen

contacto a las soluciones a través del papel nilipore durante 10 minutos, luego

se separaban las soluciones transvasándolas a distintos recipientes.

En la segunda experiencia se colocó el ninger radiactivo en la cámara inferior

y Ringer SO4Na2115m“en la superior y se procedió igual que en el caso ante­

rior; y en la última experiencia se colocó Ringer Gluconato de Na 115ml, pro­

cediéndose igual que en los casos anteriores.

En todas las experiencias fueron tomadas las siguientes nuestras! del Ringer

radiactivo al comenzary al finalizar la experiencia, y de la "solución fria"

al finalizar la misma. Todas las muestras fueron de lOOJÏy'se colocaron en

viales que contenían 25 nl de solución fluorescente. Cada muestra fue tomada

con su respectivo duplicado, y ambosfueron.contados en todos los casos duran­

te lO minutos en el contador de centelleo liquido.

d;)C6mputol

En el Apéndice que acompañaa esta tesis se encuentra la demostración de 1a

siguiente fórmula!



D 1 2h c‘o - c“o_ t ____\__ (2.23). \ _
(3 C t C ‘t

donde 5 es el coeficiente de difusión de la sustancia que difunde a través del

papel milipore; 6': la constante de la cámara, ts el tiempo de duración de la
difusión (10 minutos en nuestro caso); C“oi concentración de la sustancia que

difunde en la camara superior al conenzar la experiencia; c\¿ (C‘ 10 en nues­
tro caso) concentración de la sustancia que difunde en la camara inferior al

finalizar la experiencia; Cñt (C“ lo en nuestro caso): concentración de la sus­

tancia que difunde en la cámaraal finalizar la experiencia.
Para nuestro caso será siempre: C: -0

De la primer experiencia, en la que se colocó agua bidestilada en la camara su
petior, se pudo calcular r; donder es:

\1’01]! co
c‘10 - c“1o

De (2.23) resulta:

\ a
n cm“, H2°.t.(3 r (2.25)

donde!

D es el coeficiente de difusión aparente de ClNa cuando en la camara
, .

superior se coloca agua bidestilada. Se puede considerar que:

\ no .5 ­
enmazo 11’ cm. - 1.35.10 m2.seg l (2.26)

O

El valor de D CIN‘ corresponde a T- 291°K, que fue nuestra temperatura de tra­
bajo. De (2.24), (2.25) y (2.26) se deduce el valor dep. Conocido(3, y apli­
cando (2.24) y (2.25) para los casos en que en la cámara superior se coloca

'Binger SO 115m“, y luego Gluconato de Na llómH, se obtienen los respectivosN4°‘2
valores de D e



e) Elección del tiempo de difusión

A fin de establecer el tiempo de difusión de las experiencias, ee consideró

el criterio generalizado (Gordon, 1945) que t tiene que ser mayor de 1.2 (2/D.

Para nuestro caso es D del orden de lO-scm2añ-1 y un valor que oscila entre

los 80-150/n, utilizando el valor máximodeepara el calculo obtenemosque
t ) 6 minutos. Por razones de comodidaden la técnica de trabajo adaptamos

comotiempo de corrida para todas las experiencias! t- lO minutos.

f- Estadística

Las experiencias se realizaron tomandomuestra y duplicado de tal modoque se

obtuvo una serie de valores: C‘o, 0‘10 y C‘Rlo comomuestras y C‘o, C ïo y C“10

comosus respectivos duplicados. A partir de estos datos se calcularon los pro­

medios: E‘o, E ‘10, E “lo, respectivamente, con los cuales calculamos r según
_se indica en la ecuación (2.24).

A partir de r se calculó D según se especificó anteriormente. A esta primer ex­

periencia se denominó "a".

Luego se realizó una segunda experiencia en la cual se procedió igual qúe en el

caso anterior, obtenieñdose un nuevo valor de D. A esta experiencia se denominó

"b".

Finalmente se consideró comovalor final de D al promedio de los coeficientes

de difusión obtenidos mediante "a" y "b";

En todos los casos -tanto entre muestra y duplicado, comoentre los distintos

promedios de las experiencias- los datos no diferían más que en un 3%entre si.

-66—



n'n Si ‘11):6 g."



1- DETERMINACIONDE LOS COEFICIENTES DE DIFUSION DEL Cl­

Couofue explicado en la Sección 11.3, para determinar la longitud del camino

de difusión 5 es necesario conocer el coeficiente de difusión del Cl- en las
condiciones más similares a las experimentales. Para eso es que se realizaron

determinaciones del coeficiente de difusión del Cl- por la técnica descripta.

en la sección 11.3. _

los valores hallados eon el reeultedo de seis difusiones realizadas en el mi:

no dia y bajo las mismascondiciones experimentales. En la Tabla III.l se pr:
sentan los resultados obtenidos expresados en concentraciones (un). A las dos

difusiones realizadas en cada serie de experimentos se las denomina¿;y‘! res

pectivamente. Cada una de las concentraciones expuestas es el promedio de ca:

da nuestra y su respectivo duplicado.

Tabla 111.1

\ ' n _
Solución en la cámera superior C‘o 0‘10 C“ ¡o In r Dclxlc’bcm“.s_ 1

Agua
b 116 67.6 49.3 1.84

115 69 6 48.8 1.71 1.22
Ringer Gluconato Na llánfl . ' 1.18

b 115 71.2 48.3 1.61 1.14

‘ninger SO4N“2116!“ a 115 70.2 45.4 1.53 1.09 1.11
b 116 69.5 45.7 1.58 1.12

El coeficiente de difusión del ClNaa dilución infinita a 291°K(Temperature a

la que se realizaron las experiencias) es 1.35110.5 ong S-l( el cálculo para

la obtención de este valor ee encuentra en la sección lV.l). Se observa que los

valores obtenidos difieren en un 12.60% (Ringer Gluconato Na llánu) y 17.80%

(Ringer 804Na2llánn) del anterior, y en un 6%entre sí. Los resultados son co­
mentados detalladamente en el Capítulo IV (Pág. 86 ).



2- EFECTO DE LOS HALOGENUBOSSOBRE LOS CAHBIOS DE POTENCIAL ELECTRICO

DE LA PIEL DE RANA.

Tal comose explicó en el capítulo de Introducción, uno de los propósitos de
este trabajo fue el de determinar la localización de la barrera externa sensible

al pasaje de halogenuros permeables¡ en el epitelio abdominal de la rana Lepto­

dactzlus ocellatua. Para ello se utilizó un métodoque consiste en analizar los
cambios de diferencia de potencial en función del tiempo que resulta de cambiar

rápidamente la composición de la Solución Ringer que baña la cara externa de la

piel; este procedimiento fue ideado por Kidder y col. para la localización de la

barrera externa sensible al pasaje de Na en el epitelio abdominal de la Rana pi­m.
El primer grupo de experiencias consistió en reemplazar mediante un cambio rápi­

do al Ringer SO4Na2115m“por el Ringer ClNa 115m“, despues que el primero habia
bañado al lado externo de la piel durante 15 minutos, lapso en el cual se esta­

blecía un potencial estacionario.

En ambas soluciones que bañaron la cara externa de la piel la concentración de

Na fue de 115m“, en el Ringer sulfato la concentración de 8042- fue de 52.50mM,
y la de cloruro de 3.4mM;mientras que en el Ringer ClNa 115ml la concentración

de 8042- fue de cero, y la de cloruro ¡108.4mM.Las experiencias se realizaron
_en presencia de altas concentraciones de Na ya que por lo trabajos de VonPetery

(1976) se sabe que el Cl- necesita de la presencia de Na para ser transportado

a través de la piel. En todas las soluciones el pH fue de 7.6, el mismoconespon
de a la solución no aereada puesto que por razones técnicas (pequeño volumen de

la cámara) la aereación continua de las soluciones no fue posible. La osmolari­

dad fue en todas las soluciones de 230 mosmoles, este valor es el correspondían

te al medio interno de los anfibios, en el Ringer SO4Na2115ml se alcansd la mi:
ma mediante el agregado de 52.50 mu de sacarosa.

Con el propósito de analizar el fenómenode difusi6n del cloruro cuando el anión



inpernoeble iniciel ee monovelente, ee repitió eete tipo de experiencias ati
lizendo como solución iniciel Ringer Gluconeto de Ne 115mm.El pH y le oemo­

lerided ee mantuvieron iguales el ceeo enterior, le concentreción de Cl en

el Binner iniciel fue de 3.4mM,y le finels 108.4nM; le concentreción de 612
coneto en el Ringer inicie] fue de 105 mMy en el final de cero.

Le figure III.1 ilustre dee curvee obtenidee mediante el polígrefo, le figure

¿'nuestre el comportamientodel potencial eléctrico cuendo ee reempleze el

Ringer SO4Nea115m! por ClNe 115mm,y le figure‘g cuendo el Ringer Gluconeto
de Ne 115m! ee reemplezedo por Ringer ClNe llñnúL

SO4N02115mM"I‘-—ClNo 115mM—>

J- |e—
- 30mV

___0_ml’_I________________ __

GlucOnatoNo115mM+— ClN0115mM ——> ü“

. J- q
30mV 500msl'­

OmV T ' '

Figgre 111,1: Gráfico experimentel en el que ee observen lee modificecionee

del potenciel eléctrico debido e loe eiguientee reenplezoe en le solución ex

ternel e) Cembio ee Ringer SO4Ne 115m“ e Binger ClNe llámM; b) Cambio de2

Ringer Gluconeto de Ne 116m! e Ringer ClNe 116ml.



La figura 111.2 representa los potenciales normalizados promedio (F) vs. tie:

po de 13 determinaciones en 8 pieles distintas para el Ringer inicialnGlucong
to de Na 115ml. El rango de los potenciales de las pieles estabilizadas en

8042- fue de 60-90 mV,mientras que después de haber sido estabilizados en Cl­
el mismo fue de 15-35 mV. Los mismos rangos de potenciales ss observaron cuan­

do las pieles estaban bañadas con gluconato (60-90 mV), y luego con cloruro

(15.35 mv). .

Las curvas que acompañana los potenciales normalizados promedio fueron obte­

nidas a travós de la ecuación integrada de difusión en una disección (ecuación

213) en la cual el coeficiente exponencial asumido es de 6'6.1 para el Ringer

inicial: SO4Na2 llámH; y de 4 6-1 para el Ringer inicial: Gluconato de Na 115
mH.

Estas curvas teóricas fueron calculados en primer aproximación para los datos

correspondientes a los tiempos'L) 0.05 3., y en segunda aproximaciónparat(
0.05 6. Eu todos los casos el cólcnlo teórico de F en base a la ecuación 2.13

(pié. 46 ) se realizó considerando todos los términos exponenciales que asegu­
ren un error menor de 10-3. Valor muypor debajo del error experimental. En

todas las curvas de aproximación utilizaremos estas condiciones de calculo en

la presente tesis.

