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PROLOGO

El intercambio de sustancias entre los organismos superiores y el medio se
realiza a nivel de membranas epiteliales constituidas por una o mds capas
de células intimamente asociadas. Existe un caudal considerable de inforqg
eién que indica que el movimiento neto de Na+ a tr;vés de estas membranas
juega un papel fundamental ens

1) La regulacién del balance de Na' del organismo.,

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

8) El movimiento de aminodcidos y azicares, gracias a que el Na' modi f1i ca.

las propiedades de selectividad de la membrana,

En condiciones fisiolégicas, por requerimiento de electroneutralidad el ién
Na+ no puede transportarse solo, sino que debe intercambiarse por un ién de
su misma carga o bien acompariado de algén anidén.
Los datos experimentales demuestran que el movimiento neto de Naf en la mayo
rfa de las membranas epiteliales se realiza en compafifa de Cl~ ., De esta ma-
nera, el movimiento neto de Na® y todas las funciones fisiolSgicas que de €1
dependen pasan a estar controladas por el movimiento de c1 . Resulta pues
crucial determinar cufl es el paso que limita al movimiento de Cl  a través
de las membranas epiteliales, en particular cudl es su localizacién anat6mi
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_memﬁrana cuando es montn;
da como diafragma entre dos cdmaras y establecer el efecto de distintos ha~
logenuros sobre este potancial eléctrico.

Los estudios se realizaron em la piel aislada de Leptodactylus ocellatus ,

preparacién que ha sido extremadamente dtil para el estudio de procesos de

-+
transporte de Na en particulale.

La tesis comprende cinco capituloss
=En el capfitulo introductorio se describe la estructura biolégica de la piel
de rana y se resume la informacién existente sobre sus propiedades de trans-

porte hasta el presente; en el segundo capitulo se deseribe los materiales ¥y



métodos que se utilizaron en las investigaciones; ol tercer capftulo se
refiere a los resultados obtenidos en las distintas experienciasj en el
cuarto capftulo se discuten los resultados obtenidos y en el quinto ca-

pftulo se resumen las experiencias Yy presentan las conclusiones.
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1- MEMBRANAS EPITELIALES

Los seres vivos estdn formados por compartimientos que contienen soluciones
de muy variada composicién: orina, bilis, sangre, humor acuoso, 15grimas,l£
quido cefalorraquideo, sudor, saliva, leche, jugo pancredtico, etc. Estos
compartimientos se encuentran limitados por membranas epiteliales compuestas
por una o mds capas de células, de cuyas propiedades depende la composicién
de los lfquidos mencionados,

De este modo, las células epiteliales, ademds de regular su propia composi-
cién mediante bombas, vehiculos, poros, etc., como lo harfe cualquier otra
célula del organismo, controlan también la composicién del compartimiento
que limitan,

Las membranas celulares poseen en alpgunos casos las mismas propiedades alrg
dedor de toda la célula (por ejemplos un glébulo rojo, una bacteria), mien—
tras que en otros cascs (fibras musculares, axones) puede diferir en algunas
regiones especi{ficas (por ejemplo, la regidn sindptica, la placa motora,etc, )
donde la permeabilidad es distintae a la del resto.

En las membranas eviteliales toda la cara celular que da hacia un comparti-
miento tigne propiedades distintas de las del polo que da bhacia el comparti
miento situado del otro lado del epitelio, Por ejemplo, la membrana de una.
cé€lula del tubo contorneado renal presenta una pe}meabilidad al K+ mucho
mayor en la regién luminal, Con la permeabilidad al Na+, en cambio, sucede
lo contrario.

Estas caracteristicas de asimetria funcional tienen fundamental importancia.
en la translocacién de sustancias a través de los epiteliosi

limitada

(%)
&)

por las membranas apicales de las células epiteliales y otra interna. ’cuya:

l) Lasg membrana® epiteliales tienen una. sunerficie externa

superficie se relaciona con el tejido conectivo(corion),

2) En las células de las membranas epiteliales, los nicleos, las mitocog
drias, el aparato de Golgi, los ribetes en cepillo, etc., no se ordenan al
azer, sino que en general se disponen de una manera también asimétrica, con-

servando una posicidn preferencial,
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Asf, en el tdbulo contorneado proximal del rindén de los mam{feros, las micrg
vellosidades estdn del lado de "afuera" -la luz— y en cambio las mitocondrias
se alinean del lado de "adentro" o intersticial,

3) Las célulps epiteliales estdn separadas entre s{ por un interespacio
cerrado hacia fuera por los llamados "complejos de unién", que son un caso
especial de contactos celulares, que posteriormente detallaremos. En ellos,
la hojuela externa de las membranas celulares vecinas parecen fusionarse a
lo largo de una faja o en varios puntos cerrando asf el interespacio de toda
la célula y oponiendo una seria barrera a la difusién., A este nivel se halla
el limite real entre el "afuera" y el "adentro" de las membranas epiteliales,
El espacio intercelular contiene una sustancia que, por lo menos en algunos
epitelios, parece tener capacidad de complejar iones. También se aprecia en
estas membranas, distinfos tipos de con@nctos celulares como sers zénulas ag
herentes, desmosomas y miculas, algunas de las cuales (en particular las mé-

culas) desempeiian un papel importante em la comunicacién intercelular.

(&) En esta tesis serdn sinénimos: cara externa, lado de afuera o lado mucoso,
Y por otra partes: cara interna, lado de adentro o lado seroso de una membrana
epitelial, En el caso del tubo remal, intestino, mucosa gdstrica, vesféula bi-
liar, gléndulas sudorfiparas, pdncreas, etc., "afuera" corresponde a la luz y
“adentro" corresponde al lado intersticial en conexién con el torrente sanguf-
neo. ‘

Se denominard "solucién externa" a la solucién Ringer que bafia la cara externa

de la piel, y "solucidén interna" a la solucién Ringer que baiia la cara interna

de la piel,
a) Morfologfa de la piel de los anfibios

La piel de rana consiste en una epidermis, compuesta por 5 a.7 capas de célu-
las: epiteliales, y una dermis que contiene vasos sangufneos, gldndulas y ele-
mentos de tejido conectivo., La epidermis contiene 1 o 2 capas de células esca:

mosas, parcialmente cornificadas (estrato corneo), 3 o 4 l4minas intermedias



de células poliédricas o cdbicas (estrato granuloso y estrato spinoso) y
una ldmina basal de células columnares o ctbicas (estrato germinativo)

(Fig. I.1) (Farquhar y Palade, 1964, 1965, 19663 Parakkal y Matolstsy,1964).

m.0.

m.b.

Z.0.

e e ~ ~
Ecorneo \ Eespinoso Egerminativo
Egranuloso

Ficura I,1l: Esquema de la estructura de la piel de Rana.
d: desmcsoma; zo$ zonula occludente; mo: macula occluden

tes, mbs membrana basal; ei: espacio intercelular,

Estrato cerminativo: Las células de este estrato poseen los elementos sub-

celulares corrientes, pero en pequeiias cantidades: pocas mitocondrias y re
tfculo endoplasmfitico rugoso, algunos ribosomas libres y un complejo de Gol
gi rudimentario con una o dos pequefias cisternas ablanadas y vesiculas aso-
ciadas especialmente cerca de las membranas celulares laterales. Poseen un

sistema bien desarrollado de filamentos citoplasmdticos (tonofilamentos).

Estrato espinoso y estrato granulosos En las células corréspondientes a esta

regién de la epidermis, los filamentos citoplasmdticos son mds abundantes y
estdn mds fuertemente empaquetados. Al mismo tiempo, el sistema reticulo en

doplasmdtico rugoso es mds voluminoso y el complejo de Golgi mds elaborado,.




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

nido heterogéneo, que corresponden a derivados lisosomales,

Estrato corneot La cornificacién ccurre gradualmente y se encuentran en es
ta lémina celular elementos queratinizados en distintos estados. Las célu-
las queratinizadas aparecen muy densas, estdn completamente ocupadas por fi
lamentos citoplasmdticos y contienen pocas organelas celulares. Las células
parcialmente cornificadas tienen una matriz citoplasmitica menos densa y sus
organelas son mds numerosas y estdn menos alteradas.

Varios tipos de células especializadas se encuentran diseminadas a través de
la epidermis. En la piel de rana, ocasionalmente se pueden reconocer linfo-
citos, macr6fagos y células pigmentarias en las capas celulares mds profun-
das. Pero, regularmente, se ha encontrado otro tipo de células, ubicadas pre
dominantemente en el estrato espinoso y estrato granuloso. Estas células tig
nen la forma de una botella alargada, Citolégicamente, las caracteristicas
distintivas de estas células son una matriz citoplasmdtica transparente y la.
presencia de una gran cantidad de mitocondriasj por eso a estas células se

las denomina "c¢élulas ricas en mitocondrias",

i)Contacios celulares

Las uniones intercelulares son reconocidas actualmente como modificaciones
de la superficie de células udyacenteé, mds que como puentes intercelulares,
Y consisten en tres elementos de unién morfolégicamente distintos, identifi-
cados como zonula occludentes, macula occludentes, y macula adherentes (des~
mosoma) (Fig I.2). Se encuentran relacionadas a los fendmenos de adhesién y
comunicacién entre célula y célula y también actdan como barreras de permea-
bilidad al movimiento de fluido transepitelial.

En las ranas adultas, entre las células adyacentes de la lédmina més externa.

del stratum granulosum, las membranas celulares se fusionan (zonula occluden-

tes) uniendo a lag células entre sf en una l4mina continua e ininterrumpida
que cancela el espacio intercelular,

Estas membranas celulares fusionadas por zonula occludentes forman la dnice

=5=



barrera estructuralmente continua en la epidermis de la rana, Otro grupo de
’
zonula occludentes se encuentra también en el stratum corneum donde no man-

tienen una buena continuidad estructural,

Zonulae
occludentes

Maculae
occludentes

Ficgura 1,2: Diagrama que ilustra los diversos

tipos de contactos celulares de la piel de rana,

2 ’
as zonula occludentes; bt macula cccludentes;

€3 desmosoma,

Los desmosomas o mécula adhaerens son el tipo de unidén predominante en el

resto de la epidermis, Son menos numerosos y complejos en el estrato ger-
minativo y alcanzan su total desarrollo y mayor frecuencia en el estrato

granuloso, La estructura de los desmosomas es bien conocida y son &reas de




membranas celulares paralelas, donde el espacio intercelular (~>240 Z) estd
ocupado por un disco de material denso dividido en dos partes iguales por u
ne ldmina central mds densaj placas citoplasmfticas se apoyan sobre la par
te interna de cada membrana celular y manojos de filamentos citoplasmiticos
convergen sobre la fase interna de cada placa. Estas estructuras sélidas y
rigidas estdn involucradas principalmente en le urién célula-c€lula, trans-—
formando una poblacién de células eparentemente independientes en una estrqs
ture parcialmente comnectada,

En el stratum spinosum y stratum germinativum se encuentran otras uniones

r'd
permeables o macula occludentes, caracterizadas por un espacio intercelu-

lar de 20 R ocupado por un material aparentemente amorfo de baja densidad,
Las membranas celulares adyacentes se mantienen paralelas, Estas uniones re
presentan 4dreas de baja resistencia que facilitan la difusién de una célula
a otra (Bennet, 1973).