A fin de establecer correspondencia de los datos experimentales a los calcula
dos teóricamente se correlacionó los valores experimentales de F con sus res­

pectivos valores teóricos (F ), obtuvimosuna correlación r-0.9210. La fi­teor
gura 111.3 ilustra=la recta de regresión obtenida o

La figura 111.4 ilustra la correlación entre los F experimentales obtenidos

para la condición inicial: Ringer Gluconato de Na llómMvs. F experimentales

de condición inicial: Ringer SO4Na2116mm.El coeficiente de correlación de
la recta es de 0.9963. Este resultado muestra que no hay una diferencia sig­

nificativa en la difusión del cloruro por la presencia de un anión bivalente
inicial.
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0.2 0.1. 0.6

TIEMPO,- s

Piggrs 111,2: Potenciales normalizados promedio (F) ys. tiempo porn
los descensos de potencial debidos e los siguientes roenplszos en le
solución externo: C) a Ringer inicial: SONa 115 mM,Ringer final:
ClNe 115 mn, (coeficiente exponencial do le curva aproximado s
(Tí213/482)- 5 r1); A; Ringer inicial: Gluconnto do Na.115 IH,Ringer
final: Cle 115 mH,(coeficiente exponencial de ln curva aproximado:
(TI 2u/4 5 2)- 4 .-1).



1.0

FCl' (SO¿N02)

0.5

0 l I

0 0.5 1.0

Fteor.

'Figgga 111.3: Recta de regresión entre los F obtenidos para el cambio
rápido de Cl' por 8042' en la solución externa vc. los correspondien­
tes F teóricos. Ordenndnal origení 0.020; pendiente¡0.967,coeficiente
de correlación (r): 0.9210. 1.0 -—

F Ct(Gluc.Nc13 '°‘ .

I
0.5

l J

o 0.5 1.0

PCI-(50mm)
Fiégra 111,4: Recta de regresión entre los F obtenidos para el cambio
rápido de ClNa por Gluconnto de Na vs. los correspondientes F obteni­
dos para el cambio rápido de ClNa por SO4N32(r-O.9963)¡ pendiente:
1.0072; ordenada al origen: 0.0361.



Con el propósito de observar si el cambio de potencial era exclusivo de la pr:
sencia de cloruro o bien otros halogenuroa pueden causar cambios similares, se

estudió el fenómenoen presencia de Br“. Se realizó el cambiorapido utilizan­

do SO4Na2 115 mE como Ringer inicial y Br Na 115 mMcomo solución final.La con
centración de Br en el Ringer inicial era de 0 mu, la de Cl de 3.4 mny la

de 8042- de 52.50 mM,mientras que en el Ringer final la concentración de 8042­
era de cero, la de Cl' de 3.4 ml y la de Br de 107.4 mM.La figura III.5.b.

ilustra una de las curvas experimentales obtenidas donde se puede observar que

el comportamientodel potencial eléctrico es cualitativamente similar a las es
periencias en presencia de Cl’. La figura 111.6 representa los F experimentales

obtenidos vs. tiempo para 6 determinaciones en 3 pieles distintas y la curva

teórica que mejor ajusta a los datos tiene un coeficiente exponencial de 5 s-l.

La figura 111.7 ilustra la recta de regresión entre los F experimentales del

cambio rápido de Br- vs. los F experimentales del cambio rápido de Cl'. En am-.

bos casos la solución externa inicial eran Ringer SO4Na 115 mn, el coeficien2

te de correlación es de 0.9916, lo cual nos pennite afirmar que eltnmportamien

to eléctrico en presencia de Br“ es similar también cuantitativamente al deCl'.

SO4Noz115mM-I-— IN0115mM-L—>

HSOOmsl- 109:“, a

__:Uan___________ __'___'

SO4N0¿115mM-|-— BrNo115mM—> f,

Figgra 111.5: Graficos experimentales en los que se observa las modifica­
ciones del potencial eléctrico debido a los siguientes reemplazos en la
solución externa: a) Ringer I-Na 115 mMque desplaza al Ringer SO4Na2
115 mu, b) Ringer Br Na 115 IM que desplaza al Ringer SO4Na2 116 IM.
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Fiera 111.6: Potenciales normalizados promedio (F) va. tiempo
para el descenso de potencial debido sl siguiente reemplazo de ls
solución externo: Ringer inicial: 80,;ng 115 mil, Ringer final: '
Br No 115 nl! (Coeficiente exponencial 5 s'l).
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o 05 10
Fcr (504 N02)

Figrs 111.7: Recta de regresión entre los F obtenidos pero.
el cambio rápido de B; por 8042“ vs. los correspondientes 7
obtenidps psrs el cambio rápido de Cl' por 8042’(l-0.9976).
Pendiente: 1.015; ordenado.sl origen; 0.012.



Cuando experimentos similares se realizan reemplazando Ringer SO4Ña2115 mld
por Ringer INa 115 ml!no ee observó cambio alguno en la diferencia de poten

cial a través de la piel, tal comolo ilustra la figura 111.5 a. Se realiza­
ron lO determinaciones en 3 pieles distintas.

Del grafico de la figura III.2 se puede inferir que el parámetro exponencial

adecuado para describir los datos cuando se produce el cambio de Ringer

904m2 115 uu a 0le 115 mu es 5 r1, por lo que

112m ,

452. ­
La determinación del coeficiente D ClNa, SO4Na2(Tabla 111.1, pág. 58 )

5 2 -l .
cm .s , por lo cual, despeJandoestableció que su valor es de 1.11 x 10­

de (3.1) se obtiene que 5-23/0J'n .
Un procedimiento similar con las experiencias en las que se produce el- cambio

rapido de Ringer ClNa 115 mu por Gluconato de Na 115 mu, permite establecer a

partir del coeficiente exponencial de 4 s-l yD\Clla, Gluc.Na=l.18x10-5cm2.s-l.

(Tabla 111.1) que el caminode difusión es Juán/um.
Si bien el coeficiente de difusión del B; no fue determinado hay razones para

'-estimar que su valor no difiere en mas de un 3%del valor del Cl-s la conduc­

tividad equivalente límite del bromurono es significativamente distinta a 1a

del cloruro c1.) ¡8.c-66cm2fl'1equiv'1 y [X317 ¡soc- 68 cmzen-l'l
oquiV’l. Por lo que hay una diferencia del orden del 373entre ellos, los datos

fueron tomados del Apéndice 6.2 de "Electroly‘te Solutions" de R.A.Robinson y

3.1!. Stokes, Buttervorths, 1968); por otra parte la dependencia entre la con­

ductividad equivalente y la movilidad es lineal por lo que se puede suponer\
que, dentro de nuestro error experimental, el coeficiente de difusión DBr es



similar aD\01_, a partir de esta suposición y recordando que el coeficiente

de la curva que mejor aproxima a los datos es de 5 s"l (Figura 111.6) se d:

duce que la longitud del camino de difusión para el B; serós<5 23/unn e
En la Discusión (Cap. IV) se discute en detalle la suposición impuesta para

la deducción de CS e

3- EFECTO DEL SODIO SOBRE EL POTENCIAL ELECTRICO DE LA'PIEL DE RANA

2.
4

Cereijido y col.(1974) estudiaron los cambiostransitorios de la corriente

a) Efecto del SO comoprincipal contraión.

en corto-circuito por un aumento rápido en la concentración de Na de la so­

lución externa, siendo el contra-ión 8042-. Mediante las curvas obtenidas
pudieron determinar la longitud del camino de difusión 5 .

Se realizaron experiencias similares pero en condiciones de circuito abier­
to midióndose los cambiostransitorios de la diferencia de potencial, con

el propósito de obtener el Valor de es y confrontarlo conel informado por

Cereijido y col., y por otro lado comparar el cambiotransitorio en presen

cia de 8042. con aquellos obtenidos por un aumento de la concentración de Na
en presencia de una alta concentración de halogenuros permeables (Cl- y Br-)

e impermeablesa la piel (lá).

Se montó la piel en la cómara en la que se bañó el lado interno con Ringer

ClNa 115 mMy el externo con Ringer SO4Na2lmMen el cual la concentración

de 3042' era de 50 mM, la de Na* de 1 mMy la de K+ de 51,11 nu. Después de
alcanzarse el estado estacionario (en 15 minutos de exposición de la piel a

las soluciones) se reemplazó la solución externa por Ringer SO4Na250m“, en

el cual la concentración de 8042- era de 50 mu, la de K* de 2,11 mMy la de
Na+ de 50 mM.La figura 111.8 muestra los potenciales normalizados promedio

(F) vs. tiempo obtenidos a través de 19 determinaciones en 10 pieles distig

tas y ademós la curva teórica que mejor aproxima a los datos, cuyo coeficien
te exponencial es de 5 s_l. Los valores obtenidos no difieren significativa­

mente de los observados por Cereijido y col.(1974) y de los de Kidder y col.

(1964).
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Figgrn 111.8: Potenciales ¡actualizadas promedio (F)

va. tiempo par; el aumgntodá potencial debido al ai­
gniento reemplazo de la. solución external Ringor Ini­

cial: SO4N321mM,Ringer final: so41432so mu. 1m coo­
ficientes exponencinlel do las curvas teóricas-g, g y-l
g son: 6,6 y 4 B , respectivamente.



b) Efecto de los halogenuros 61-, Br’ o I' comoprincipal oontraión

El efecto de los halogennros sobre el potencial eléctrico producido por cambios

de latconcentración externa de Na es de gran interés debido a la cinética y se­

lectividad que se presentan.

La Figura 111.9 muestra el comportamiento del potencial de una piel a la que el

Na del baño externo es aumentado de l a 60 mn en presencia de 61-, Br- y I- reo
pectivamente, siendo la colina el co-ion del Na.

ClNa1mM<colH-——C1No50mM(col)————-|

BrNa1mM(col)+—'-—BrNo50mM(col)———-l

Figgra 111.9: Graficos experimentales en los que se observan los cambios
transitorios del potencial debidos a los siguientes reemplazos de la so­
lución external a) Ringer ClNa 50 mH(colina) que reemplaza al Ringer Cl
Na l m“ (colina), b) Ringer BrNa 50 mM(colina) que desplaza al Ringer
Br Na l mM(colina) y c) Ringer INa 60 mM(colina) en substitución del
Binger INa 1 nu (colina).



En las experiencias en las que el Cl- era el contra-ión del Na se dejó estabi
lizar la piel con Ringer ClNa l ml!(colina) enel lado externo cuya concentra­

ción de Cl- es de 98.40 ¡du

Se aumentó la concentración de Na en la solución externa mediante el cambio

rapido del Ringer ClNa l ¡M (colina) por Ringer'ClNa 50 mn (colina) en el que

la concentración de Na es de 50 mMy la de c1' de 98.40 nu.

La figura 111.10 ilustra los potenciales normalizados promedio (F) vs. tiempo

obtenidos en lO determinaciones en 6 pieles distintas y 1; curva teórica que-l
mejor se ajusta a los datos, cuyo coeficiente exponencial es de 3 S .

1.0 l"

FNa(Cl Col) a b C

0.5 ­

0 QZ 0.4 0.6 08
TIEMPO; S

Figgra 111.10: Potenciales normalizados promedio (F) vs. tiempo para el
aumento de potencial debido al siguiente remmplazode la solución exter­
nan Ringer inicialtClNa l mM(colina) y Ringer final! ClNa 50 mM(colina)
Los coeficientes exponenciales de las curvas teóricas ¿b 2_y.g son: 4,
3 y 2 s'l respectivamente.
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En otro grupo de experiencias se dejó estabilizar la piel con Ringer BrNa l ¡H

(eolina) comosolución externa, cuya concentración de Na+ es de l IM y de Br­

de 97.40 IÜL

La figura III.ll representa los potenciales normalizadospromedio(F) vs.tie:
po obtenidos mediante l2 determinaciones en 6 pieles distintas en las que la so­

lución inicial se reemplaza por ninger BrNa50 núí(colina). La curva teórica que

¡ejof aproxima a los datos experimentales fue calculada con un coeficiente expo­
-1

nencial.d0 3 o . Loí_ '

FNa(BrCol)

0.5­

0 l l l iiiij
0 0.2 0.4 0.6 0.8

TIEMPO,- S.
Figura 111,11! Potenciales normalizados promedio (F) vs. tiempo para
el aumento de potencial debido al siguiente reemplazo de la solución
externa. Ringer inicial: BrNa l mM(colina), Ringcr final: BrNa50ml
(colina). Los coeficientes exponenciales de las curvas teóricas 3,,9
y.g son: 4,3, y 2 5-1, respectivamente.
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En una tercer serie ds experiencias se dejó estabilizar la piel con Ringer

INa l nl! (colina) bañandoel lado externo de la piel. El Ringer externo t:
nía una concentración de I- de 97.40 mit, de Na+ de l nl! y de colina de 96.40

¡ ll! y de colina ds 47,40 un.