En la piel de anfibios, las maculas oeulﬁdentes, jurto con las z;nulas 00013
dentes del estrato corneo y estrato granuloso, representan regiones permea-—
bles que facilitan el movimiento iénico de una célula a otra y por lo tanto
permiten una répida equilibracién de las concentraciones de Na+ y K+ entre
todas las células conectadas por estas uniones, transformando esta poblacién
de células en un compartimiento continuo,

_11) Espacio intercelular

El espacio intercelular entre el estrato corneo y el estrato granuloso con-
tiene un material amorfo y demso, probablemente derivado de grédnulos secre-
torios descargados por las células correspondientes, mientras que el espacio
intercelular en el estrato germinativo, espinoso y granuloso estd ocupado
por un material de baja densidad. La geometrfa y volumen de estos espacios
varfan considerablemente de una lémina celular a otra, alcanzando el mayor
volumen a nivel del estrato espinoso, lLos espacios son menos volumwinosos en
el estrato granuloso y son mds complejos y tortuosos en el estrato germina~
tivo debido a la gran interdigitacién entre las células. Las terminaciones

basales de los espacios intercelulares a nivel del estratum germinativo al-

=T



canzan una separacién. de 200 i. Por lo tanto, el espacio intercelular de
la epidermis constituye una red continua abierta hacia la dermis, Hacia: el
medio externo el espacio intercelular estd{ cerrado por las z;nula occluden
tes y este hecho provee la explicacién estructural necesaria para la res-
puesta osmética esimétrica observada por Mac Robbie y 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 soluciomes hipo-
ténicas pero no cuando lo estd en la superficie externa, Estos hechos fi-
siolégicos y morfolégicos indican que las zonulas occludentes de la epides
mis de la piel de rana son impermeables al agua, ciertos iones y pequefias
moléculas solubles en agua. Posteriormente Farquhar 7 Palade (1963) obser-
varon que estas zonulas son impermeables a macromoléculas (hemoglcbina y

enzima pancredtica).

£~ TRANSPORTE TRANSEPITELIAL DE SODIO

Diversas membranas epiteliales (la muccsa intestinal, el epitelio del tdbu-
lo renal, la piel de rana entre otras) transportan activamente Na+ de un 1&
do a otro del epitelio. Se ha visto ademds que el transnorte de diversos a~
mino&cidos y azdcares se haya asociado al transporte activo de Na+. Por
ello reviste gran importancia dilucidar el mecanismo por el.cual se lleva a
cabo el transporte transepitelial de este ién,

Una substancia puede atravesar las me;branas epitelialess a) penetrando a
través de la membrana celular de las células epiteliales que da hacia el 13
do externo, para difundir luego a través del citoplasma: y cruzar nuevamente
la membrana celular por el lado opuesto de la célula (ruta transcelular) o
bien b) migrando a través de compartimientos deltransporte especializados,
sin mezclarse con el contenido de la misma especie molecular que puede exig

tir en el citoplasma y c) pasando entre las células (rutq paracelular).

A continuacién, describiremos los distintos modelos propuestos para el trans-

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

lo transcelular propuesto por Koefoed—Johnsen y Ussing en 1958,



a) El modelo de XKoefoed-Johnson y Ussing

Cuando se monta la piel abdominal de una rana a manera de diafragma entre
dos cdmaras que contienen Ringer (Fig I.3), se establece espontdneamente
una diferencia de potencial entre el lado de adentro (positivo) y el de
afuera (negativo). Fukuda (1942) demostrd que el mantenimiento de ese po-
tencial exige la presencia de Na+ en la solucién externa y de K+ en la.ig
terna, Esta dependencia fue investigada en detalle por Koefoed-Johnsen y

Ussing (1958) en pieles bafiadas con lfquidos de Ringers en los que el Cl~

I

Microamperimetro

Piel de rana
o

Solucion — ||+ Solucion

externa interna

I I , Electrodo Ag/ClAg
___]//"“} \~_§\\r____

Electrodo de calomel

L |

Microvoltimetro

Figura I1.3: Dispositivo experimental utilizado
para medir la diferencia de potencial eléctrico
y la corriente de cortocircuito en epitelio ais~
lado, El epitelio se montd a manera de diafragma
entre dos cémaras,

era reemplazado por una cantidad equivalente del anién impermeable SOi..

+ + v .
Variando las concentraciones de Na Yy K en las soluciones externas e in-
ternas, demostraron que el potencial se modifica casi en 58 mV por cada

L : +
cambio de 10 veces en la concentracién de Na en la solucidn externa o de

=9-




K+ en la solucién interna. Los cambios de la concentracién de K+ en la so-
lucién externa o de Naf en la interna no afectan mayormente al potencial e
léctrico. El comportamiento de las caras externa e interna de la piel de
rana era muy semejante al de los electrodos reversibles de Nn* Yy de

K+, respectivamente, Esto fue tomade como fndice de que hay un compartimieﬂ
to cutdneo limitado del lado de afuera por una barrera selectiva al Naf Y por

edentro que una barrera selectiva al K (Fig., 1.4).

Externo Estrato germinativo Interno
_ A —+Nd" 115mM Ne*
11SmM No' éug;‘
AN K
\ | BOMMK
25mM Na* [ 24mM K’
-+ -]+

Figura 1,4: Esquema del modelo de Koefoed—Johnsen

y Ussing. Ver explicacién en el texto,

Puesto que Meyer y Bernfeld (1946), y el mismo Ussing (1948) habfan sugerido
que tanto las propiedades eléctricas como la ceapacidad de transportar Naf re
flejaban propiedades de las células del estrato germinativo (la capa mds in-
terna de células epiteliales), la barrera interna y la barrera externa del mo
delo de Koefoed-Johnsen y Ussing fueron identificadas con las caras internas
y externas de estas células, -

La forma en que el transporte de Nn+ participa en los fenémenos eléctricos
fue investigada por Ussing y Zerahn (1951). Un esquema del dispositive expe-

rimental se muestra en la figura 1,3, En ella se observa una piel de rana:

montada entre dos cémaras que contienen idéntico Ringcer a ambos lados, Dos
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puentes salinos por intermedio de electrodos de calomel conectam las cémaras
& un voltimetro de alta impedancia de entrada para medir la diferencia de PO
tencial eléctrico. Dos electrodos de Ag=ClAg y un microamperimetre sirven pa:
ra pasar y medir una corriente a través de la piel. El "influjo" y "eflujo"
de Na¥ fue medido usando dos isétopos radiactivos del Na (Na.22 y Na24), que
se agregan a laa soluciones interﬁa Y externa, respectivamente. Ussing ¥
Zerahn midieron, tanto la cantidad de corriente que es necesario pasar para
anular la diferencia de potencial, como el flujo neto de Na* hacia una de las
cdmaras, Este flujo neto estd dado por la diferencia entre el influjo (:ji: )
medido con un isétopo y el gﬁlgjp(:jf: ) medido con el otro. Observaron que
el primero es mucho mayor que el segundo y que la cerga 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 modo que
el flujc neto de sodio i:tgs:lzz -:If: ) es igual a la corriente de corto-
circuito expresada en moles por hora., Puesto que el uso de soluciones idénti-
cas a. ambos lados y la cancelacidén del potencial eléctrico espontédneo por me-~
dio de la corriente pasada asegura que no hay entre las dos soluciones ningu-
na fuerza operativa, se atribuye el movimiento neto de Naf desde la 80 lucidén
externa a la solucidén interna a un proceso de trasvorte activo,

La corriente en corto-circuito medird exactamente el movimiento neto de Na
s6lo en los casos en ques 1) el Gnice - ién transportador de la corriente fue—
se el Na. y 2) se requiere también la asimetrfa completa de la membrana, o seas
barrera externa impermeable al K+ Yy barrera interna impermeable al Naf(Ginzburg
y Hogg, 1967).

En case a estas observaciones, Koefoed—Johnson y Ussing (1958), propusieron
el modelo ilustrado en la figura I.4, que .representa una célula del gstrato
germinativo. Este modelo fue diseriado originalmente para la piel abdominal de
la rana, que es una de las preparaciones més comunes para el estudio de la.
bioffsica de las membranas epiteliales,

La barrera externa representada por la membrana externa de la célula es per-

+
meable el Na e impermeable al K+, y cuando estéd bafiada en Ringer con aniones
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impermeables (por ejemplo, soi'), se comporta como un electrodo de Na*,
La barrera interna, identificada con la membrana interne de las células
del estrato germinativo es permeable al K e impermeable al Na*, y cuan
do estd barada por 1lfquidos de Ringer con aniones impermeables, se com-
porta como un electrodo de K+. Esta célula tiene una alta concentracién
de X' (130 mM) y una baja concentracidén de Na' (25 mM) (2Zylber, Rotunno
y Cereijido, 1973, Rotunno, Zylber y Cereijido, 1973) a cause de una boE
ba del tipo Na-K localizada en la barrera interna, El intercambio de K*
por Na+ mantiene le concentracién celular de Na® baja, y se establece as{f
un gradiente de concentracidn de Na+ a través de la barrera externa (el
Ringer rana tiene una concentracién de Na de 115 mdM), Este gradiente pro-
voca la entrada neta de Na* desde la solucién externa a la célula. El K+
acumulado dentro de la célula por la bomba difunde hacia la solucién in-
terna pero no hacia la externa, puesto que, como dijimos, la cara exter-
na es impermeable al K+. Si bien bajo ciertas condiciones experimentales
la bomba puede itrabajar electrogenéticamente, en condiciones fisiolégicas
parece trabajar en forma neutra, es decir, intercambia un Na+ per un K+
(Bricker, Biber y Ussing, 1963; Essig, Frazier y Leaf, 19633 Curran y
Cereijido, 1965).

E]l proceso de trasporte de Naf a través de la piel-de rana depende por lo

tanto de dos mecanismos bdsicoss difusién pasiva a través de la barrera

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

que notar que el mecanismo de trasporte de icnes que la célula usa para
mantener su propio balance idnico es el mismo que utiliza para trasportar
Nn+ a través del epitelic. Esto nos lleva a puntualizar otro requerimiento
importante para que la corriente de corto-circuito sea una medida del flu-
jo neto de iones a través del epitelios la preparacién debe estar en esta-
do estacionario, _

Cuando el epitelio estd{ bafiado por 1lfquidos de Ringer con aniones imper-

meables, el potencial eléctrico estf dado por la suma de un potencial de
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difusién de Ne a través de la membrana externa y un potencial de difusién de

+
K a través de la membrana interna. El potencial totalf equivale entonces as

E_ RT O [Naje (k]c
-7 [Na]c []211

donde los subindices e, ¢ e 1 se refieéren a la solucién externa, a la célula

Y a la solucién interne, respectivamente, Los estudios del perfil del poten-
cial eléctrico a través del epitelio, llevados a cabo con nicroelectrodoa,eg
contraron dos o mfs saltos de potencial lo que en princi%io apoyarfa la hipf
tesis descripta, pues el primer salto se atribuye al componente de Naf y el
segundo al componente de K' (Engbaek y Hoshiko, 1057; Frazier, 1962;Whittem=
bury, 1964; Cereijido y Curran, 1965),

b) Modificacién del modelo transcelular

El modelo que acabamos de describir fue la clave para la cowmprensién del tran:
porte transepitelial de sustancias. Desde su introduccion en 1958 hasta el pre
sente ha sido objeto de cambios mds o menos importantes para adaptarlo a los
nuevos hechos experimentales que se fueron obteniendo., La denominacién de
transcelular se refiere a que segin estos modelos el Na+ atraviesa el epitelio

por una ruta que pasa por el citoplasma de las célules epiteliales. A continua
cidén describiremos el punto de vista actual de los modelos transcelulares, E1”

flujo neto de sodio a través del epitelio es funcién de la concentracién de
Na en la solucidn externa (Kirschner, 19553 Morel 19583 Cerei jido, Herrera,
Flanigan y Curran, 1964; Frazier y Leaf, 1964), A medida que la concentracién
aumenta, el flujo neto se hace mayor hasta que alcanza un méximo. 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 instanténeo de la concantracién de Na
desde 1.4 mM hasta 47 mM produce un aumento del potencial elé&ctrico, 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 un
transitorio semejante (Cereijido y col. 1974)., El retardo en alcanzar el nue-
vo potenciﬁl o la nueva corriente se debe al tiempo que tarda el Na en alcan-
zar la nueva concentracién (47 mM) a nivel de la barrera sensible al Na+. Usan

do una ecuacién de difusién se celculé que la distancia entre la solucién per-
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fectamente mezcleda y la barrera que se comporta como un electrodo de sodio

es de unos 25 pm. Puesto que la mayor parte de estos 25 um estdn dados por la

[4

[Nd Ja
mM 4
[Nl 20mV
47mM ¥
l 200ms
— —

Figura I.5s Cambio transitorio del potencial de la
piel debido al bruscu aumento de la Na del Ringer
que befia la cara externa del epitelio (redibujado
de Kidder y col., 1964),

capa de agua no mezclade que bahia la cara externa de la piel, se concluyé
que la barrera sensible al Na+ coincide con el borde anetdmico externo del
epitelio (Dainty y House, 1966), Esta informacién, Jjunto con la observacién
de Curran y Cereijido (1965) de que cuando se agrega K.a la solucidén interna
todo el K de la piel de rana se intercambia con K con aparentemente una sola
constante de velocided, sugirié que la barrera externa del modelo de Koefoed-
Johnsen y Ussing (que como recordamos, era Na-sensible y K-impermeable) no
podfa estar localizada en la cara externa de las células del estrato germina-
tivo, sino en el borde anatémico externo del epitelio, De esta manera, los mo
delos transcelulares (Ussing y ¥Windhager, 19643 Farqubhar y Palade, 1966 (Fig.
1,68) no confinan el compartimiento de transporte que viéramos en la figura
I.5 a las células del estrato germinativo y hacen formar parte de é1 a todas
las células del epitelio. Estos modelos tieneg tres caracter{sticas principe-
less 1) el Na+ entra en las células difundiendo a favor de un gradiente de
concentracién a nivel del borde anatémico externo del epitelioj 2) desde allf
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 modo que estas forman un @nico compartimiento de sodioj 3)el paso activo
del transporte neto de Na.+ estf localizado a nivel de todos los bordes celg
lares que miran hacia el interespacio. Puesto que este interespacio se halla
cerrado hacia fuera por las xénulas occludentes, pero estd abierto hacia deg

tro, ol Na+ bombeado hacia 81, s8lo puede difundir hacia la solucién interua.

Na

Membrana con
bombas de NoyK

Cara
externg Membrana
Membrana 4 permeable al K

permeable al K \ K

Figura 1,63 Esquema del modelo transcelular
modificado. Z0s zonulas ocaludentes, ds des-

mosoma. Ver explicacién en el texto,

Estos modelos identifican por lo tanto la barrera externa con el borde ana-

témico exterier, y la barrera interna com todos los bordes celulares en con
tacto con el interespacio., Los modelos transcelulares llevaron a una inves-
tigacién del perfil del potencial eléctrico, encontrdndose que consta de tres
o mis saltos de potencial atribufble cada uno de ellos a la contribucién de

una capa celular al potencial total (Biber y col., 1966} Rawlins y c01,1970).
¢) Modelos con compartimiento de tramsporte especializade

Como se dijo anteriormente, la técnica de montar las membranas epiteliales
con Ringer idéntito a ambos lados y con la diferencie de potencial eléctrica
entre ambas soluciones abolido mediante el pasaje de una corriente de corto-

circuito es una forma de g&nular cualquier gradiente de potencial electroqui-
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Blco, de modo que la existencia de un flujo neto en estas condiciones puede
ser atribufdo a transporte activo,

Loe modelos transcelulares descriptos, o con alguna modificacién, son aptos
para explicer el funcionamiento de un gran némero de epitelios (espocialmeg
te aquellos que trabajan entre dos soluciones de composicién parecida o en
los que la diferencia de potencial eléctrico entre ambas estd muy disminuf-
do por la presencia de rutas pasivas a través de las zénulas ocluyentes que
lo cortocircaitan, ej.s epitelio del tdbulo renal), '

Sin embargo, estos modelos no . explican, ni tampoco son concordantes con
ciertos fenémenos que presenta el transporte de Nn+ a través de la piel de
rana, Las ranas pueden tomar del medio acudtico en que viven una cantidad
neta de Na+, adn cuando el medio posea una concentracién muy inferior a la
de las células, Krogh (1938) ha demostrado que la piel de rana es capaz de
tomar NaCl de soluciones tan dilufdas como un cien milésimo molar., Segdn
los modeloa transcelulares, el Nn+ debe entrar al compartimiento celular a
favor de un gradientej o sea que la concentracién celular deberfa ser atn
mfs baja que el del agua de la lagunaj y sin embarge se demostré feaciente-
mente (Aceves y Erlij, 19715 Zylber y col. 1973; Rotunno y col. 1973} que
el epitelio tiene una concentracién de Na que oscila entfe los 15 a 30 mil,
Para explicar este fendmeno se sugirieron las siguientes posibilidades: la
existencia de un paso activo a nivel de la barrera externa (Biber y Curran,
19703 Cuthbert, 1972)s que la actividad qufmica del sodio celular fuese muy
baja ( o sea que los coeficientes fuesen significativamente inferiores a la
unidad). Una de las causas que podria explicar la baja actividad quimica
del sodio celular podrfa ser la complejacién del Na+ con polieleéctrolitos
intracelulares, siguiendo esta idea,Rotunno, Kowalewski y Cereijido, 1987)
demostraron que el especiro de resonancia magnética nuclear que da el aodio
contenido en la piel de rana es distinto del que da cuando se encuentra io-
nizado en solucién libre.

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

tro se halla afectado por otras causas ademés,
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Otra posibilidad de explicar la penetracida de Na+ en forma pasiva desde una
solucién externa de concentracidn mucho menor a la del epitelio podrfa sers
que el Na no esté distribufdo en un dnico coumpertimiento uniforme, sino que
haya dentro del epitelio algin compartimiento de transporte (CTNa) con una.
concentracién muy baja, De esta manera, aunque la concentracién promedio fue-
ra mfs alta que en el bafio externo, el Na podrfa entraer pasivamente en el
CTNa, Cereijido y Rotunno (1967 y 1938) demoatraron que en realidad, el Naf
epitelial estd compartamentalizado y 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 célules epiteliales, como lo su=-
giere la figura 2-7, Realmente la cantidad de Na contenida en el CINa es tan
poca que resulta ser una pequefifsima fraccién de todo el Ne en el epitelio
(Zerahn, 1969, Moreno y col., 1973, Cereijido y Col., 1974). Volte y Ussing
(1970) observaron que cuando la piel de rane transporta Na, la capa mds ex-
terna de células epiteliales funcionantes (estrato granuloso) aumenta de es~
pesor, Atribuyeron este heché a que el Na penetre y atrae por ésmosis cierta
cantidad de agua que hinch§ las células de este estrato. Sostuvierom entonces
que la cantidad de sodio bombeado por estes células al iﬁterespacio es mucho
mayor que la que difunde a través de los contactos celulares a las capas mds
profundas, las cuales, por esta razén no se hinchan, Las capas internas de-
sempefiarfan as{ un papel muy pequeio en el transporte epitelial. El estrato
granuloso serfa entonces el verdadero compartimiento de transporte de sodio,
y como representa una pequeiia fraccién 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 concentracién de
Nn+ en el lado externo y en condiciones de cortocircuito, es decir, dos fac-
tores que podrian forzar artificialmente la ﬁenetruci6n pasiva de Na dentro
de las células y su ulterior bombeo, adn cuando no fuera, éste, el mecanismo
fisiolégico. Por otra parte, el perfil del potencial eléctrico estudiado a
través de todo el epitelio por medio de microelectrodos tiende a indicar que

el transporte de sodio provoca manifestaciones eléctricas en todas las c¢élu-
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las y no solamente en las de la capa m&s exterca.

Otra crftica que suelen recibir los modelos transcelulares estf basada en el
hecho de que agregando cantidades progresivamente mayores de inhibidores me-
tabélicos al medio (dinitrofenol, cianuro, etc.), se pucde llegar a una con-
ceuntracién de inhibidor que frena el transporte transepitelial sin afectar
mayormente el balance iénico de las célulass hecho harto diffcil de explicar
mediante modelos de bombas que eliminan Na+ citoplasmético sin distinguir si
éste viene o no de la solucién externa.

Los estudios de Bentley (1968) sobre el comportamiento de la vejiga urinaria
del sapo frente a la anfotericina B y la hormona antidiurética, sugieren la:
existencia de un compartimiento de transporte.(Cuthbert,1973), utilizé amilo-
rida marcada con carbono-14 radiactivo para hacer una estimacién del ndmero

de sitios de la barrera externa por donde penetrarfa ol Nn+.
d) Modelo con rutas extracitoplasmiticas

Para evitar las criticas hechas a los modelos transcelulares, Cereijido y
Rotunno (1968) propusieron un modelo en el cual los movimientos de Na tran-—
sepitelial no pasan por el citoplasma celular, La fipura 1,7 esquematiza la
idea bdsica de ese modelo, Vemos una célula en la cual, por razones de clari-
dad, el componente lipfdico de la membrana se ha representado muy agrandado

y fuera de escala, La solubilidad del Nn+ en lipidas es tan baja que, en prin-
cipio, seria wds fdcil para un Na* llegar al otro lado de la célula migrando
de grupo polar en grupo polar, que atravesar las barreras hidrofdébicas (Cerei-
jido y Freidenraich, 1970). Como se menciond anteriormente, el potencial eléc-
trico transepitelial es insensible a los camiios de concentracidén de Na en la
solucién interna, El presente modelo atribuye esta insensibilidad a la presen-~
cia de une barrera hipotética similar a la Barrera interna del modelo de la
Fig. 1.6, que separar{a grupos polares de los lipidos de la olucidn interna,
Por lo tanto, los grupos polares de la mitad externa de la membrana plaswé-

tica estarfan comprendidos entre dos barreras de baja. permeabilided al Nasla
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barrera hidrofébica de los 1lfpidos (barrera 1) y la barrera que confiere a
la membrana interna 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, como dijimos anteriormente, las membranas epite—

transcelular —

Grupos —
polares

ol Mnmhmﬁa S
Solucidn epitelial Solucidn
externa interna
Q’
o°\\ /o
o’ d&s —0
O— -——O’O
O— Q:_
Ruta oy = =
pericelular 0— Citoplasma o— —O
s a 3
Ruta DB =
o——03
o
%

LS e

Figura 1,7y Esquema de una célula epitelial
en la que el compopente lipidico se ha dis—
puesto en la forma propuesta per Dauson y
Danielli y se ha representade en una escala
mucho mayor. Ver explicacidén en el texto.