La figura 111.12 ilustra los potenciales normalizados promedio (F) vs. tieE
po, obtenidos mediante ll determinaciones en 6 pieles distintas, la curva

teórica que mejor aproxima a los datos tiene comocoeficiente exponencial
sl valor: 3 8-1. 1'0 —

FNáuCoo a b c

0.5 _

o l I I J
0 02 0.1. 0.6 0.8

TlEMPO;S
Figura 111.12: Potenciales normalizados promedio (F) vs. tiempo
para el aumento de potencial debido al siguiente reemplazo de la
solución externa. Ringer inicial: INa l mil (colina), Ringer final:
INa 60 ¡1M(colina). Los coeficiente erponenciales de las curvas
teóricas 3’, 2 y 3 son: 4,3 y 2 8' respectivamente.
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A fin de analizar los posibles efectos de la colina en las experiencias ent:
riormente descriptas, se realizaron experiencias similares usando K+en lugar
de colina como coion del Na.

La figura 111.13 muestra el comportamiento del potencial de una piel a la que

el Na del baño externo es aumentado de l a 50 mHen presencia de 01-, Br- y

I- respectivamente, siendo en este caso el potasio, el coión del Ne.

En la primera serie de experiencias se dejó estabilizar el epitelio con Rin­

ger ClNa l mu (K). El Ringer externo tenía una concentración de Na de l ml,

de K+ de 98.51 mMy de Cl- de 98.40 m“, el mismo fue sustituido por Ringer

ClNa 50 mu (K) en el cual la concentración de Na era de 50 ml, la de K de

49.51 un y la de 01' de 98.40 nm.

La figura 111.14 nos muestra los potenciales.normnlizados promedio, obtenidos

mediante 15 determinaciones en 6 pieles distintas. La curva que mejor descri
be los datos tiene comocoeficiente exponencial el valor: 2 5-1.
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ClN01mM(K)—'|'———-— ClNa50mM(K) ' e

BrNa1mM(K)—-I-———BrNo 50mM(K) _' —­

0an -'| 15 l'­

Fims 111.133 Gráficos experimentales en los que se observan los
cambiostransitorios del potencial debidos e los siguientes reem­
plnxos en ln solución externa: n) Ringer Can 50 mM(K) que despln
za e Ringer Cle l ¡n51(K), b) Ringer BrNs 50 ml! (K) que desplazan ­
e. Ringer BrNs l mu (K) y c) ¡finger INs 50 ¡“(IQ que desplaza e
Binger INs l ¡H (K).
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o 0.2 0.1. 0.6' 0.8 10

TIEMPOLS'

Figra 111.14: Potenciales normaliiados promedio (F) vs,tiempo
para. el aumento de potencial debido al siguiente reemplazo de
la. solución externa. Ringer inicial: ClNa 1 InM(K), Ringer f1­
nalt ElNa 50 mL!(K). Los coeficientes exponencialea de las eur
vas teóricas g, g y g con: 3,2, y l 8’ , respectivamente. ­



En la segunda serie de experiencias se dejó estabilizar la piel con Ringer

BrNa l mM(K)como solución externa en la cual la concentración de Br- era

de 97.40 mn, la de K+ de 98.51 mMy la de Naf de l IM, y mediante un cambio

rapido se la reemplazó por Ringer BrNa 50 mM(K)en la cual la concentración

de Br- era de 97.40 mM, la de Na+ de 50 mMy la de K de 49.51. En ambas so­

lnciones la concentración de Cl- fue de l súL

La figura 111.15 nos muestra los potenciales normalizados promedio (F) vs.

tiempo, obtenidos mediante 10 determinaciones en 6 pieles distintas, con

la curva que mejor se ajusta a los datos cuyo coeficiente exponencial es

de 2 s-l. 10 ” ' ’

FNq(BrK) o b c

0.5 í

0 1 1 1 1 1

0 02 0.1. - .0.6 0.8 10

TIEMPO¡ S ­
Fivura 111.15: Potenciales normalizados promedio (F) vs. tiempo para el
aumento de potencial debido al siguiente reemplazo de la solución exter­
na. Ringer inicial: BrNa 1 nM(K), Ringer final: BrNa oo mM(K).Los coe­
ficientes exponenciales de las curvas teóricas ¿J 2_y.¿ son: 3,2, y l
s‘l, respectivamente.
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En la tercer serie de experiencias se dejó estabilizar la piel con Ringer

INa l mM(K)como solución externa en la cual la concentración de I- era de

97.40 mM, la de K+ de 98.51 mm, y la ds Na? de l IM la que se reemplazó por

Binger INa 50 mn (K) en la cual 1a concentración de I- era de 97.40 mu, la

de K de 49.51 ml y la de Na de 50 mM.En ambas soluciones la concentración

de C1- fue de l mM.Durante toda la experiencia el Ringer interno fue ClNa.

115 mu. La figura 111.16 nos ilustra los potenciales normalizados promedio

(F) vs. tiempo, obtenidos mediante 7 determinaciones en 5 pieles distintas,

y la curva que mejor aproxima a los datos cuyo coeficiente exponencial es

de 2 s‘l. 1.0 r

FNo(IK)

'05 _.

o 1 l l 1 ' I

0 0,2 0.1. 0.6 0.8 1.0

T1EMPO;S­

Finura 111,16: Potenciales normalizados promedio (F) vs. tiempo para el
'aumento de potencial debido al siguiente reemplazo en la solución exter­
na: Ringer inicial: INa l MNK), y llinger finaln lNa 50 mlI(K). Los coe­

ficientes exponenciales de las curvas teóricas ¿, b y c son: 3,2 y ls-l
respectivamente. — _
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De las figuras 111.10, 111.11 y 111.12 se infiere que la curva teórica que

mejor aproxima a los datos experimentales es aquella cuyo coeficiente expo

nencial es de 3 s-l. A partir de este considerando que 53104340“ (lO-5
cm2.s-l (la elección de estos valores para DN; se discute en detalle en el

capítulo siguiente), se puede establecer que en presencia de los halogenuros

Cl-, Br' o 1-, cuando la colina es el principal coión, el espesor :)del cami

no de difusión del Na es de 20 < 8 4 291um. '

Se realizaron entonces otro grupo de experiencias reemplazando la colina por

K, con la finalidad de aclarar la Posible influencia del coión sobre la difg
sión del Na en la capa de agua no mezclada. De las figuras 111.14, 111.15 y

111.16 se infiere que la curva teórica que mejor aproxima a los datos es a­

quella cuyo coeficiente exponencial es de 2 s-l. Utilizando los mismosvals

res que en el caso anterior para el coeficiente de difusión del Na, el esp:

sor á del camino de difusión de Na en pieles expuestas a una alta concentra
ción de halogenuros (01-, Br- o I-) en las cuales el K actuó comoprincipal

coión el 5 se calculó entre 25 y 35¡pm . Se observa entonces que la presen­

cia de distintos coiones no influye significativamente en la-longitud esti­
mada del camino de difusión del Na.

Conel propósito de analizar la posible influencia del coión principal del
Na (K*ocolina) se realizaron las experiencias descriptas en el apartado si­

guiente.

4- EFECTO DEL COION DEL SODIO SOBRE LA DIFERENCIA DE POTENCIAL ELECTRICO

DE PIELES EXPUESTAS A ALTA CONCENTRACION DE HALOGENURO Y BAJA DE Na.

Para investigar la posible influencia del coión principal del Na+ (K+o co­

lina) se estudiaron los cambiostransitorios en el potencial transepitelial

debidos a la sustitución del K por la colina y viceversa, en la solución ex
terna, manteniendo constantes los demós componentes de la misma.

En la primer experiencia se dejó estabilizar la piel con Hinger ClNa lmM(Cg
lina) comosolución externa. Unavez alcanzado el estado estacionario, se

introdujo Ringer ClNa l mn (K) que reemplazó al primero.
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El Ringer ClNa l mM(colina) tiene una concentración de C1- de 98.40 mn, de

colina de 96.40 mm, y el Ringer ClNa l mM(K) posee una concentración de K

de 98.56 mMy 0 mu de colina, las concentraciones de los demás iones perma­

necen iguales.

En la segunda experiencia se dejó estabilizar la piel con Ringer ClNa l -M(K)

comosolución externa, y una vez alcanzado el estado estacionario se reem­

plazó al Ringer ClNa l mM(K) por Ringer ClNa l mM(colina).

ClN01mM(K)—>!<——-—— ClN01mM(co_lino)———-—I

-v| 500ms.l-—

JLClNa1mM(col)>|.—— _C'lNo.1mM(K)

1
10mV ff

T

Fivura III.l7s Gráficos experimentales en los que se observan loa

cambiostransitorios y estacionarios del potencial debidos a los

siguientes reemplazost a) Ringer ClNa l mu (colina) que desplaza a

Ringer ClNa l nn (K) y b) Ringer ClNa l mM(K) que desplaza a Ringer

cm. 1 nu (colina).



La figura 111.17 ilustra las curvas experimentales. En la primera de ellas("a")

se observa que la presencia de la colina determina, luego de un cambio transito

rio, un aumentode potencial estacionario, mientras que al efectuarse el cambio

inverso (K que desplaza a la colina, curva "b") se nota un comportamiento seme­

Jante pero con la polaridad invertida. .

Esta experiencia se repitió utilizando Br. y I- comoaniones principales obte­

niéndose resultados semejantes a los del Cl. Estos hechos son discutidos en el

apartado 4, del próximo capítulo.

En cada serie de experiencias se realiZaron 3 determinaciones en 3 pieles dis­
tintas.

5- EFECTO DEL Na sonas EL DESCENSODEL pormcm. monucmo POR LA PRESENCIA DE

HALOGENUROSPEiLuEABLES (c1', Br”) A LA PIEL DE RANA.

Se vio en la‘sección 111.2 que al aumentar rapidamente la concentración del clg
rnro 6 bromuro en la solución externa, en la cual previamente el anión era im­

permeable (8042-0 Glucomato) se producía un descenso rapido del potencial. Tal
comose explicó oportunamente (pág. 69) se realizaron las experiencias en pre­

sencia de una alta concentración de Na para obtener un influjo máximode haloge
nuro. Con el propósito de poder evaluar la importancia de la presencia de Na en

el descenso del potencial debido a un aumento en la concentración de halogenuro

'permeables se realizaron las siguientes experiencias.

Se dejó estabilizar la piel de rana con Ringer INa l mM(colina) comosolución

externa reemplazando posteriormente al Ringer externo por Ringer ClNa l mM(c2

lina). La figura 111.18 a muestra que el descenso de potencial no es perceptï
ble bajo estas condiciones.