Tomado de Cereijido y Rotunno, 1971),

liales son sensibles a los cambios de la concentracidén de Na en la solu-
cién externa. Esto significa que s8dlo a nivel de la cara externa el Na pue
de entrar o salir del pequeniisimo cﬁmpartimiento de Na (CTNa) comstituido
por los grupos polares entre las dos bafrerﬁs. Las bombas localizadas a lo
largo de los bordes internos que miran hacie el interespacio traslocan io-
nes Na desde este CTNa hacia el interespacio a través de la barrera 2, A
causa de las zénulas ocluyentes el Na bombeado hkacia el interespacio sdlo
puede difundir hacia la solucidén interna. El grupo polar que estaba unido

al Na que fue bombeado queda -entonces- libre, y estd vacante no puede ser
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llenada fdcilmente por el Na celular ni por el Na en el interespacis (por
la barrera 2), de modo que sélo es llenada cuande el Na+ unido a un grupo
polar vecino salta a ella. La absorcidén de un Na de ia solucién externa se
produce siempre que haya sitios vacantes y ne depende de que la concentra-
cidn intracelular sea mucho mds baja que la del bafo exterior, ni de que el
potencial elécirico dentro de la célula sea pesitivo con respecto al bafio

( es decir, se oponga a la penetra?ién de Na desde el bafio).

Segln este modelo, el Na+ transportado a través de todo el epitelio no se
mezcla con el Na del citoplasma celular. El CTNa se limita al Na* unido a
los grupos polares de las membranes celulares de las células epiteliales,
lo que estd de acuerdo con los andlisis compartementales que indican que el
CTNa contiene una fraccién fnfima de todo el Na en el epitelio (Zerahn,1960j
Moreno y col, 1973).

En base al comportamiento de la piel de rana frente a la hormena antidiuré-
tica (HAD) (Huf y col., 1957; Fuhrman y Ussing, 1951; Herrera y Curren,1083)
Cerei jide y Rotunno (1971), idearon experiencias que apoyan al modelo de le
Fig. 1.7 y manifiestan fendmenos dificiles de ser descriptoas segin elmodele
de la figura I.6. |

Otro argumento que arroja dudas scbre las rutas transcelulares y que apoyoe
en cambio el pasaje de Na por rutas que evitan el citoplasma, surge del ex-
perimento que se describe a continuacién (Cereijido y col, 1974): Cuando la

concentracién de Na en la solucidn externa se eleva instentdneamente de 1 &
50 mM, la corriente de cortocircuito (I) aumenta lo cual indica un aumento

: 50mMINGle
1mM Amilorida

[Nd'Je

t >
Figura I,8: Esquema de la experiencia de Cereijido et al (1874).
Ver explicacidén en el texto,
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del transporte de Na (Fig, I.8)., Después de un cierto tiempo (t°) que la
corriente ha estado en este nuevo valor, el agregado de amilorida (10_4M)
produce una cafda exponencial de la corriente. El 4rea debajo de esta cur
va (Fig. I.8), sombreado) represente cierta cantidad de Na, que general-
mente se tomaba como expresién del compartimiento de transporte de Na(CINa)
implicado en el transporte transepitelial, los autores mencionadds cncon-
traron que si bien I aumenta instentdneamente a un nivel estable, el CINa
es una funcién mucho mds lenta del tiempo de exposicién a 50 mM Na. La
cantidad de Na transportado expresado por I no es funcién entonces de la:
cantidad de Na en el supuesto compartimiento de tramsporte. E1 Na en ese
"CTNa" representaria cierta cantidad de Na fuera de la ruta principal del
transporte transepitelial, Como hay razones para pensar que el CINa estd
contenido en el citoplasma celular (Cereijido y col., 1974) se llegarfa a
la conclusién de que el Na del citoplasma no estd intercalado en la ruta
de transporte de Na y que ésta es principalmente paracelular. La suposicién
de que el Na puede seguir la ruta que acabamos de describir no descarta que
una fraccién del Na penetre realmente en el epitelio y siga una ruta trans-
celular como la 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 bombeo activo de asodio. Es decir,
que a consecuencia de la traslocacién activa de este ién, so genera una
diferencia de potencial, tanto mayor cuanto mds sodio se bombea y cuanto

menor es la permeabilidad al Cl.

e) Ruta Pasiva

El hecho de que epitelios coro la piel de rana y el tibulo presenten un
transporte activo de Na+ no sisnifica que sea 88lo este ién el que tenga
un flujo neto, Si asf ocurriera, se acumular{fan cargas positivas en la
solucién interna(y megativas en la externa), las cuales darfa origen a un
enorme potencial eléctrico (negativo en la solucién externa y positivo en
la solucidén interna) que frenaria el pasaje de Nn+.

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



por un proceso activo que opera directamente sobre este ién, el potencial
eléctrico establecido por ese proceso hace que penetre una cantidad neta de
16n C1°, En resumen: el transporte activo de Nn+ provoca un pasaje neto de
Nn* y de cl-, El transporte neto del ién pasivo Cl™ solamente desaparece
cuando abolimos el potencial eléctrico esponténeo de la membrana epitelial
por medio de una corriente en corto-circuito (Fig. I.3). Puesto que en con
diciones fisiolégicas los epitelios no estdn "eortocircditados" por una
corriente aplicada externamente como en el caso de la Fig, 12-4, el trans-
porte activo de Na asiempre da origen a la penetracién de un anién en laani:
ma direccién (por ejemplo, el Cl_) 0 de un catién en la direccidén opuesta
(por ejemplo, el H o el NH+4)(Garcfa Romeu, 19713 Garcfa Romeu y Salibidn,
10683 y Garcfa Romeu, Salibian y Pezzani, Herndndez, 1969)., Si esos iomnes

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

el transporte de Na_ estd condicionado al movimiento pasivo de oiros iones,

Veremos entonces por donde pasan y qué caracteristicas tienen los movimien-
tos pasivos,

Al comienzo del capftulo, dijimos que los espacios intercelulares estdn li-
mitados hacia fuera por las zénulas ocludentes (Fig. 1.3) y que esta parti-
cularidad anatémica constituye un serio obstdculo para la difusién de sus—
tancias entre la solucién externa y el interespacio. Esto no significa que
el pasaje de sustancias a nivel de las zénulas ocludentes sea nulo, Hay e-
pitelios en los que estas uniones son atravesadas con relativa facilidad por
sustancias de molécula pequeiia (Barry y c&l., 19713 Boulpaep, 1971), y otros
epitelios en que el movimiento de estas sustancias no es esponténeo pero se
puede provocar (es decir, abrir la zdénula ocludente) mediante el uso de so-
luciones externas hipertdénicas (Ussing y Windhager, 1964j Ussing, 19653 Er-
1lij y Martinez Palomo, 1972; Mandel y Curran, 1972 y 1973);Fr8mter y Diamond
(1972) midieron, en el epitelio de la vesfcula biliar del Necturus, la re-
sistencia elfctrica entre ambos lados de la membrana epitelial (Rs) y tam—
bién la resistencia de la cara externa (Re) y la cara interna (Rj) de las

células epiteliales con tres electrodoss un electrodo convencional en cada
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soluciédn y un microelectrodo introducido en el citoplasma celular. Ellos
hallaron que la resistencia total entre las dos soluciones (Rs) era de 307
ohms-cm2 y la resistencia Re de 4.170 y Rijs 2,700 ohn-cm2, La. resistencia:
total para la ruta transcelular es entonces 4,17042,70016,800 ohn-c.2; o
sea 22 veces mayor que la resistencia total del epitelio (307 ohn-cn2).ﬁg
to significa que el 95% de la conductancia transepitelial se debe a una
ruta que no pasa a través del citoplasma celular, lo cual sefiala de por sf
al espacio intercelular como una posible ruta de alta conductividad. Ver

Fig. I.9.

Solucion externa
ruta ruta - TSol.externa

transcelular paracelular
550 G I

Solucion interna

Rs

Sol.inté’rno -

Figura I,8: Esquema y circuito equivalenie para
interpretar el transporte a través de una ruta

pasiva, Ver explicecién en el texto.

Frémter y Diamond, en un segundo experimento identificaron en forma més
manifiesta adin, a las rutas de alta conductividad con las sénulas oclu-
dentes, Moreno y Diamond (1974) hicieron un estudio exhaustivo de la ruta
pasiva paracelular de la vesfcula biliar y determinaron que se trata de un
corto trayecto (OJIOOR) revestido de grupos hidrofflicos, los cuales, por
el hecho de poseer carga neta o por tratarse de dipolos orientados, dan a:
Qu luz una carga positiva que facilita el pasaje de aniones y dificulta
en cambio el pasaje de cationes,

El epitelio de la vesfcula biliar, al que corresponden los datos que aca-



bamos de describir, pertenece 2l grupo de epitelios de alta conductividad
paracelular.La piel de rana es en cambio un epitelio en que la ruta pasi-
-va paracelular es mucho menos permeable, sin embargo, esta permeabilidad
aumenta cuando la piel se despolariza mediante una corriente en corto-ci:
cuito que hace su potencial interno 100 mV negativo con respecto al lado
externo (Mandel y Curram, 1972). Estudios llevados a cabo por Von Petery
Yy Col, (1974) han demostrado que la piel de rana posee una ruta que deja.
pasar Cl_ y Br-(pero nol y P-) Y que sélo se abre en presencia de Na+ o

+ + _+ +
Li (pero no Rb y K y Cs ). Resulta interesante entonces que en condicio=

nes fisiollricas, es décir, sin corriente de corto circuito, el movimiento

+ -
de Na_ depende del pasaje de Cl , pero que e sy v 8 nién pueda pasar

+
siempre y cunndo el Na le abra su ruta,

f) Modelos mfs recientes

En los tres dltimos afios 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 Lew (1976) encontraron que la actividad de la ATP-asa~
ovabaina-sensible es usualmente mucho mayor que la requerida para el trnas-
porte de Na+, lo cual se ajustarfa a un modelo de trnasporte que supone la
participacién activa de una fraccién de las célula; epiteliales y no tod
el epitelio, . )

Lahav, Essig y Roy Caplan (1976) hallaron-usando la termodinémica de los
procesos irreversibles—que el grado de acoplamiento entre el transports de
Na+ Y los procesos metabélicos es de 0,78-0,79., lo cual indicarfa que el
transporte de sodio estf incompletamente acoplado a los procesos metabdli-
cos afn cuando el pasaje pasivo de sodio es tomado en consideracidén,
Cuthbert (1974), Cuthbert y Shum,(1974, 1976, a,b,) estudiando la forma de
inhibici6n del transporte de sodio por efecto del amiloride, pudieron pro-
bar que el sodio penetra en la piel a través de sitios especf{ficos. Esta-

blecieron que en Rana temvoraria hay de 200 a 300 sitios[/4m2,y que em

+
pieles de ranas desprovistas de Na , o tratadas con aldosterona, mostrakban
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un aumento en la densidad desitios que era proporcional al aumento de la
corriente en corto-cireuito, 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 en d ndmero de sitios que son amilori-
da-sensibless la despolarizacidn determina un aurento en ed nimero de sitios.
Los cambios concomitantes en la corriente amilorida—sen;ible sugieren que

el flujo de sodio a través de los sitios de entrada es voltaje-dependiente,
La hormona antidiurétice no tiene efecto sobre la densidad de los sitios,
pero aumenta la corriente de sodio. Ellos concluyeron ques este hecho y o-
tros adiclonales sugieren que la bormona aumenta el recambio a nivel de ca

da sitio mediante el aumenio do la fraccidén de conduccién del sitio a cada
instante,

‘W, Nagel(1975,1976), perfeccionando la técnica de medicién con microelec—
trodos encontré que los saltos de potencial a través del epitelio abdeminal
de la rana informados previamente(Engbaek y Hoshiko, 19573 Ussing y Windha-
ger,1964; Whittembury, 19643 Cereijido y Curranjl965; Biber, Chez y Curran,
19663 Biber y Curran, 1970; Hviid Larsen, 1973) que se ajusteban a la teorfa
de Koefoed-Johnsen y Ussing(1958), puesto que aparecfan como dos saltos de
potencial positivosj serfan incorrectos, ya que correspondfan —probablemente-
a mediciones a través de células mis o menos daradas,