En una segunda serie de experiencias se dejó estabilizar la piel con Ringer

INa 60 mM(colina) como solución externaymediante un cambio rapido ¡o reemplazó

al Ringer externo por Ringer ClNa50 uúl(colina). La figura 111.18 b ilustra un

descenso significativo en la diferencia de potencial.



INo1mM(col)—-i——— CINo1mM(colina)—-—_—>|

T ->l500m5 I.­
. . __. _. __. . _____. _. ___le/.-_-_--__.

INGSOmM(col)—-|-———C1N050mM(colino)———-.|

—>ISOOms[­

Figura 111.18: Gráficos en los que ae observan los cambios
transitorios del potencial debidos n los siguientes reemplazo”
en la solución externas a) Ringer ClNa l mk!(colina) que dosplg

zu n Ringer INa l ml! (colina); b) Ringer _C1Nu50 ¡IM(colina)

que desplaza a Ringer INa. 50 ¡1M(colina)



Experiencias similares en las que se empleó K comocoián del Na mostraron

resultados comolos observados en presencia de colina. Por otra parte, cuan
do las mismasse realizaron en presencia de Br- en lugar de Cl- la respues­

ta del potencial fue semejante a las experiencias realizados en presencia

de este último. ,

En cada serie de experiencias se realizaron 3 determinaciones en 3 pieles
distintas.
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l- DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE DIFUSION APARENTE DE CLORURO

En la Tabla III.l se resumen los datos experimentales obtenidos para las

distintas experiencias de difusión. En la primera se analizó la difusión

del 36Cl del Ringer ClNa lló mu contra agua destilada, para poder calcu­

lar el valor de (5 , constante de la cómara, tal como"se explica en la pi
gina 55 . Se ha supuesto (pág. 55 ) que bajo estas condiciones el coe­

ficiente de difusión del ClNa, D, es: 1320.: 1.35x10-5cm2J-I. Este va­

lor fue calculado utilizando la ecuación de Nernst-Hartley extrapolada e.

dilución infinita (Robinsony Stokes, pag. 288, 1963):

D° _RT(‘)4H)2.) 931.?32.
—Fz' X¿+Xz

donde: R: constante de los gases; Ft constante de Faraday, ‘l'l temperatu­

ra absoluta ( se consideró T- 291.10, z¡_ u valencia del iónL; Vi, o númz
ro de ionestque se obtiene por disociación de la molécula en solución,

xt t conductanciaequivalente limite del iónÍJL-Il indica al catión;

1-2 indica al anión. Para los cálculos se ha considerados): “s'- 42.8 en?

Int th-l equiv-l; y X - 36 cm2Int JL-lquíios datos fueron tomadosde
Robinson y Stokes (1968)póg. 465).

El D real, en esta primer serie de experiencias, no es exactamente igual

a D. debido al efecto del potencial de difusión sobre la difusión del s2
luto, ya que el mismodetermina un retardo en la velocidad del Cl- y un

aumento en la velocidad del Na+ . Si colocasemos en una de las hemicóm:
ras una solución de ClNa de concentración mayor a la del Ringer se evi­

taría al potencial de difusión, pero bajo estas condiciones el D sería

D< D.(Robinson y Stokes, 1968, 613). Sin embargo, a los efectos de nue:
tras experiencias, el error-que se introduce al utilizar la aproximación
arriba considerada sera menor o dentro del orden de los errores de las

mediciones que requieren del conocimiento del valor de D para su elabo­

ración posterior, tal comose explicó en el capitulo II de esta tesis.



Tal comose indicó en la pagina 55, mediante D. se puede determinar el valor

de (5 (constante de la cámara), y a través de 61 los valores de D‘c1 para los
distintos casos.

En la Tabla 111.1 se observa que 5‘01 es mayor para la difusión contra el Rin

ger Gluconato de Na 115 mM,que contra SO4Na2115 mu; esto se explica haciendo
un análisis de los flujos en los distintos casos. Cuandoel Cl difunde contra

Ringer Gluconato existen tres flujos acoplados: el del cloruro en un sentido;

el del gluconato en sentido contrario y el del No acompañandoal anión más r6­

pido (Cl-) para mantener la neutralidad del medio. En el caso del Ringer SO4Na2
existen cuatro flujos acoplados: el cloruro hacia un sentido, el sulfato y la

sacarosa en sentido opuesto al anterior; y el sodio acompañandoal mas rápido

(61-) para mantener la neutralidad del medio. El hecho de que el cloruro difun

diese en contra de dos flujos en el caso del 305-, y contra uno en el caso del
Gluconato, explicaría que el coeficiente de difusión obtenido sea mayor en es­
te último caso.

Con el propósito de evaluar DPBrse consideró que: 1°) los radios iónicos del

c1' y Br- difieren entre sf en un 756(01"- 1.81 X, BF- 1.95 X, Robinson y

Stokes, 1968, pag. 461), 2°) las conductividades equivalentes límites para el

cloruro y el bromuro entre los 0'0-55'0 no difieren entre sf-en más de un 4%

(Robinson y Stokes, 1968, pag. 465), y 3’) los coeficientes de difusión del

ClNa y BrNa difieren en un 7% comomáximo, en el rango de concentraciones de

o-2.o M (Robinson y Stokes, 1968, pág. 515).

Por lo que se supuso que, dentro del error experimental de los trabajos aquí
descriptos es lícito considerar que:

\ \
D c1" D BP

2- EFECTO DE LOS HALOGENUROSSOBRE LOS CAJEHOS DE POTENCIA1.E1ECTRICO DE
LA PIEL DE RANA.

Cuandola cara externa de la piel de rana se baña inicialmente con Ringer
2. ­

SO4Na2 115 mMy a continuación se substituye el SO4 por C1 , se estableció
que el potencial eléctrico transepitelial descendió al 53+fl de los valores
iniciales.
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En experiencias similares, en las cuales en lugar de soi-como anión principal
se usó al gluconato; cuando éste fue reemplazado por Cl' se comprobóque el

potencial eléctrico decrecfa al 6535?de los valores iniciales. Esto indicarfa

que en la rana Lentodactzlus ocellatus la permeabilidad de la piel al cloruro

es significativa. En Rana temporaria y Rana esculenta, Nagel (1977) informa

haber obtenido diferencias de potencial significativamente no distintas al n­

sar Cl- o SOÏ-comocontraiones del Na + en el Ringer que bañaba la cara exter­

na. Demanera-que la rana L. ocellatus es una especie de caracteristicas dife­

rentes a otras ranas, en lo que se refiere a permeabilidad y transporte de el:
ruros, sabemosque es el epitelio abdominal de rana con transporte activo de

cloruro más efectivo (Zadunaisky y colab. 1963).

El valor del camino de difusión.b del cloruro a través de la capa de agua no

mezclada, se estableció usando dos aniones impermeables diferentes en el Ringer

inicial, el anión bivalente 8042- y el monovalentegluconato, para el primer
caso se obtuvo nn camino de difusión para el cloruro de 23}um, y para el segun­

do de 27/nm.
" ' l i d l t d ' F V .

El coeficiente de corre ac ón e a rec a e regresión de los c1(GlucNa) s

Fcllso4Na2), es de 0.9963 lo cual permite concluir que el fenómeno no depende
de la carga del ión impermeableque baña inicialmente a la piel.

El comportamiento del potencial eléctrico es semejante cuando nn anión imperme:
ble es reemplazado por Cl- o Br-, pero no cuando el anión sustituto es I-(Fig.

111.5) lo cual indicarfa que la barrera en la que este potencial se genera dis­

crimina entre los distintos halogenuros.

La Fig. 111.6 nos muestra la curva teórica de difusión simple integrada en una

sola dimensión en la que el coeficiente eXponencial es igual a 5 I-l, ajusta

adecuadamente a los datos experimentales obtenidos. La Fig. 111.7 muestra la

recta de regresión, entre los F obtenidos para el cambio rápido de BrNapor

SONa vs. los correspondientes F obtenidos para el cambio rápido de ClNa por4 2

SO4Na2.Esta correlación indica que el comportamiento del B; a nivel de la
barrera sensible es análogo al del 01-.
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Se ha calculado nn camino de difusión para el B; de 23/pm, habiendo partido de\
la suposición que fier': DBr-.
En esta discusión se ha considerado que el descenso del potencial es una expr:
sión de la permeabilidad de la piel al anión. Podría sin embargo suponerse que

el descenso se debiera a cambios de la permeabilidad de la piel no sólo al a­

nión sino también al catión.

Sin embargo, los trabajos de VonPetery (1975) en Leptodactylus ocellatgs nos

permiten afirmar que en el presente estudio de la barrera externa el descenso

de potencial observado se debería a un doble efecto de a a) cambio de permeabi­

lidad y b) al influjo del anión a través de la barrera externa.

VbnPetery también halló que la piel abdominal de la rana sudamericana, es pe:
meable al Cl- y Br-, e impermeable al F- y 1-. Nuestros resultados confirman

esa descripción y ademáslocalizan la barrera externa sensible a los halogenn­
ros.

Ussing (1949) midió nn flujo de 1-, sin embargo en los experimentos presentados

en esta tesis, así comoen los de VonPetery (1975) el reemplazo de un anión

impermeablepor I- no produjo modificaciones en el potencial transepitelial.

Es posible que en aquellos casos en que la permeabilidad al I- medida con un

trazador radiactivo sea debida, por lo menosen parte, a la existencia de un

daño de borde(" edge damage". Dobson y Kidder, 1968; Helman y Miller, 1973) ya

q ue los potenciales de interdifusión a través de este artefacto seria muype­
queños o no detectables si se tiene en consideración que en solución libre las

conductividades de SOÏ- y 1- no difieren en más de un 4% (Robinson y Stokes,
1968, Apéndice 6.1).

Por lo que se puede concluir que los halogenuros permeables a la piel (Cl- y Br-)

deben transitar un caminode difusión que oscila entre 20 a 3q/um hasta alcanzar
la barrera sensible a su paso. La localización de dicha barrera en base a los

valores de 5 obtenidos se discuten en la próxima sección.
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3- EFECTO DEL SODIO SOBRE EL POTENCIAL ELECTRICO DE LA PIEL DE RANA.

Se estudió el efecto del sodio sobre el potencial de la piel de rana en preseg

'cia de 8042- y de los balogenuros 01-, Br- o 1-; se realizó la experiencia con
los halogenuros siendo el coión principal del Na+en un caso la colina y en o­
tro el K.

a- Efecto del 8042- comoprincipal contraión

Se ha utilizado el mismoequipo descripto por Cereijido y col. (1974); ellos

realizaron la mismadeterminación pero siguiendo los cambios transitorios de la

corriente en corto-circuito, mientras que en este caso se estudian los cambios

transitorios en la diferencia de potencial.
Al comparar 1a figura 111.8, en la que se observan los potenciales normalizados

promedio obtenidos vs. tiempo y las curvas teóricas que mejor aproximan a los

datos, con la figura 7 del trabaja de Cereijido y coL., en la cual se observan

las corrientes en corto-circuito normalizadas promediovs. tiempo mn.sus rea­

pectivas curvas teóricas que mejor aproximan, se observa que no hay una diferen

cia significativa en la longitud y propiedades del camino de difusión al ser m2
dido por uno u otro método.