Este autor encontr§ la presencia de un salto de potencial neczativo a nivel de
la barrera externa, que aparece adn cuando la piel estd baﬁéda en su cera ex-—
terior con Ringer ClNa 110 mM, y uno positivo a nivel de la interna. Por otro
lado hallé un salto de diferencia de potencial de -100mV en condiciones de
corto-circuito (en las mediciones anteriores en iguales condiciones se infor-
£6-20mV),

Los datos de Nagel fueron posteriormente corroborados por Helman y Fisber,
(1976), Nagel(1977) explica estas discrepancias diciendo (1977): "las obser-
vaciones de perfiles de potencial y respuesta a los cambios de cowposicién

electrolftica previamente apreciados pueden fécilmente ser explicades, ya que
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la barrera de mayor resistencia del epitelio estd localizada en la superf&
cie exterior, y la mombrana basolateral puede ser dafiada primariamente de:
pués de un empalamiento inadecunado, consecuentemente el micro-electrodo re
gistrard potenciales que, en general, serdn orientados por el potencial
trans epitelial, y los cambios observados serdn en funcién del mismo, de jan
do de lado el comportamiento real del potencial trans membranal.Una orien-
tacién y comportamiento similares de los potenciales de microelectrodos se
observarfia si la punta del mismo es colocade en los espacios intercelulares,
La figura I.10(tomada del trabajo de Nagel, 1977) eaquematiza las diferen-
cias entre los datos previamente informados y los obtenidos cuidando de no

dafar las células,

w00 A |
mv Cortocircuito - Cir;uito T
ablerto
+30F AEtrans
0+
-20 L
+100 B .
v Cortocircuito  Circuito ‘
m abierto
+50 AEtrans
ol , . 1
-50 =
Corion Corion
-100L-  Epitelio Epitelio
Solucion Solucién
externa externa

Firura 1,103 Presentacién esquemdtica de los perfiles
de potencial de la piel de ramna, As valores obtenidos

previamente (Engbaek y Hoshiko, 19573 Ussing y Windhager, 1

//

- 19643 Whittembury, 19643 Cereijido y Curran, 19653 Biber,

=28~



Chez y Curran, 1966; Biber y Curran, 1970; Huiid
Larsen, 1973). Bs Observaciones recientes (Nagel,
1976; Helman y Fisher, 1976), Las diferencias de
potencial son referidas a la solucién que bafia al

epitelio, Esquema redibujado del trabajo de Nagel,
(10717).

En estudios posteriores (1977) Nagel encontré que: la dependencia de las
diferencias de potencial a través de la membrana con la Na ¢ de la solg
cién que bafia la cara externa de la piel, estd semilogaritmicamente rolg
cionada. 0 sea que al graficar el potencial transmembrana vs. el log.
[Na] ¢ 8e obtiene una recta cuya pendiente es 28,4 + 1.8 mV/ de cada:
[Na] ° Al graficar las diferencias de potencial a través de las membre-
nas externa e interna de la piel versus el log lea]oobtuvo rectas cuyas
ﬁendientes respectivas sons 33.4 % 1.8 y 4.8 1+ 1,5 mV/ de’ cada [ﬁa] 0 o
Todos los datos corresponden a la condicién de circuito abierto. El poteg
cial intracelular bajo condiciones de cortocircuito es funcién lineal del
log [Na] ¢ » con una pendiente de 33.3 + 3.4 mV/dec. [ﬁa e .
Estos resultados no son comcordantes con la hipétesis de Koefoed=Johnsen
y Ussing ( ya que los valores de las pendientes distan notoriamente del
59 nV/dec [Na] ° tedérico). Tampoco la polaridad del electrodo de Na pos-
tulado por el borde externo pudo ser obtenida, Nagei sugiere la presencia
de una corriente de recirculacién a través de caminos paralelos para ex-
plicar-por lo menos en parte- la desviacién descripta. Bajo todas las con
diciones encontré que la incorporacién de sodio ocurre a través de un gra
diente energético, Y que deben ser sugeridos cambios en la permeabilided
de la barrera externa para explicar la dependencia del transporte neto de
Na como funcidén de la concentracién del catién en el Ringer que bafia la
sara externa,
Por otro lado, Nagel descarta -a partir de sus datos— la posibilidad que
eonpartinientos—intornembranu sean los responsables del transporte transe-

pitelial del Na, como fue propuesto por Cereijido y Rotunno (1968), ya que
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los potenciales que midié correspondfan a los citoplasmas de las c&lulas res
pectivas. Concluye que la distribucién del Na en todo el epitelio después de
su entrada a través del borde externo seria posible a través de las uniones
intercelulares, y que todas las capas celulares participarfan en la extrusién
activa del Na hacia el corium. Ya que la actividad ATP-£sica del epitelio de
la piel de rana excede a la cantidad necesgria para el transporte transepite-
lial neto (Ferreira, Ferreira, y Lew, 1976), se sugiere que en condiciones
normales solamente una fraccién d‘ las bombas de Na en la membrana basolate-
ral transporta realmente,

Trabajos recientes han sido realizados con el propésito 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 Driessche y Lindemann
(1976), Lindemann y Van Driessche (197?) llegaron a la conclusién que el Na
entrarfia a la piel mediante un proceso de difusién a travéds de capales. En

el rango de voltages fisiolégicos, entre Vr y OmV )Vr: potencial de reversién
es ol voltage en el cuaIaINa-O; donde INa- Itotal“x ami loride~insensible)la
corriente a través de la membrana Na-selectiva de la piel de rana varfa con

la diferencia de potencial segin lo predice la ecuacién de campo constante
(Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949). Esta ecuacién fue deducida para el caso
de una electrodifusién en estado estacionardo a través de canales homogéneos
ern los cuales hay una cafda de potencial uniforme. Ell&s llegaron a la conclu-
s8ién que en la piel de rama no hallaron indicios pare suponer un mecanismo de
transporte de Na que requiera suposiciones mds complicadas que.las expuestas)
aunque no descartan la posibilidad que en vez de canales hayan sitios sensibles
en los cuales se encuentren vohfcul&s transportadores del Na, en este caso la
ecuacién de Goldman, Hodkin y Katz también se cumplirdn, Existen pruebas como
para suponer la existencia de tales vehiculos, como ser el fenémeno de satura-
cién de la incorporacién de Na a travéa de la barrera externa, pero por otro
lado, el mismo puede explicarse a través de un proceso de electrodifusidén a

través de poros estrechos (Heckmann et al, 1972).
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8- TRANSPORTE TRANSEPITELIAL DE CLORURO

Se conoce la exiastencia del transporte activo de cloruro en una vasta serie
de epitelios: en el tibulo ascendente del asa de Henle en los nefrones de los
manfferos (Burg y Green, 1973), la mucosa gédstrica (Hogben, 1959), la cérnea
(Candie ,1073), la vejiga del sapo (Finn, Handler y Orloff, 1967); y “ya mo
quedan dudas de la presencia del mismo en el epitelio abdominal de la rana”
(Lote, 1978),

En 1937, Krogh habfa demostrado que las ranas eran capaces de absorber una
cantidad nete de Cl~ de soluciones tan diluidas como 10_5H, este resultado
fue corroborado posteriormente por Jorgensen, Levi y Zerahn (1954),Martin,
(1964), y Martin y Curran (1966). Este movimiento de C1 que se realiza en
forma neta y en contra de un gradiente de potencial electroquimico es mucho
menor que el transporte neto de Na® (all5 mM Na¥ ) ¥y s6lo detectuble en
condiciones en que el movimiento de Na+ es experimentalmente disminuido,

En 1949, Ussing demostré que los movimientos de Cl™ en la piel de rana son
los que corresponderfan por el efecto del gradiente electroqufmico existente
entre las caras externa e interna, eato implica que los movimientos de Cl a
través de la piel ser{an pasivos. El hecho que al montar la piel de rana en-
tre dos soluciones iguales anulando el potencial eléctrico esponténeo por
medio de una corriente en corto-circuito, se tenga un flujo neto de cloruro
igual a cero ( o sea que el influjo de claruro es igual a su eflujo) es una
prueba mfs que el pasaje de cloruro a través de la piel se da en forma pa-
siva (Ussing y Zerahn, 1951; Koefoed-Johnsen, Levi, Uaaing, 19525 Koefoed-
Johnsen, Ussing y Zerahn, 1932),

En 1972, Mandel y Curran estudiando la relacidén entre el movimiento de 140—
urea, el 3601- Y el potencial eléctrico a través de la piel, llegaron a la

conclusién de que dicho flujo pasivohdo Cl” se hace a través de un camino

extracelular, probablemente a través de las zdnulas occludentes,

Al estudiarse la piel de la rana sudamericana Leptodactylus ocellatus,se 02
servé que presentaba algunas propiedades notables con respecto al pasaje de

Cl~ . Zadunaisky y Candia(1962) encontraron una diferencia importante (del
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Na ﬁa Na )

netJ’ in,” ox Y 1la corriente en

orden del 25%) entre el flujo neto de Na' (
corto-circuito en dicha piel, Esta discrepancia sé6lo se notaba en pieles bafiadas con
el anién Cl-, cuando el mismo se reemplazaba por Sﬂi-se observaba la equivalencia en
tre el.] i:to Y la corriente en corto-circuito, En trabajos posteriores, Zadunaisky,
Candia y Chiarandini (1963); Zadunaisky y Fisch (1964), Fischbarg, Zadunaisky y Fisch

(1967) demostraron que la piel de Leptodactylus ocellatus posee un transporte active

de C1~ hacia adentro, que en ciertas épocas del afio puede alcanzar a ser un 30% del
:]i:to' Garcfa Romeu (1971) hizo motar que las condiciones experimentales "“in vitro®
que usan una concentracién exterior de 115 mM-Na (concentracién que es cientos de ve
ces superior a las que suele tener en condiciones fisiolégicas) puede dafiar lorianog
te al mecanismo de transporte de Cl-, Y que esta puede ser la causa que impide verlo
en las preparaciones "in vitro", En 1972, Kristeneen encontré la preseacia de un trang

porte activo de cloruro en Rana temporaria, cuando la piel se hallaba bafada con Rin-

ger de baja concentracién del anidén, (La presencia de transporte activo de cloruro ba-

Jo estas condiciones en Rana pipiens y Rana esculenta fue informado por Martin y Cur-

ran (1966) como ya hemos mencionado anteriormente). En 1975, Schneider observé la pre

sencia de un transporte activo de cloruro en epitelios aislados de Rana esculenta ba-

filados con soluciones Ringer con concentraciones de cloruro superiores a los 90 mM,

Lote en 1976, informé que en epitelios aislados de Rara temporaria (bafiados con solu~

ciones Ringer normales, de 11 ml-ClNa) no encontré una discrepancia estadfsticamente
aignificativa entre el influnjo y el eflujo de cloruro a través del epitelio, én la
cual el influjo era siempre mayor que el eflujo, bajo condiciones de corto-circuitoj
mientras sus diferencias de potencial se hellaban entre los 20-92 mV, Sin embargo, en
pieles que presentaban un bajo potencial (menor a 50 mV) el influjo de cloruro era
signific.ativamente mayor que el eflujo (p<0.05). Se sabe (Burg y col., 1873) que la
furosemida inhibe el transporte activo de cloruro en el tdbulo ascendente de los ne-
frones de los mamf{feros, Cuando pieles de bajo potencial eléctrico se tratan con fu-
rosemida se observa una disminueién inmediata en el influjo de cloruro, de manera
que el mismo se iguala al eflujo (Lote, 1976), .
Kristensen(1972) y Schneider (1975) sugieren, en base a los datos de su observacio-

nes que las bombas de cloruro estarfan localizadas en la primer capa de cé-
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lulas vivas del lado externo. La rapidez con que el influjo neto de cloruro es
. Teducida por la furosemida (Lote, 1978) parecerfa sustentar esta hipétesis.
Sin embargo, si ésta fuese la situacién, sefiala Lote en su trabajo, serfa inpg
sible la presencia de una barrera de permeabilidad efectiva entre la bomba Yy
la solucién que baria la cara externe. Una alternativa serfa que la bomba estu-
viese localizada sobre la cara interna de la cana de células mucosales, o que
cambios en la permeabilidad del lado interno de la bomba puedan 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).
S8lo deaspués de una hora se observa una reduccién en la permeabilidad de la
membrana al cloruro,

Estos hechos llevaron a Lote (1976) a conclufr ques "ya no quedan dudas de la
presencia de un tr:::f::te de cloruro en el epitelio de la piel abdominal de la.
rana",

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

Ussing y Zerahn (1951); Linderholm(1952), Koefoed—Johnsen, Levi y Ussing(1952)

depende de la naturaleza del anién ailn en condiciones de corto-circuito

demostraron que el movimiento de Cl  estd influenciado por el Naf, no sélo por
la diferencia de potencial eléctrico generado por el transporte de Na+, sino
también porque su permeabilidad se ve aumentada por el Nn+ (Macey y Meyers,1963).
Von Petery (1975) realizé un extenso estudio del transporte transepitelial de

cloruro en Leptodactylus ocellatus, ella concluydé ques

c1
31 _
de unr mecanismo saturable que -es estimulado por la presencia de Cl en la solu-

1)~ El1 flujo pasivo de Cl™ (medido por el eflujo de Cl-, ) se hace a través

cién que bafia la cara externa (lado-transi.

.2)- La presencia de Na’ en la solucién externa, en cambio, no aumenta de por si

el efln;joJc1 o Sin embargo, cuando elJ:i es estimulado ﬁor la presencia de

31
-— +
Cl en el lado trans, un agregado de Na produce un significativo aumento adi-

cional,



8)- De los puntos 1 y 2 surgirfa, en primera aproximacién que el componente
pasivo que nos ocupa transcurre por un proceso de difuesién facilitada que es
estimulable por Na+. Sin embergo, los estudios de conductancia eléctrica in-
dican que a bajas concentraciones de c1 externo O{J-g: utiliza realmente un
mecanismo de difusién de intercambio, pero a altas concentraciones de c1” ex
terno utiliza una ruta cuya activacién es proporcional a aumentos de la con-
ductividad eléctrica. .

4)~ Estos resultados considerados en relacién a datos de 1a bibliografia su-
gieren que la primer ruta (es decir, la difusién de intercambio) estd locali
gada a nivel extracelular -presumiblemente a través de las uniones estrechas-
y que la segunde atraviesa en cambio, el citoplasma celular, El Na+ parece
activar solamente la segunda ruta,

5)- El estudio del influjo de Cl~ (:}g;) hecho a bajas concentraciones de C1
en la solucidn externa (lmM) muestra que el C}- penetra por dos mecanismos:
a) una translocacién pasiva que utiliza aparentemente una ruta paracelular y
que exhibe las caracteristicas de un proceso de difusién de intercambio y b)
un proceso activo que se presume atraviesa el citoplasma celular,

6) Eil aumento de la concentracién de Cl~ externo (115 mM) aumenta la penetra
cién de C1~ tanto a nivel de la barrera externa (:If;) como a través de toda
Cl Ct

13 yi]al demuestran que el au

mento de penetracién se hace por una estimulacién tanto del proceso pasivo

la piel ( f; ). Los estudios simultédneos de

como del activo. Esto sugiere que el Cl~ externo activa un mecanismo de pene
tracién probablemente localizado en la barrera externa, por el cual el c1 en
tra a la célula y llega a la bomba de c1.

7)- Un aumento de la concentracién de C1™ en el lado internmo no produce los
cambios que se consiguen con las variaciones del Cl~ externo. Esto corrobora
la conclusién del punto 3, de que el efécto.del aumento de Cl~ en el lado ex
terno no producia una difusién de intercambio y justifica suponer que activa
en cambioy, un sitio localizado en la cara externa.

8)- El Ne® estimularfe el sitio mencionado en el punto 7 siempre Yy cuando és

te sea previamente activado por el .



9)- El1 Cl™ estimula a su vez la penetracidén de Na* a través de la barrera
oxt,erna.jNa .

12
10)~ Por las razones técnicas que se detallan en el texto, los estudios arri
ba mencionados se llevaron a cabo sobre preparaciohes cortocircuitadas, es
decir, en membranas en las que elAylestuba anulado experimentalmente, En o-
tra aerie de estudios llevados a cabo en pieles no cortocircuitadas, se es-
tudié la conducta deldfUy se vios a) que cuando el principal anién usado es
el 8042‘, A,bamnente. con la concentracién de Na+ externo hasta 87 mV, valor
al que llega a alrededor de 20 mM, De ahf en a._delanteA/)permanece constante,
b) cuando el principal anién es el Cl-, se observa que A)banmenta con la con-
centracién de ClNa externo [ClNa:] ext., con una pendiente similar a la cur
va obtenida con 8042' (37 @V por década) pero con una ordenada al origen més
baja, atribufda al bombeo activo de Cl7, c) entre 2 y 9 mM de [ClNa] ext. se
activa un canal especifico para el c1” s de modo que todo aumento posterior
de [ClNa] ext produce un descenso deﬂf.d) se estudié la selectividad del si
tio para ser activado por cationes (1) y para ser atravesado por aniones mo-
novalentes (2), |
11)- Los datos expuestos mds arriba, muestran entonces, un mecanismo por el
cual el Na+ para pasar necesita Cl-, pero a su vez, éste entra en forma sig
pificativa cuando estd presente la concentracién adecuada y aquél (Na+) le
activa el mecanismo de penetracién, Esio no sé6lo muestra una interrelacién
interesante entre dos iones cuantitativamente tan importantes como el Na ¥y
Cl-, sino que pone ademds en evidencia un proceso que in vivo le permitirfa
al animal poner a funcionar un importante mecanismo de recuperacién de Nuf
y C1_ cuando se pone en contacto con um medio desprovisto de CINa".
Estas observaciones nos llevaron a tratar de determinar el lugar en d que K
el C1 modifica el potencial eléctrico que ze observa a través de la mem-
‘brana , o sea la localizacién de la membrana externa sensible al paso del a-

niéng j a estudiar mediante experiencias de cambio rdpido la activacidén de

los sitios especificos del cloruro,
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l- METODOLOGIA GENERAL

a) Animales

Se usé la piel abdominal de la rana sudamericena Leptodactylus ocellatus
(L. 1758). Los animales se mantuvieron en ambiente hémedo y a temperatu=
ra entre 15 y 22°C, con circulacién continua de aéna que habfa sido pre-
viamente equilibrada con aire. Se utilizaron animales de ambos sexos, du
rante todas las épocas del afio, excepto cuando se observaba el fenGnnno-

de muda de piel,

b-) Diseccién y Montaje

Una vez desmeduleda la rana, se le disec la piel y después de varios la- .
-wvados con solucién de sacarosa 230 mM se la monté a manera de diafragma
entre dos bloques de plexiglas que tienen talladas cuatro pares de cédmaras
(Fig. 1I.1 y I1.2), especialmente disefiadas para obtener de una misma

piel cuatro porciones que pueden ser sometidas a condiciones experinent:
les diferentes (Cereijido, Rabito, Boulan y Rotunno, 1974). El 4rea ex-
puesta fue de 1,54 cn2 y el volumen de las hemicédmaras externas, es de

0.8 m1 y el de las internas de 4 niﬂ

La Fig. II.1 represente a las hemicdmaras externas vistas de frente. Los
orificios que aparecen.en los bordes superior e inferior permiten el pasa
Je de una tuerca que sirve para el ajuste de las hemicdmaras., La Fig. II,2
muestra a las cdmaras acopladas y ajustadas mediante tuercas, entre las
mismas se observan los bordes salientes de la piel que se halla entre ellas
a modo de diafragma, protegida mediante una fina malla de polietileno,
Cada una de las hemicdmaras externas poseen dos conductes que las comuni-
can con el exteriory, a uno de ellos se ajusta una jeringa que permite el
pasaje de 10 ml de solucién por las mismas en menos de 300 ms, ol orifi-
cio restante se comunica a un tubo de polietileno que conduce al ifquido
expulsado de la hemicdmara a un recipiente colector (Fig. I1.3). De tal

modo, si la hemicémara contiene una solucién dada a) comenzar la experien
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cia, y deseamos cambiarla rédpidamente mediante la inyeccién de una nueva solu-

cién, el t1/2 (tiempo medio) del cawbio ser{ de 12 ms.

o-) Medida de la diferencia de potencial eléctrico

Los tubos de polietileno que emergen de cada una de las hemicdmaras (Figs. II.l
y 11.2) son llenados con Agar-CIK 2.8 M, y sirven como puentes de conductividad
entre las cédmaras y electrodos de calomel, que a su vez,se conectan a un voltf-

metro cuya salida se comunica a un poligrafo, tal como se esquematiza en la Fig,.

II.3.

d-) Aparatos

La medicién de voltajes se realizé con un voltfmetro KEITHLEY, modelos 200 B DC,
cuya impedancia de entrada es de 1014\(2-; los cambios se registraron en un polf-
grafo GRASS, modelo 7B (SERIE E 791 W9), cuyas caracterfsticas soni Low Level
D.Co PRE AMPLIFIER MODEL 7 Pl A, con una impedancia de entrada: D.C, 20 x(). con

D.C. DRIVER AMPLIFIER,

=87



Orificio

{— 7 7
+08cm

— ) 403cm
8lcm ™~ mg i 2’2’77/ : F
¥ — cm>
] W D
. T4 W

775%/,/,///{@ Orificio Tub%s de polietileno

F—43cm i Lucita

Orificio que se comunica a la jeringa.
Orificio de expulsion de la solucidn.

Figura 11,13 Hemicédmara externa vista de frente.

Piel

Orificio de expulsion
de la solucién.

Orificio que se comunica
ala jeringa

«——Tubos de polietileno con CIK28M
en Agar 4%

Tornillo pasante

Figura I11,2: Hemicédmaras montadas entre las cuales
se observa los bordes salientes de la piel que ha sido

colocada a modo de diafragma entre las miesmas.
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l en Agar 4%

Electrodos
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Figura I1.3: Esquema general del dispositivo experimental utilizado



09 Soluciones

Todos los datos estdn expresados en mM, Las soluciones Ringer son denominadas
en base a la sal de sodio meguido de la concentracién de este catién. Cuando
s¢ utilizan soluciones de igual concentracién de Na y del mismo anidn, pero
distinto co-ién, éste se especifica entre paréntesis a continuacién de la con
centracién, Asf CINa luM (colina) significa que la concentracién de Na es de
lmM; el anién que lo acompaiia es el c1” Y el co-iéns la;colina; a su vez ClNa.
lmM(K) indica que el co-ién es el K, siendo las demds caracterf{sticas iguales
al caso anterior. .