A partir de la curva teórica que mejor aproxima a los datos experimentales fue

factible estimar el espesor del caminode difusión, pero para ello fue necesario

evaluar al coeficiente de difusión aparente del_sodio Ü‘Nn.Kidder y cola.(1964)
hallaron que sus datos de cambios transitorios de potencial para cambios rápidos

_de la concentración de Na* en la solución externa, se ajustan a valores de 5

que se hallan acotados entre 20 y 2o/pm, habiendo supuesto que BÁN.se halla
acotado por los siguientes valores! 6x10.6 y 10-5cm2.s-1.

En ausencia de una precisa información cuantitativa, el rango de valores de

Mint por ellos utilizados parece ser apropiado. Estos autores consideraron que
¿representa al espesor de la capa de agua no mezclada de solución que acompaña

a la membrana.Ellos realizaron también experiencias de cambio rapido utilizando
una membranade intercambio catiónico y obtuvieron un valor para la capa de

agua no mezclada de 20/pm bajo condiciones moderada de agitación. Este resultado



difiere, sin embargo, del informado por Ginzbqu y Katchalsky (1963), que hall:

ron una capa de agua no mezclada de 25jum en membranas sintéticas, bajo condicig
nes de intensa agitación.

Hoshiko, Lindley y Edvards (1964) obtuvieron para el corium de la piel de rana

un valor de 4.2:10n6 cm2s-l para el 0k“. Dainty y House (1965) utilizando la

suposición arbitraira que DK(en el corium)-DN (capa de agua no mezclada de la
membranaexterna de la piel de rana)- 4x10-6cm.s-l, obtuvieron los siguientes

resultados: cuando la agitación era de 120 revoluciones por minuto el espesor

de la capa de agua no mezclada de la membrana externa era de SOme, y de_200/nn
para la interna. Para condiciones de agitación rigurosa (500 revoluciones por

minuto) los valores fueron de 30 y 140¡nmrespectivamente.
Lindemanny Gebhardt (1973) encontraron que para cambios de voltaje hiperpola­

rizantes (solución inicial)s[ ¡(+1180 mil, (Nip) s 0 mil; solución de cambios

[1€]. 0 mil, [Na+] s 80 mid), los valores de ¿estaban acotados por lO y lájum.
Para cambiosdepolarizantes encontraron que las cotas inferior y superior de

eran: 14 y zojun, respectivamente. El valor de fi‘Napor ellos utilizado fue de-6 ­
6 x lO cm2.s l.

-6 2 -l
Cereijido y col.(1974), utilizaron: D‘ - 5:10 cm.s , para el analisis deNa

los cambiostransitorios de la corriente en corto-circuito, debidos a-un cambio

rapido en la [Na] de la solución externa, encontraron que ¿se halla acotado por

20y30/um.
Para realizar los calculos se asumió la suposición de Kidder y col.(1964), esto

-6 -5 2 -l
es que el D‘ está acotado por 5:10 y 10 cm .s , y se ha hallado que b

tiene comocïzas inferior y superior los valores 16 y 22/pmrespectivamente.(Los
cálculos se realizaron considerando que el coeficiente exponencial de la curva

de mejor aproximación es: 5 s-l, tal comose observa en la fig. 111.8).

A lo largo de esta tesis se hizo uso del concepto del camino de difusión ys, sin

embargoen necesario determinar y analizar en más detalle qué representa este

valor.¿Acaso solamente evalúa la capa de agua no mezclada o abarca también la
difusión en el estrato córneo?.
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Gebhard, Fuchs y Lindemann(1972) escriben: "Debe tenerse en consideración-sin

embargo- que la capa de agua no mezclada real contiene subcapas de material o:
gdnico, muyprobablemente incluyendo al estrato córneo, el cual contribuye n­

proximadamentea la mitad del espesor de dicha capa. Los coeficientes de difu.

sión serán difícilmente iguales en estas capos. Por esta razón la localización

de la membranaque responde a los cambios de concentración de la solución ex­

terna basada en los datos de retardo de potencial es dificultosa, sino imposi­
ble".

Sin embargo, los estudios de la actividad ATP-fisica total en el epitelio abdo­

minal de la rana (Mills, Ernst y Di Bona; 1977) y los estudios cuidadosos con

microelectrodos de Nagel (1976), llevaron a Fuchs, Hviid Larsen y Lindemann

(1917) y a Nagel (1977) a la conclusión que existen buenas evidencias acumuladas

para afirmar que la membranaque responde a los cambios de la actividad del so­

dio de la solución externa [Na]e se localizaría a nivel de las membranasapica­
les de las células del estrato granuloso. Nagel (1977) determinó los cambios

en las diferencias de potencial a través de la mismaen función de la concentra­

ción externa de[Na}(manteniendo Na interna igual a no mMen todas las medicio­

nes); halló una recta cuya pendiente es de 33.4tl.8 mïáec. [Na]e. Fuchs, Larsen
y Lindemann (1977) lograron evaluar la permeabilidad de dicha membranay la va­

riación de la mismapara distintas concentraciones de sodio externo.

Tomandoen cuenta estas consideraciones y teniendo presente que no se ha hallado

una diferencia significativa entre los valoresbde los caminosde difusión para
el Na+, y el 01-, puede inferirse que la barrera sensible al paso de los baloge­

nuros permeables coincidiría con la del sodio; y ambastentativamente se locali­

zarIan a nivel de las membranasapicales de las células del estrato granuloso.

b- Efecto de los halogenuros 01-, Br- o I- comoprincipal contraión.

La figura 111.9 ilustra las curvas obtenidas en el polígrafo debido a cambios
rápidos en la concentración eiterna de Na en presencia de una alta concentración

de halogenuros. Se observa que las mismas son semejantes a las obtenidas para el

cambio rapido de Na cuando la piel está expuesta a una alta concentración de

sof’ (Figura 11.4).
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Se graficaron los valores normalizados promedio vs. el tiempo y se ajustaron las

curvas teóricas que mejor aproximaban a 10s datos, siguiendo el mismo procedimien

to que en el caso del SOÏ_.
Se observa en las figuras 111.10, III.ll y 111.12, que la curva teórica de coefi­

ciente exponencial 3 s-l, se ajusta a los datos experimentales para los tres ca­

sos ( o sea para la piel estabilizada con una alta concentración de Cl-, Br- o

1-). En base a esto y considerando due el coeficiente de difusion aparente del Na

(DÑN‘)tiene comocotas inferior y superior al 5x10-6y 10-5cm2s-1, respectivamen­

te, se deduce que el camino de difusión ¿está acotado por 20 y 29jpm. Al comparar

se este valor con el hallado para el caso de cer SOÏ-el contraión del Na se cons­
tata que no hay una diferencia significativa entre ambos.

Conel propósito de analizar la posible influencia de la colina en el proceso es

que se han repetido las experiencias anteriores pero utilizando K comocoión del

Na.

La figura 111.13 ilustra las curvas experimentales obtenidas para los distintos

balogenuros (Cl-, Br- , o 1-). Las mismas son semejantes a las anteriores por lo

que se graficaron los valores experimentales normalizados promedio vs. el tiempo,

y las curvas teóricas que mejor aproximaban a los mismos (figuras: 111.14, 111.15

y 111.16), cuyos coeficientes exponenciales en los tres casos es de 2 s-l; A par­

tir de esta observación y tomando, nuevamente, comocotas inferior y superior de

D‘N. a 5x10.6 le-Scm.s-l, resulta que ¿está acotado por 25 y 36/um.
. De estos resultados se puede inferir que los halogenuros Cl-, Br- y I- no afectan

en forma particular a los cambios transitorios del potencial debidos a un aumento

de la concentración del catión en la solución externa; asimismo el coión (K+o co

lina) no afectaría significativamente al caminode difusi6n8>del Na.

En el proóximoapartado se analiza el efecto de la colina sobre la diferencia de

potencial eléctrico de pieles expuestas a alta concentración de halogenuro.

4- EFECTO DE LA COLINA SOBRE LA DIFERENCIA DE POTENCIAL ELECTRICO DE PIELES
EXPUESTAS A ALTA CONCENTRACION DE HALOGENUROS

+
El coión que acompañaal Na en la solución Ringer del baño externo afectaría la

evolución de los cambios transitorios de potencial que se producen por un aumento
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de Na en la solución externa. Las experiencias en las que en la solución externa

se intercambió K por colina y viceversa manteniendo el resto de los componentes

constantes, permiten analizar este fenómeno.

La figura 111.17, ilustra las curvas obtenidas en el polígrafo. Se observan dos

cemponentes a los cuales se debe hacer referencia: un primer componentetransi­

torio, posiblemente un potencial de interdifusión, que tendría su origen en la

capa de agua no mezclada sobre la superficie externa de la piel, y un segundo

componenteque corresponde a un potencial estacionario, que no podría ser expli­

cado por el mismomecanismoya que por las características de los potenciales en

las capas de agua no mezclada estos presentan comopropiedad fundamental su ca­
rácter transitorio.

En las experiencias en las que el K desplazó a la colina, la diferencia de po­

tencial inicial de las pieles se hallaba entre 6-8 mV,y una vez realizado el

cambio se observaron potenciales estacionarios finales entre 4-5 mV,para los

distintos epitelios. Cuandoel K'fue reemplazadopor colina, el potencial ini­

ciaI que fue de 4 a 6 mVse elevó a 6-8 mVcOmopotencial estacionario final.

El componentetransitorio inicial determinó un aumento de potencial para el cam­

bio de K por colina, cuyo máximoosciló entre 3-4 mVpor sobre el potencial ini­

cial, mientras que para el cambio inverso se observó un descenso de potencial

previo al cambio cuyo mínimo valor fue de 3-4 mVpor debajo del inicial. Esto

componentepuede interpretarse comoun potencial de interdifusión de colina y

potasio a nivel de la capa de agua no mezclada, ya que el fenómeno tiene lugar

inmediatamente después de producido el cambio, siendo su duración mucho menor

(100-150ms)que la de potenciales transitorios que se originan por la presencia

de Na u otros iones para los cuales la barrera externa es sensible (600-700 ms).

El hecho que la movilidad en solución libre del K es superior a la de las aminas

cuaternarias apoyaría esta hipótesis, y explicaría la polaridad de dichos-cam­

bios transitorios, ya que la conductancia equivalente limite de las aminas cua­

ternarias tienen valores que oscilan entre 24-61%de la conductancia equivalen­

te lfmite del K(Apéndice 6.1 y 6.2 de Robinson y Stokes, 1968).
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La diferencia de potencial estacionario podría explicarse en base a los resulta­

dos y conclusiones de Muayy Koblick (1963) quienes han analizado el aumento de

la corriente en corto-circuito cuando se reemplazaba al K+( o Mg2+)por colina,

como coión del Na.

Estos autores observaron que el principal responsable del significativo aumento

de la corriente en corto-circuito (52%con respecto a la piel equilibrada con K

como coión del Na, y 36%con respecto a la piel equilibrada con Mg2+)era el in­
flujo del Na a la piel (observaron un aumento del 75%del influjo del Na en pre­

sencia de colina). Por otro lado, Kirschner (1960) y Koblick (1959) observaron

que la colina es levemente permeable a la piel de rana (P es 6x10-4 cm/h según

Kobhck (1959) y según Kirschner (1960) es un valor que oscila entre 4.4 ¡10.4cm/h

-8.8xlO-4cm/h).
El fenómenodiscutido en este apartado no podría ser causado por la presencia

del principal anidn presente ya que se observaron resultados similares a los de

Cl- en presencia de Br- y I- , siendo este último impermeable a la piel.

El tiempo que media entre el cambio del coión (Kipbcolina) y la estabilización

del potencial transepitelial es menorde 700 ms lo que sugiere que el sitio o por
lo menosuno de los sitios donde la colina manifiesta su acción sobre el poten­

cial de la piel se localizaría a nivel de la barrera externa.

5- EFECTO DBL Na SOBRE EL DESCENSO DEL POTENCIAL PRODUCIDO POR LA PRESENCIA
DE HALOGENUROS PEEMEMBLES (Cl , Br ) A LA PIEL DE RANA.

Al compararse las figuras 18“a y b; considerando que en los dos casos la concen­

tración de halogenuro es siempre la misma (98.40 ¡no se observa claramente que

el cloruro necesita de la presencia del Na+para producir el fenómenoeléctrico

en la piel, ya que a bajas concentraciones de Na+ (l mk) no se observa un cambio

de potencial significativo al intercambiar 1- por Cl-, pese a las altas concen­

traciones de estos uniones. Sin embargo, en presencia de una mayor concentración

(50 mM)del catión, al realizarse el cambio, se observaron cambios significativos

en la diferencia de potencial. .

A l repetir la experiencia en Br-, en vez de Cl-, se obtuvieron resultados seme­

jantes a los obtenidos cuando se introduce C1-, de hicual se concluye que la
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entrada de Cl- y Br- a la piel es Na-dependiente, ya que comose ha aclarado

previamente (pág. 88 ) el descenso del potencial indicarfa la entrada del ha­

logenuro al epitelio.

Los estudios que se presentan en esta tesis no sólo concuerdan con los de Von

Petery (1975) que observó que "entre 2 y 9 mn de [ClNaíle se activa un canal

específico para el cloruro, de modoque todo aumento posterior de [ClNa-le pro­
duce un descenso de la diferencia de potencial") sino, que establece la posible

localización de la barrera responsable del fenómeno.

e. CINETICA DE ENTRADA DE LOS HALOGENUROSc1‘ y Br- A LA PIEL DE RANA

La rana sudamericana Lentodactvlus ocellatus, a diferencia de las ranas europeas

Rana temporaria y Rana esculenta, poseen una permeabilidad significativa al Cl-y

al Br-, mientras que son impermeables al I- , tal como fue demostrado por Von

Petery (1975) y muestran los resultados de esta tesis.

En la presente tesis se ha determinado que la barrera externa sensible al pasaje

de cloruro y brOmurosería aparentemente coincidente con la del Na, y dentro del

error del método, se ha demostrado que la entrada del halogenuro a la piel es Na­

dependiente. I

Estos hechos nos llevaron a analizar detenidamente las curvas de las experiencias

en las que se estudió el efecto del Na sobre el potencial de pieles expuestas a

altas concentraciones de diversos halogenuros (apartado 111.3) con el fin de acia
rar parcialmente, la cinética de entrada de los halogenuros a 1a piel de rana.

Al analizar los cambios transitorios del potencial por efecto de un cambio en la

concentración de Na de la solución externa en presencia de una alta concentración

de halogenuro (01-, Br-, 1-) siendo la colina el coión principal del Na+ (Figura

111.9) se observa que, en presencia de halogenuros permeables (01-, Br-) una vez

alcanzado el máximovalor de potencial en el proceso de difusión y entrada de Na

en la piel, aparece un fenómeno de descenso de potencial que no se observa en pre

sencia del halogenuro impermeable (1-). Al realizar los mismos cambios rápidos en

presencia del K+ como coión del Na+, se observa un comportamiento análogo (Fig.

111.13). La figura IV.l ilustra un esquemageneral del fenómeno.
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Al analizar las curvas obtenidas comoresultado de cambios rápidos de la concen­

tración de Na de la solución externa en presencia de SOÏ-, tampoco se observa
descenso inmediato alguno del potencial (Figura 11.4).

Este fenómenono es atribuible a una salida de colina de la piel, ya que: l)

ocurre sólo en presencia de Cl- y Dr_ , y no de 1-, y 2) ocurre en presencia de

otros coiones (K). Tampocoes atribuible a cambios de la presión hidrostática de

la piel por efecto de la inyección ya que si esta fuese la causa, el fenómenose

debiera ver en otras condiciones, que no fueron observadas; por ejemplo el reem­

plazo de halogennros en presencia de una baja concentración de Na (Figura 111.18)

El fenómeno aqui descripto tampoco seria similar al observado por Lindemanny
Gebhardt (1973). Los autores describieron un descenso de potencial que aparece in­

mediatamente después de un rápido aumento transitorio debido a un cambio rápido en

la concentración de Na+de la solución externa en presencia de un anión impermea­

ble (8042- o gluconato). Los experimentos los realizaron con epitelios aislados de
Rana esculenta, Rana ridibunda I Rana temporaria, y comosolución interna utiliza­

ron un ninger con muyalta concentración de K (95 mM).A diferencia de lo realiza­

do por Lindemanny Gebhardt, las experiencias descriptas en esta tesis fueron efes
tuadas en condiciones muydistintas: se utilizaron pieles completas, y la solución

interna fue en todos los casos Ringer ClNa 115 mM( (3+) z 2.4 mu). Para el cambio

rápido de Ringer SO4Na2 l mMque es reemplazado por Ringer SO4Na250 DM, observan
mos un cambio transitorio del potencial que alcanza.su valor maximoen aproximada­
mente 500 ms, y no se observó en-ningún caso un descenso inmediato posterior tal

como informaron Lindemann y Gebhardt.

Tampocoes atribuible el fenómeno al "daño del borde" ("edge damage") causado por

la presión de ajuste de los bordes de la cámara sobre la piel, pues de ser éste

el caso la conductividad a través de la lesión del borde no tendria porqué presen­

tar la selectividad que se observó ya que a través de este camino la difusión de

los distintos iones debiera hacerse comoen solución libre. Másaún, °n el °55°
que existiera cierto "daño de borde", el mismotenderia a disminuir la selectivi­
dad del fenómenoya que, en paralelo a las rutas existentes, se crearía una nueva

via inespecifica. Demanera que los resultados que se presentan pueden incluso



subestimar la selectividad que la barrera externa presenta a los halogenuros.

Cereijido y colaboradores (1974) informaron en sus trabajos con Lepdodnctxlus

ocellntus del fenómenoque se estudia en esta tesis, pero no fue aclarado en

aquel trabajo la posible localización del mismoy los cambios rápidos que ocu­

rren. Los citados autores observaron que en condiciones de corto-circuito,

cuando la piel está bañada por Ringer ClNa 105 mMen el lado interno y Ringer

ClNa l mMen el lado externo, el rápido reemplazo del Ringer del lado externo

por Ringer ClNa 60 mu, permitió observar en un 70%de sus determinaciones un

descenso de la corriente en corto-circuito una vez alcanzado el máximo. Y en un

37%de los descensos observaron que una vez alcanzado un valor minimo, la cara

riente aumentaba levemente hasta alcanzar un valor estable.

En esta tesis se describen las experiencias que establecen que cuando las pie­

les estdn bañadas en el lado externo con una solución Ringer ¡Na l mn, donde x

representa a Cl- o Br-, siendo el coión del Nat colina o K, en un 90%de los

casos se produce un descenso de potencial, una vez alcanzado el valor máximo

de diferencia de potencial por efecto de una inyección de Ringer x Na 60 mM,
siendo el coión del Na colina o K. En ningún caso se observó el fenómeno de

descenso de potencial en presencia de aniones impermeables (8042-, 1-).
De los datos expuestos puede inferirse que el descenso de potencial observado

es debido a la entrada retardada del halogenuro el cual necesita de la presen­

cia de Na para poder modificar el potencial transepitelial. Por lo que el Na

permitiría que la barrera externa se haga sensible al 01- o al Dr.­

Entre las posibilidades que podrían explicar el mecanismopor el cual activa
el Na se deben mencionar: l) que el Na, al alcanzar una concentración determi­

nada, actúe neutralizando sitios negativos de la barrera externa de manera de

permitir la entrada de Cl- o Br- , o bien 2) que sea el potencial a través de

la barrera externa, producido por el Na el que ocasiona un cambio de permea­

bilidad al Cl- o Br-.

En epitelios de baja resistencia ("leak" en la nomenclatura de Frümter y Dia­

mond, 1972), {oreno (1975) observó que las rutas que siguen el Na+ y el Cl- son

paralelas.
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Figura IV.l¡ Esquemade los cambios transitorios de potencial obtenidos
por un cambio rápido en la concentración de Na en el Ringer que baña la
cara externa de la piel, y el posterior {enómenode descenso de poten­
cial.{ “566130 ms,t21 3.1521222ms; Av- 0.38 (3 0.04)AV, ¡1-12 ( se

tomaron al azar 12 observaciones de los siguientes cambios rápidos: Ringer
¡Na l mM(colina) que es reemplazado por x Na 50 mM(colina), Ringer x Na l
mM(K) que esleemplazado por Ringer ¡Na 50 mu (K); donde I representa Cl o
37-).

Frümter (1912) y Frümter y Diamond(1972) determinaron en este tipo de epite­

lios que el 95%del influjo pasivo de iones ocurreva través de las "uniones e:
trechas" (tight junctions). Moreno(1975) determinó que existirían uniones es­

trechas específicas para la entrada de sodio que serían bloqueables por 2,4,6

-triaminpirimidina (TAP)u drogas análogas, y serían canales hidratados de un

diametro que oscilaría entre los 10 a 20 1 , en los cuales los grupos acídicos

ionizados determinarfan la especificidad de los mismos, los ligandos dentro de
este tipo de canales (probablemente los mismosgrupos acfdicos) se comportan

como fuertes aceptores protónicos (Moreno y Diamond1974 a, 1974b, 1975). Por

otro lado, el mismoautor sugiere (1975) que existirfan sitios específicos para
la entrada del 01-, que son insensibles a la presencia de drogas del tipo de TAP.

Balaban y Mandel (1978) estudiaron el efecto del TAPsobre un epitelio de alta

resistencia ("tight") en la nomenclatura de Fra-ter y Diamond,1972) y obser­
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varon que el mismoinhibe al movimientotranscelular activo del Na en el epitelio

abdominal de la rana, aparentemente mediante el bloqueo de la entrada del mismo a

nivel de la barrera externa. Por otro lado, observaron que la amilorida, un inhi
bidor de la entrada de Na en la piel de rana, determina un descenso de la conduc­

tividad eléctrica en un epitelio de baja resistencia (vesícula biliar) en forma­

similar al TAP. Por lo que, estos autores concluyeron que, aparentemente los si­

tios de entrada de Na en la piel de rana y las "uniones estrechas" del epitelio de

la vesícula biliar poserfan grupos reactivos similares.

Loevenstein y Kanno (1964) demostraron que en epitelios de baja resistencia exis­

ten uniones complejas intercelulares que permiten el pasaje de electrolitos de una
célula a otra. Los trabajos de Morel y Leblanc (1975) y de Nagel (1976) demuestran

que uniones similares existirfan en los epitelios estratificados de alta resisten­
cia. En base a dichos trabajos, Nagel (1977) concluyó que el Na que ingresa al e­

pitelio a través de la barrera externa se distribuirfa en las células de los dis­
tintos estratos por la difusión del ión a través de las uniones celulares, de ma­

nera que todas las células de este estrato participarían del transporte activo
de Na.