El pH de todas las soluciones fue de 7.6 (ajustado con buffer de fosfatos).La
osmolaridad fue en todos los casos de 230 mosmol, Todos los Ringer fueron pre

parados con agua bidestilada y drogas proandlisis de Fisher Scientific Co. ¥

Mallinchrodt Chemical Works.
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2- DETERMINACION DE LA LONGITUD DEL CAMINO DE DIFUSION MEDIANTE CAMBIOS
TRANSITORIOS EN EL POTENCIAL DE LA PIEL DEBIDOS A MODIFICACIONES RAPIDAS
EN LA COMPOSICION DE LA SOLUCION EXTERNA,

t) Procedimiento

En 1964, Kidder, Cerei jido y Curran, demostraron que siguiendo mediante un
osciloscopio o poligrafo los cambios transitorios de voltaje producidos co
mo consecuencia de una variacién muy répida en la concentracién de Na en la
solucién externa, es posible, mediante aproximacién teérico-prdéctica, detos
minar la posicién anatémica de la barrera externa sensible al Na en el epi-
telio abdominal de la rana. Para los presentes estudios se aplicé una técq}
ca semejante,

El esquema representado en la Fig. II.3 representa la técnica aplicada: la:
piel fue montada entre las dos hemicdmaras, como solucién interna en todas
las experiencias sewilizé Ringer ClNa 115 mM, Esta condicién fue impuestea
tomando en consideracién ques a) Rabito, Boulan y Cereijido (1973) han de-
mostrado que los cambios de Ringer interno provocan fendémenos eléctricos que
se adjudican generalmente a variaciones en la cera externa, y b) el Ringer
ClNa 115mMes el que méds se asemeja al medio interno de la rana. '

Las soluciones Ringer externas se especificardn en cada caso. Para lograr um
cambio rdpido en la composicién de la concentracién externa se comecta una
jeringa a la hemicdmara externa con la solucién elegida y otro tubo de po-
lietileno que llevard el lfquido expelido a un recipiente, tal como se oxpli
¢6 en la seccién I1,1b, De este modo, mediante una inyeccién del lifquido de
la jeringa se logra expeler rédpidamente la solucidén inicial lavando la cara
externa de la piel con la nueva solucién en un minimo de tiempo.

En todas las experiencias las pieles se estabilizaron por 15 minutos con las
soluciones Ringer iniciales.

Los cambios de presién debidos a la inyeceién no introdujéron errores signi-
ficativos en las lecturas de las diferencias de potencial, segin se pudo ob-

servar en los grificos obtenidos con el poligrafo.
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La Figura I1.4 nos muestra los cambios de potencial en el tiempo debidos a.

un cambio rdpido en la concentracién de la solucién externa de Na.

S0, Na, 1MM ——ste— SO,Na, 50mM—

3
30mV
¥ —»500MSs e

Figura 11.43 Gréfico experimental en el que se observa la

modificacién del potencial eléctrico debido al rédpido au-
mento de la concentracién de Na+ de la solucién externa:

(Ringer inicials SO4 Naa lmM; Ringer finals SO4Na 50mM),

2

De estas curvas se leyé las diferencias de potencial correspondientes a di:
tint;s tiempos: a partir de los cuales para un némero dado de curvas, se pu
do obtener valores promedios de E (potencial de membrana) para los tiempos
elegidos. Con el propésito de independizar a los valores de E de las carac-
terfaticas propias de la piel (piel de alta o baja resistencia); y obtener
datos cuya distribucién de valores corresponda al fendémeno cindtico, ae_tra
bajé con una funcién normalizada. Para obtenerla se considerds 1) De acuerdo
a Koefoed—Johnsen y Ussing (1958), cuando la piel eatd baiiada por Ringer

como solucién externa, serds

Eed Jog [Na] + (3 (2.1)

dondo‘{, y‘@ son constantes y [Na] representa a la concentracién de Na en

804Na2

la membrana externa de las células transportadoras. (Las bases de la ecua-
cién (2.1) son discutidas en detalle por Hoshiko, 1961),

2) Sea Eo el potencial de membrana al tiempo tot instante en el cual se 13
troduce la nueva soluciénj y sea Eoo el potencial de membrana una vez obtg

nido el equilibro con la nueva solucién,



De (2.1) quedas
E - o{Iog [Nu]o + @ (2.2)
Eoo= A IOG (NG]M + ﬂ (2.3)

3) Si definimos a F (sfuncién normalizada) comos

Fe o (2.4)

de (2.1), (2.2), (2.3), ¥y (2.4), obtenemoss

pe 1o€ ([Na] /(Na] o) (2.5)
log ( [¥e] oo /@a]

A partir de los gréficos obtenidos para distintas pieles se miden los valores

de E para distintos tiempos previamente escogidos. Mediante los mismos y uti-
lizando (2.4) se tiene un conjunto de valores de F para cada tiempo, al prome
dio de los mismos lo indicaremos con ;‘. Se grafican los valores de ; v, los
tiempos de t correspondientes. Utilizando la ecuacién de difusién libre inte-

grada entre 0 y Y (camino de difusién) en una séla dimensién (Crank, 1956)s

[Nu.] [Na ([Na [Na ”> _(i):exp.[-(znﬂ)z'l’:z n\%Sz_] (2.6)

donde D es el coeficiente de difunGn aparente del Naj S: la longitud del
camino de difusién desde la membrana hasta un espesor de la capa de agua no
mezclada, t: tiempo. Dando adecuados valores a (T( & 13/482 ), se pueden apro
ximar curvas téoricas a la curva experimental obtenidas y asf saber cudl es

el valor de (1'(2 1}/4 82 ) que mé&s ajusta a la curva en cada caso,

BEn base a distintas consideraciones que se discutirdn en cada caso se despeja
S, que es el dato buscado, Cuando los cambios de potencial son debidos a un
cambio rédpido del anién que acompaiia al Na+, y 8i cambiamos un anién impermea

)

ble a la membrana (por ej.: SOE— o gluconato) por uno permeable (por ejsCl oBr
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estaremos frente a un fenémeno de descenso de potencial (Figura III.1l)., En
este caso, obtendremos la funcién normalizeda suponiendo que el potencial E

en un momento dado de la difusién de Cl~ hacia la piel serds

E- V-A'10g [C1] + /3\ (2.7)
dondes V= constante de potencial que depende de la concentracién externa de
Ne y de la resistencia de la piel;C_J(.y @ .aon constantes,
Si llamamos E, al potencial a tiempo to, instante en el cual se inyecta la
nueva solucién, y sea Egy el potencial una vez obienido el equilibrio com la

nueva solucién, serd:

Eo=V- o'log [c1] , +@‘ (2.8)
Eoo=V- & Jog [C1] oo+ (5‘ (2.9)
Definimos, en este caso, a F comos
Fe E~Eoo (2.10)
Ey-E,o

De (2.8), (2.9) y (2.10), obtenemoss

pe log ([ e o /f al) (2.11)
Jog K[CI] ,o/ [¢] 9

En este caso, al igual que en el del Na, si se tiene un nimero n de medicio-

nes de F para un tiempo t dado, definimos:
F -.g FL (2012)

La ecuacién de difusién libre de cloruro integrada en una sola dimensidén,
serd en este casos
.
n
- - ! -
[c'] [c:] °°+;-i,<[-cg° [cJ°°>2 , _(_I_L exp [(2n 1)2ﬁ2n\t] (2.13)

MO | 2n+l
le cual es semejante a la ecuacién (2.6), El procediniento-contxnﬁa en forma

seme jante a la descripta para el Na.

e



b—) Estadistica

Se calcularon los F para tiempos determinados en cada experiencia y a partir
de los mismos se calculé el respectivo F promedio, que en la presentacién an
terior indicamos con F‘, segin la férmula (2.12).

Cada uno de los F, se grafi ¢ con su cofrespondiento error standard del pro-
medio (S.E.) que se defines

s.k- 6/

donde dos la desviacién standard de cada medicién, definido pors
2, 2
= [nD x*-(¥x)
n(n-1)
Cuando en esta tesis, se hace referencia a un valor de F, el valor es el va-

lor promedio de un grupo de medidas y no a una medicién dada. Por razones de

claridad, escribiremos F y no F entendiéndose que nos referimos a un valor

promedio.

e-) Célculo del tiempo medio

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 cuals

[I} - [I] oo” [x] o) / 2, donde X correasponde segin los casos al Na'
oal C1,
De (2.6) se obtiene:
Fie 10 (f““] /2 [[], ) (2.14)
“log ([NaJ 00/ [Na}o)

reemplazando por los correspondientes valores que corresponden a las condicio-

nes que se describen en el Capftulo de Resultadoss
[Na] 1/2= 25,5uM; [Na] o= 1mis [Na oo™ 50mM, resultas
F 1/8= 0,82 | (2.15)
De (2.11) ess Fie _log ([c1] w/fcl]% ) (2.18)
—log ([01] 0 [CIJO )
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reemplazando por los correspondientes valoress [Cl] 1/2-56.1 mhMj [Cl] o™
3.4 mM; (Cl] oo? 108,90 mi, resultas

1?1/2- 0.20 (2.17)
A partir de los F 1/2 podemos obtener los valores correspondientes de t 1/2
mediante la observacién en los respectivos gréficos de F vs, t que se obten

drén de cada una de las experiencias,

d-)Doterninac16n de las capas de agua no mezclada

El camino de difusién 5 corresponderd en primera instancia a la capa de agua
no mezclada més la difusién libre que ocurre en otras regiones del epitelio,
Y que debe atravesar el ién 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 reaccio
nes heterogéneas. De acuerdo a la teorfa de Nernst la capa de agua no nezcl:
da es una delgada cape de lfquido estdtico inmediatamente adyacente a la su-
perficie del cuerpo sélido inmerso en el flufdo, Dentro de esta capa la con-
centracién de soluto es funcién de la distancia y no es igual a la del seno
de 1la solucién,

Medidas experimentales han mostrado que el flufdo dentro de este capa no es
oatacionﬁrio, sino que es una regién de un lento flujo laminar paralelo a la.
interface s6lido-1fquido, en la cual el dnico neca?isno de transporte posible
"es el de difusién, |

El espesor de la capa.é, es una cantidad Bperativa definida pors

de

dx | interface _Cp=Cint

(2.18)

donde Cp es la concentracién del soluto en el seno de la solucién y Cint es
la concentracién del mismo en la interface. La magnitud 5 puede ser estima-
da mediante mediciones hidrodindmicas o cinéticas y es generalmente del or-

den de 10~ a 10~2 cm,
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Nernst supuso que S es constante para condiciones de flujo determinadasj
pero las teorfas modernas (Levich, 1962) predicen quecs es una funcién no
solamente de las propiedades y velocidades de la solucién, sino también
‘del coeficiente de difusién del soluto. Esto indica que, bajo un régimen
dado de movimiento, el espesor efectivo de la capa de ggus no mezclada
puede no ser idéntico para diferentes sustancias,

La importancia de las capas de agua né mezclada en el transporte a través
de membranas depende bdsicamente de la permeabilidad de la membrana a las
especies particulares que son transgportadas. Una capa de este tipo puede
ser considerada como una membrana en serie con la membrana real, con un

coeficiente de permeabilidad P dado pors

P: D (2.19)