En el presente no existen datos experimentales que permitan establecer si las con­

clusiones de Nagel (1976), son aplicables al epitelio abdominal de la rana ¿2232,

dactxlus ocellatus, comoasí de la importancia de las "uniones estrechas" y de las
uniones complejas intercelulares de alta conductividad en el tansporte transepite­
'lial de cloruro. I

Resumiendo, los estudios de esta tesis demuestran que existe un mecanismode en­

trada de los halogenuros Cl- y Br- actÍVado por la presencia de Na, que se loca­

lizaría a nivel de una barrera externa cuya distancia, determinada por el método

cinético usado en esta tesis, se hallaría próximaal borde externo.

1- CIRCUITOS EQUIVALENTE? ALTERNATIVOS QUE CONTEMPLANELDFSCENSO DE po'TENCIAL

TRANSEPITELIAL DEBIDOA LA I’m-smc“ DE UN HALOGL‘NUROmmmm (01", Br-)
EN LA SOLUCION EXTERNA.‘

En 1972, Schultz demostró que un mismocircuito equivalente explicaría los dis­

tintos perfiles de potencial observadosen epitelios de alta (piel de rana,vejiga



urinaria, etc.) y baja resistencia (ileum, túbulo renal, 0to.). En la figura
IV.2 representamos dicho circuito.

Em
K1 E5 K3

7.. AMAM_| __/vvv\——aC í

A

___/v5/zvvv\———— ———-/\/Vï\/VV‘

K5‘____/\/\/\/\/\/\/\

Ficura IV,2! Circuito eléctrico equivalente propuesto por Schnltz(1972)

Frümter y Gelber (1977) han recurrido a un circuito similar para analizar las

propiedades de transporte del epitelio de la vejiga urinaria de Necturus, el

cual es un epitelio de alta resistencia ("tight") comola piel de rana. Si

bien el epitelio de la piel de rana es estratificado, es posible, en primer

aproximación, aplicar los circuitos citados a tal epitelio, dado que la con­
ductancia de los puentes intercelulares hace que sea eléctricamente análogo

a los epitelios simples (Morel y Leblanc, 1975, Nagel, 1976).

Siguiendo la nomenclatura original dada por Schultz (1972) en este circuito

EL designa una fuerza electrOmotriz operando a través de la membranamucosa o

externa, 31 es la resistencia interna de esta bateria y 32 eg 1a resistencia

de un camino paralelo a través de esta membrana. Ea, R y Ba son los respec­3

tivos parametros de la membranaserosa interna. 35 designa la resistencia de
un caminoparalelo transepitelial extracelular, "m", "c" y "s" representan a
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los electrodos mucoso, intracelular y sex-osorespectivamente. Todas las dife­

rencias de potencial eléctrico están dadas con referencia al potencia de la

solución mucosa el que es considerado igual a cero. La solución de este cir­

cuito para el potencial eléctrico a través de la membranamucosa (Wine) y el

potencial transepitelial (Yun) ss

Wnc -[( Ram; 35) Emn...- al nm3- RJ . al! (4.1)

WM.[ES R. + EmRm] RGB-¿1 (4,2)

donde:

Bn'nz/Rl4-R2
n-n 3+3I 4/ 3 4
Rt'- RIRm + nan. + R5

Estas soluciones tomanen cuenta las orientaciones de las fuerzas electromotri­

css comose ilustra en la figura IV.2. Así para tm valor positivo de EmRmo E.

Ra, indica que las baterías están orientadas comoen la figura, un valor negati­
vo indica una orientación inversa. Debonotarse. que En está orientado en la mis­

ma dirección que EB.

Es claro que, solamente cuando la resistencia del camino extracelular es mucho

más grande que el transcelular ( o seas ¡7.57701l Bm+ Ba Rs) o (115/ Rt ).':'1),
serás

Wmc- ElllRlll (4.3)

ijs- EI n.a + ElnRin (4,4)

En la presencia de un caminoparalelo de baja resistencia (Rs/RtQO) la rela­

ción RIRllly Balls simplemente definen a la magnitud ¡{mima de ESD.anecesaria pa­
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ra revertir la influencia de EmRmsobre“); . Entonces, en general, cuando lasc

fuerzas electromotrices están orientadas comoen la figura IV.2 serás

Y mc< o cuando 3.a. > naa. + R5)/R1Hm]Ema" (4,5)

Y“: < 0 cuando Esa. < [(nan. +35)/ 313m] Puan (4.6)

De esta manera es aclarado el hecho de observarse perfiles de potencial distin­

tos para epitelios de alta y baja resistencia.

Tomandocomobase al citado circuito, se podria adjudicar el fenómeno de descen­

so de potencial a la presencia de un halogenuro permeable en la solución externa

que podría producir una disminución del valor de RI, R2 y/o 35 . De esta manera

el potencial de la bateria E. se maría sentir mas sobre la porción del circuito
análogo y dando valores adecuados se puede comprobar que podría explicarse la
caida observada.

Una segunda alternativa para explicar el descenso de potencial cuandoln aumenta

la concentración de Na acompañadopor Cl- o Br-, sería agregar al circuito ana?

lizado una fuerza electromotriz en paralelo y en sentido contrario a Eh, tal co­
mo se ilustra en la figura IV.3, y que representaría el potencial de difusión de

Cl_ o Br- . Sin embargo, en ambos casos esta modificación del circuito explica­

ría los potenciales estacionarios al principio y final de la experiencia ya que
para erplicar los cambiostransitorios se deoerfa recurrir a la introducción de

capacitancias o bien resistencias variables.
De todas maneras unaamodificación de esta naturaleza se hace altamente especula­

tiva y por consiguiente se escapa del objetivo de esta tesis.

La diferencia de potencial eléctrico transepitelial, para este circuito, toman­

do las mismascondiciones de cálculo que las impuestas en el caso anterior, vie­

ne dada por la siguiente expresión:

- E R \
W" (“J-‘Eafi-Emlïm .35 Rm“: +35 (4.7)

3.1 “a ‘- 'm1

-lO2­



donde

\ \
a1’n 1°R2 'R 2 (4-8)

.1! In +3! +R\
1+ 1 2 2

- 3 4 (4.9)

por la presencia de cloruro o bromuro en la solución externa. Ver ex­

—AM—

e——
7h

ñs

Fin-um IV.31 Circuito propuesto que contempla el descenso de potencial

plicacioncs en el texto.

A fin de aclarar las propiedades eléctricas que se estudian en esta tesis, se­

ría de gran utilidad un estudio mediante microelectrodos que permitirían eva­
luar los distintos componentesdel circuito.
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Kidder y col. (1964) desarrollaron una técnica que permite seguir los cambios

transitorios del potencial debidos a una rápida modificación de la concentra­

ción de Na en la solución que baña el lado externo de la piel. Utilizando la

ecuación de difusión libre integrada entre O y b(Crank, 1956); dondecs es el

camino de difusión, y haciendo uso de la relación logaritmica entre el poten­

cial y la concentración de Na del Ringer que baña la cara externa (Hoshiko,

1961) observaron que para ciertos valores del término exponencial las curvas

teóricas describen adecuadamentelos cambiostransitorios del potencial eléc­
trico.
Ellos supusieron que b correspondía a la capa de agua no mezclada que acompaña

a la piel (Noyes y Whitney, 1897; Nernst, 1904) y supusieron que el valor de

¡»Na esta entre: 5x10-6 y 10-5 cm2.s-1. Estos autores obtuvieron entonces va­

lores del espesor de dicha capa entre 20 y 25/um. Estos resultados fueron con­
firmados en distintas experiencias posteriores (Dainty y House, 1966; Gebhardt

Fuchs y Lindemann, 1972). El analisis de los cambios transitorios de la condon

te corto-circuito por efecto de un cambio rapido en la concentración de Na de

la solución externa en LeptodactIlus ocellatus, también permitió obtener cifras
similares (Cereijido y col., 1974).

En esta tesis se han analizado los cambios de potencial que tienen lugar como
consecuencia de las modificaciones o reemplazos de concentraciones de haloge­

nuros en la solución externa; comoasí también la influencia que tienen estos

cambios sobre los potenciales producidos por la modificación de Na.

Mediante el empleo de una técnica similar a la desarrollada por Kidder y col.

(1964) se determinó el valor de é para el caso de un aumento rapido de la con­

centración de Cl- en la solución externa (anión para el cual la piel es permea­

ble).
Este valor fue comparado con e12) obtenido para los cambios de potencial pro­

ducidos por el rapido aumento de Na en la solución externa.‘

Este primer grupo de experiencias se realizaron reemplazando el principal anión

(8042-:0 gluconato) por ión cloruro, estableciéndose que las caracteristicas
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de los primeros no tienen influencia sobre el camino de difusión.¿.

Mediante la elaboración de los datos se han podido hallar los valores de los

coeficientes exponenciales de la curva de mejor aproximación; y a partir de

los mismos se pudo conocer el valor de las relaciones D‘Cllsz. Con el propó­

sito de despejar Ó se tuvo que evaluar D‘cl.
Por ser D‘ un coeficiente de difusión de difícil evaluación teórica, se re­

currió a un símil mecánico a través del cual se reprodujo parcialmente los di:
tintos gradientes que se originan por efecto de los cambios rápidos. El método

se basó en la técnica desarrollada por Kreevoy y Wewerka(1967); en el cual se

determina el coeficiente de difusión mediante la medición de flujos a través

de diafragmas de milipore.

Una vez hallados los valores de D‘Cl se pudo finalmente calcular b . Bajo es­
tas condiciones el camino de difusión encontrado correspondió a 23jum para el

caso en el que se utilizó SOÏ- comoanión inicial, y de 27}nn para el caso en
el que se utilizó gluconato.

Con el propósito de observar el comportamiento de 1a piel de rana frente a di­
versos halogenuros se realizaron experiencias similares en las que se utilizó

Br. y I- en vez de Cl- comoaniones reemplazantes de 8042". Para el caso de Br­
se halló que su comportamiento es semejante al del 01- , y el valor hallado pa­

ra é fue de 23me. El I- se comportó como impermeable a la piel, pues no se ob­
servaron cambios transitorios de potencial al introducir al mismodesplazando

al SOÏ .
A partir de estos resultados se concluyó que: l) de acuerdo a lo observado por

von Petery (1975), el Cl- y el Br- producen una similar caída del potencial

transepitelial cuando estos iones reemplazan a un anión impermeablemientras

que el I- se comporta comoimpermeable para la piel de rana, 2) 1a presencia

de aniones bivalentes no modifica el é de difusión del cloruro y 3) tomando en

consideración que no se ha hallado una diferencia significativa entre los valo­

res aproximados de los caminos de difusión del Na+ y del Cl- para cambios

rapidos de su concentración en la solución extcrna, pudo inferirse que la

barrera sensible al paso de los halogenuros permeables coincidirfa,dentro del
+

error del método,con la del Na . Nagel (1977) y Fuchs y col. (1977), aportaron
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evidencias que confirmarfan que la membranaque responde a los cambios de la

actividad del Na de la solución externa, se localizarfa a nivel de las membra­

nas apicales de las células del estrato granuloso. Por lo cual habiendo demos­

trado que la barrera sensible al pasaje de cloruro se locolizarfa al mismoni­

vel que la del Na se podría sugerir comositio probable de la barrera externa

al Cl- la superficie apical de las células del estrato granuloso.

De los estudios de la cinética del Na a través de la capa de agua no mezclada

y su entrada a la piel en presencia de una alta concentración de los halogenu­

ros: Cl-,Br_,'I-; en las que el principal coión fue la colina o el K+, se con­

cluyá que la difusión del Na + en la capa de agua no mezclada y su entrada a

la piel a través de la membranaexterna no se ve afectada por la presencia de

los distintos halogennros.
En el caso en el cual se utilizó colina comocoión del sodio, se obtuvo valores

de b entre 20 y 29/umpara todas las experiencias de la serie, mientras que

cuando el coión fue el K+ los valores de s,estaban entre 25 y 35Jnm, por lo que
ambosvalores no diferirían.

El efecto de la colina sobre los cmnbiosde potencial transepitclial cuando es­

ta se encuentra presente comocoión fue analizado en mayor detalle. Se estudió el

efecto de la colina sobre la diferencia de potencial eléctrico de pieles expues­

tas a alta concentración de halogennro y baja de Na, mediante el reemplazo rápi­

do de colina por K y viceversa, en la solución externa. Se observaron dos compo­

nentes, uno transitorio y otro estacionario, que presentaban distinta polaridad
en función del coión reemplazado. El componentetransitorio fue interpretado co­

mopotencial de interdifusión de colina y potasio, q ue tendría lugar en la ca­

pa de ¿gun no mezclada, mientras que el segundo componente se pudo explicar en

base a los resultados y conclusiones de Maceyy Koblick(1967), quienes han medi­

do un aumento en la corriente en codecircuito cuando reemplazaban colina por K.

El analisis del tiempode estabilización del potencial transepitelial estaciona­
rio permitió sugerir que el sitio o por lo menosuno de los sitios donde la co­

lina manifiesta su acción sobre el potencial de la piel se localizaría a nivel
de la barrera externa.
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LOScambios de potencial eléctrico que se producen en presencia de los halogenu­

ros 61- y Br- son dependientes de la presencia de sodio. Esto se demostró en ba­

se a experiencias en las que se estudió la caída del potencial que produce la ig
traducción de Cl- o Br- en reemplazo de I- en presencia de bajas (l mu) y altas

(50 mM)concentraciones de Na.

Al analizar los cambios transitorios del potencial por efecto de un cambio en la
concentración de Na de la solución externa en presencia de una alta concentración

de halogenuro (Cl-, Br-, 1-) siendo colina el coión del Na (Fig. 111.9) se obser­

va que en presencia de los halogenuros permeables (61-, Br.) una vez alcanzado

el maximovalor de potencial en el proceso de difusión y entrada del Na a la

piel, aparece un fenómeno de descenso de potencial, y el mismono es obserrado

en presencia del halogenuro impermeable (1-). Al realizar los mismos cambios ra­

pidos en presencia de K como coión del Na, se observa un comportamiento análogo

(Fig. 111.13).

El incremento simultáneo de Na al que acompaña como contraión el Cl- o el Br- o­

casiona un aumentoinicial del potencial transepitelial que luego desciende para
estabilizarse en un valor estacionario. El análisis de estos resultados indicaron

q ue el incremento inicial se debe al efecto que el Na tiene sobre el potencial

transepitelial mientras que la más tardía caída (566130ms) se debería a un efec­

to del anión permeable (01-, Br-).

A través de un analisis de estos datos se concluyó que el descenso observado es

debido a 1a entrada retardada del halogenuro, que necesita'de la presencia de una

concentración minima de Na para poder ingresar a le piel. Estos resultados permi­

ten sugerir la existencia) a nivel ds la barrera externa, de un mecanismode en­

trada para los halogenuros permeables a la piel que es activado por el Na.

Finalmente se discutió la posible localización de los sitios de entrada de los

halogenuros permeables y se analizó un circuito equivalente y sus alternativas

que contemplan el descenso de potencial por la presencia de un halogenuro per­
neable.
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APENDICE

Sean dos compartimentos l y 2, llenos de una solución de concentración C‘en l y

C\\ en 2, tal que c‘ > C“ . Los compartimentos están separados por un diafragma

y la sustancia C fluye estacionariamente desde l hacia 2.

Esquematizandos

c“ V2.3:2
_____ dia ra rna¿F20

C‘ V1

Se denomina:

V1: volumen de la camara inferior

V2: volumen de la cámara superior
A! ¡rea del diafragma

a: camino-de difusión (se lo supone igual a1 espesor del diafragma)
c\ concentración de la sustancia a medir en el compartimento inferior

091 concentración de 1a sustancia a medir en el compartimento superior

Suponiendoque el diafragma está en estado estacionario durante la experiencia,

o sea que en él no se acumula ni se pierde sustancia; entonces -a un tiempo dado­

el flujo de soluto a través de un plano dado en el diafragma, paralelo a su super­

ficie, debe ser el.mismo para todo plano del mismo. Este flujo será, sin embargo,
levemente variable con el tiempo, decreciendo a medida que el proceso de difusión

reduzca las diferencias de concentración.
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Para enfatizar este hecho,se denotaal flujo como:
Las variaciones de C‘ y C“ con respecto al tiempo, se las puede -entoncca­

PE: _ Jam/v1dt

ESL- (Ja/Av
dt“ 3 /'7‘

expresar comos

De donde: '

d C\_C\\ 1 1
——(dt)___— Ti'ï (l)

A continuación se introduce el valor promedio del coeficiente de difusión

con respecto a la concentración sobre el rango de concentración C‘ a C“un

está prevaleciendo en el tiempo considerado, esta cantidad es también función

del tiempo, por lo que se la denotarí 30-),­

.. c‘ al .
_ ' -- D _ t

DGLÉíTLDdc-4 [bgggax (a)c‘-C“ ­

ya que JGJZ-D Si“; oa considerado copatante para todos los puntos del
diafragma al tiempo t (por ser estado estaciona io).

Combinando (1) y (2) quedas

_ol9m (c‘-C“- A .4_' A _
dt - Q(V1+V2.)D({)

Integrando entre-laa condiciones iniciales y finales, utilizando la nomencla­

tura eiguiente para las mismas!

s . . *
Co: concentración de C en la cámara inferior al tiempo o
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\
C‘ o: concentración de C en la cámara superior al tiempoto

‘ ’c
Ct s concentración de C en la cámara inferior al tiempo

\\ . t
Ct a concentración de C en la cámara superior al tiempo

tiempo en el que se comienza la difusiónO ep

.4­ tiempo de finalización de la difusión

Se tiene:
t

omc‘o —C“o—¿ .1 1 “(tdt
C C“ “ ¿(V1*VL) D)4. - t

O

Si se denomina (3 , a la constante de la celda:

—A L .1.
_ (b -— I: Vi V3

y si con se donota al t

D—4_/D(t) att__ t o

quedando: - \ o
Í) __ ¡1 a“ CLo -'C o

- (M c; —cx (a)

' El Valor-D calculado a partir de las concentraciones iniciales y finales, y el

tiempo de la experiencia mediante (3) es entonces un muy complicado doble pro­

medio conocido con el nombre de coeficiente integrado de celda-diafragma, el

que no es fácilmente convertido en forma mediata al coeficiente de difusión D .

Afortunadamente fue demostrado (Gordon, 1945), que un error despreciable es in­

troducido en todos los casos ordinarios, ei en vez de usar la relación exacta:
_ L '

4 ­
I):Pïj/'I)(k)lii0

se trata a la integral, comosi el integrando fuese un valor constante igual a

su valor cuando las concentraciones C‘ y‘\C son la mitad de sus valores ini­



ciales y finales; Gate valor constante es entonces claramente igual a J>como

fue definido antes y expresado por la ecuación (3) y está relacionado al coe­
ficiente de difusión diferencial por!

_ Ch:
_ 4D _——— dc

C3ü " C1n“ CTN‘ (4)

donde: C.“ : C‘o¿CE y : C“o+2C“{
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ADDÁENDLIH-....._____

El nrocedimiento utilizado para la obtención de los valores de E (páxina
44) a partir de los gráficos experimentales ha sido el de "conteo de cua
draditos". . _ _ m
En'todas las experiencias el "ruido" del aparato pudo ser deSpreciado

frente a los cambios de potencial observados."

1.- Obtención de los valores de E (noteneial de membrana) .1

2.- Presentación de los resultados
En este trabajo se presentan los resultados de las variaciones del poben_

cial eléctrico-debidas a cambios rápidos en la composición de la solución
Ringer que baña la cara externa de la piel en forma normalizada. Esto se
debe al hecho de que el propósito de las experiencias realizadas ha sido
el de analizar fenómenoscinéticos, por lo cual fue necesario "evitar" la
variabilidad que presenta el potencial de membranaen estos epitelios, esto
se logra mediante la normalización de los datos (Kidder y colab.l964).
En los casos en que se observa un descenso de potencial una vez alcanzado

.el máximo(Figs. III.9 "a"'y "b";-Figs. III.13 "a" y "b"), la expresión
matemática que se utilizó para obtener los valores normalizados (F) ha sido
la ecuación (2.5) de la página 45, en la cual se sustituyó Empor Emáwimo,
donde este último indica el valor de potencial máximoalcanzado por efecto
del influjo del Na a_la piel, previo al influjo del halogenuro.
Con el propósito de ejemplificar algunee datos absolutos (no normalizados;

se puede mengipnar que, para el cambio de Ringer ClNa l mM(colina) por
Ringer ClNa 50 mm(colina) (Figura III.10) los valores de Eo se hallaban
entre.4-lO mV, mientras que los de Emáximoentre 30-50 mV, valores semejau_
tes se obtuvieron para el cambio de Ringer BrNa l mM(colina) por Ringer

50 mü (colina) (Figura III.11), para el cambio de'INa lmM(colina) por iH:
50 mü (colina), (Figura III;12), E0 se hallaba entre 16-35 mV,mientras EN
entre 90-140 mV.
Yara el caso de utilizarse K comocontraión,se obtuvieron valores de

En y E entre los mismosrangos que los descriptos para la colina.
T“
¡JO '

máximo

Para el cambio: Ringer SO4Na2 1 mMpor SO4Na2 50 mM, Eo se hallaba entre

10-15 mVy E°° entre 50-60 mV. "



1m EMEAE

ágina Dice Debe decir

12 la bombapuede trabajar la bomba uede trabajar
electrogenéticamente __ eiectogenicamente

13 .La figura I.6 ilustra La figura I.5 ilustra

27 con 1a 'Nao de la solución.. con 1a [Nalode la soluciónur“. m
27 28.4 i 1.8 mY/ de cada 28.4 i 1.8 mV/ década

27 está semilogaritmicamente está logaritmicamente

31 Si la furosemida es aplicada Si la furOSemidaes aplicada
a la superficie externa a la superficie interna

53 'sobre un electroimán _ sobre un agitador magnético
54 la soluCión de Bray: 2 gramos 1a solución de Bray: 60 gramos

de PPO en 200 ml de etanol, y de naftaleno, 200 mgramos de
se lleva a un volumen de 500 POPOP, 4 gramos de PPO, 100 ml
m1 con tolueno. de metanol, 20 m1 de etilén;

glicol, se lleva a un volumen
de 1 litro con dioxano.

86 descendió al 53: % de los descendió a1 5315%de ios

¿\\ \\ q

¿inem/V; - -%%-—J(‘c)ñ/Va
En el circuitd que se esquematiza en 1a Figura 1.3 ( Pág. 9 ) debe
intercalarse una resistencia variable entre la fem y el microampe_rimetro. '
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