=3
donde D es el coeficiente de difusién de la especie molecular en la solu-
cién acuosa. Para muchos solutos 1):310'5 cmz.segrl y la permeabilidad e-
quivalente de una capa cde agua no mezclada serfa un valor entre los érde-
Rest 10-2-10-4cn2.seg-1. Estos valores son cercanos a los de alta permeas
bilidad, por lo que para estas sustancias el pasaje a través de las nenbrg
nas bioldgicas pueds ser total o parcialmente controlado por la difusién
en las regiones no mezcladas adyacentes a las mismas, y no a la membrana
propiamente dicha, . _
Dados los espesores de las capas de agua no nezéladaa, Jl Yy 32‘, 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 través de

ella por difusién simple, y cuyas concentraciones son Cq y Cp respectiva-

mente, se puede aplicar la ecuacidén de Fickj

':)s-l'a [c2 - c1] (2.20)

donde Pa es la permeabilidad aparente de la membrana para el soluto parti-

cular en estudio,



La permeabilidad de la membrana propiamente dicha Pm, est{ dada pors

Jaop, [0‘2 - c}] (2.21)

donde éé b 4 6.1 son las respectivas concentraciones del soluto sobre las
caras 1 y 2 de la membrana, y que diferirén por lo exﬁuesto anteriormente
de 1las concentraciones en el seno de las correspondientes soluciones.
Puede demostrarse que, en condiciones de estado estacionario, Pa estéf re-
lacionado a P,, port

_l__:l_-o- i;_-o- é__ (2.22)

Pa Pn Bl D2
donde D) y Dy son los coeficientes de difusién del soluto en las solucio-
nes éue bafian a la membrana. La existencia de estas capas de agua no mez-
clada pueden ser fuente de serios errores, al atribui{r ciertas propiedades

a membranas sobre la base de permeabilidades aparentes,

‘ ~
8-~ DETERMINACION DE LOS CCEFICIENTES DE DIFUSION APARENTES DE CLOBUBO(ch)

Para poder calcularcs, a pﬁrtir de los valores obtenidos para el coaficief
te exponencial T(Z‘D/ldsz 9 debemos conocer los coeficientes de difusidn
para los distintos casos. En las experiencias de cambio répido de [Nm]
on la solucidén externa, tenemos una amplia bibliografia que nos permite e=
valuar D. Pero para el caso de cambio rdpido de [CIJ fue necesario reuli
zar determinaciones a fin de determinar el valor de D‘cl.

El coeficiente de difusién de una sustancia que difunde en un medio quimi-
camente no homogéneo es una expresién complicada debida al acoplamiento de
los flujos.

Anderson y Saddington (1849) escribens "Al aplicar mediciones de difusién
al estudio de soluciones de electrolitos, el gradiente de concentracién o-
‘casiona una dificultad adicional, En la mayorfia de los casos, el catién y
el anién difundirdn a distintas velocidades., Aunque esto podrfa no causar

dificultades en un asistema quimicamente homogéneo- o sea, uno en el cual
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la concentracién de soluto es la misma en todas partes— un potencial de difg
8ién serd alcanzado cuando la difusién tenga lugar a través de la interface
entre dos soluciones que difieren emn concentracién. Debido al efecto mutuo de
los iones de carga opuesta, el ién que difunde a mayor velocidad 8eré4 retardsg
do por el idn de velocidad lenta, y "vice-versa", La velocidad de difusién me
dida, entonces, no serd aquella que corresponde a la del catién o del anién in
dependientemente, pero serd una velocidad promedio de difusién correspondiendo
a la molécula electrolftica como un todo. Para superar esta dificultad Abegg
y Bose (2. physikal., Chem., 1849, §g;545), recomendaron la adicién de un ex~
ceso de diez veces de un electrolito 131, distribufdo uniformemente en todas
partes del sistema de difusién, Los iones qﬁe difunden son entonces capaces

de moverse en todas partes del sistema con una atmésfera iénica uniforme; de
tal modo se preserva la electroneutralidad en todas las soluciones, Este es—
gquema fue adoptado ppr“Jander et al (ibid, 1930, A, 149: 973 Kollord-Beih,
1935, 41, 9) en su trabajo sobre polidridos",

Estos hechos nos llevaron a utilizar un simil de nuestro proceso de¢ difusién,
mediante el cual, utilizando cloruro radioactivo, pudimos evaluar D (1,

En el caso en que reemplazamos el Ringer SO4Nap 115mM por ClNa: 115mM,tenemos:

Capa de agua
no mezclada

Figura I1I1,5: Esquema de los flujos que se producen al introducir
rdpidamente Ringer ClNa 115mM en reemplazo del Ringer SO04Nap 115mM,
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o sea que el flujo de Cl™ tiene lugar en sentido opuesto a los flujos de

SOE’ y de sacarosa,
En la situacién en que reemplazamos el Ringer Gluconato-Na 115mM por Ringer

ClNa 115mM tenemos:

Capa de agua
no mezclada
Figura 1I.63 Esquema de los flujos que se producen
_ al introducir rédpidamente Ringer ClNa 115mM en reem—

plazo del Ringer Gluconato de Na 115mM,

En este caso, el flujo de Cl™ tiene lugar en sentido contrario al flujo del
ién Gluconato. Para obtenrer D se utilizé una técnica experimental que nos

- permite reproducir las mismas condiciones de-flujo; y medir mediante radio-—
isdtopos, el coeficiente de difusidén requerida, Para ello utilizamos la va-
riante introducida por Kreevoy y Wewerka (1967) al método de obtencidén de
coeficientes de difusidn mediante la difusidn a través de diafragmas intro-
ducido por Northrop y Anson (1929) y desarrollado por Mc. Bain (1935),Hartley
y col, (1938) y Stokes (1950).

a -—) Aparatos

Para medir los flujos se ha disefigdo un recipiente de lucita dividido en dos




cémaras de 8,5 ml de volumen cada una, entre las mismas hay una saliencia sobre
la cual se suspende sucesivamente una arandela de teflon, el papel milipore y o
tra arandela de teflon para fijar al mismo,

Una vez llena con la solucién radiactiva, la cdmwara inferior, el milipore puesto
con sus arandelas, y llena la cémara superior con la"solucién fria"(=sin sustan-
cla radiactiva), se enrosca una tapa de lucila al recipiente, que posee una cbqf
tura a través de la cual se introduce una varilla de polietileno en forma de T
que se acopla a un rotor y que sirve para mantener una buena agitacién en la ca’-
mara superior. En la cdmara inferior se introduce una barra magnéiica que, al ser
colocado el recipiente sobre un electrcimédn produce una buena agitacién en la

mispa, Un esquema del aparato se detalla en la Fige. II.7.

+— Rotor

‘ Agitador
4 Volumen camara superior: 85ml
- L .
1 .
::::::nu?:: e 2= - Membrona(sartorius membranefilter)12pm
-— Volurmen c¢amard inferior; 85ml
| adory i, Barra magnética

Figura 11,73 Esquema del aparato utilizado pare medir
flujos, Ver detalles en el texto,

Las muestras que se obtuvieron en las distintas experiencias se contaron em un

contador de centelleo lfquido Nuclear Chicago ISOCAP 300,
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b-) Drogas Yy Soluciones

Se utilizaron las siguiente soluciones: Ringer S04Nag 115mM y Ringer Gluco-
nato de Ne 115zM, las concentraciones y especificaciones de las mismas fueron
dadas en la seccidén Il,.l.e,

Se preparé Ringer 36ClNu 115mM con las mismas concentraciones que las descrip-
tas en la seccidén II.l.e., pero con Cl radiactivos la éctividad especifica de
la solucién fues ,:EGCI- 380 C.P.M/ mol. El isétopo radiactivo del Cl se ob-
tuvo de la Comisién Nacional de Energfa Atémica,

Como lfquido centelleador se utilizé la solucidén de Brays 2 gramos de PPO en

200 ml de etanol, y se lleva a un volumen de 500 ml con tolueno,

o-) Procedimiento

En la primera experiencia se colocd Ringer 36ClNa 115mM en la cémara inferior
y agua bidestilada en la superior, y bajo agitacién constante se mantuvo en
cont;cto a las soluciones a través del papel milipore durante 10 minutos, luego
se separaban las soluciones transvasdndolas a distintos recipientes,

En la segunda experiencia se colocé el Ringer rediactivo en la cﬁmurulinferior
Y Ringer S04Na, 115mM en la superior y se procedié igual que en el caso ante-
riory y en la dltima experiencia se colocé Ringer Gluconato de Na 115mM, pro-
cediéndose igual que en los cesos anteriores,

En todas las experiencias fueron tomadas las siguientes muestras: del Ringer
radiactivo al comenzar y al finalizar la experiencia, y de la "solucién frfa"
al finalizar la misma. Todas las muestras fueron de loo;ly'ae colocaron en
viales que contenfan 25 ml de solucién fluorescente. Cada muestra fue tomada
con su respectivo duplicado, y ambos fueron contados en todos los casos duran-

te 10 minutos en el contador de centelleo liquido,

d;)C6nputOI

En el Apéndice que acompafia a esta tesis se encuentra la demostracién de la

siguiente férmulas



D [ €% - c,

- - : (2,23)
-=0. | Y-
(3 C t C \t

donde D es el coeficiente de difusién de la sustancia que difunde a través del
papel milipores @ ¢ la constante de la cdmara, ts el tiempo de duracidén de la
difusién (10 minutos en nuestro caso); C% s concentracién de la sustancia que
difunde en la cémara superior al coﬁenzur la experienciaj C\t (C\ 10 en nues-
tro caso) concentracién de la sustancia que difunde en la cédmara inferior al
finalizar la experienciaj Cf{ (C“ 10 eB nuestro caso)s concentracién de la sus-
tancia que difunde en la edmara al finalizar la experiencia.

Para nuestro caso serd siempre: C: =0

De la primer experiencia, en la que se colocé§ agua bidestilada en la cédmara su

petior, se pudo calcular rj donde r ess

A Y
re 1:1 C (2.24)
Cl10 = ¢*10

De (2.23) resultas

D -r (2.25)

\ .t.
dondet

D es ol coeficiente de difusidn aparente de ClNa cuando en la cdmara
C1Na,H50 :

superior se coloca agua bidestilada. Se puede considerar quets

b\ D* -5 -

[ ]
El valor de D CINa corresponde a T= 201°K, que fue nuestra temperatura de tra-

bajo. De (2.24), (2.25) y (2.26) se deduce el valor de@. Conocido@, y apli-
cando (2.24) y (2.25) para los casos en que en la cdmara superior se coloca

Ringer SO4Na 115mM, y luego Gluconato de Na 115mM, se obtienen los respectivos

2
valores de D ,



o) Eleccién del tiempo de difusién

A fin de establecer el tiempo de difusién de las experiencias, se consideré
el criterio generalizado (Gordon, 1945) que t tiene que ser mayor de 1,2 (2/D.
Para nuestro caso es D del orden de l.O-scm?'.b-1 Yy un valor que oscila entre
los 80—150/‘-, utilizando el valor mdximo degparu el cdlculo obtenemos que

t ) 5 minutos. Por razones de comodidad en la técnica de trabajo adoptamos

como tiempo de corrida para todas las experienciass t= 10 minutos.

£-) Estadfstica

Las experiencias se realizaron tomando muestra y duplicado de tal modo que se
obtuvo una serie de valoress C‘o, c‘lO y C"lo como muestras y C‘o, c }0 ¥ %0
como sus respectivos duplicados. A partir de estos datos se calcularon los pro-
medioss E‘o, T ‘109 [5 *10s respectivamente, con los cuales calculamos r segin
. se indica en la ecuacién (2.24).

A partir de r se calculé D segin se especificé anteriormente. A esta primer ex-
periencia se denominé "a',

Luego se realizé una segunda experiencia en la cual se procedi§ igual que en el
caso anterior, obteniefdose um nuevo valor de D, A esta experiencia se denominé
"bH,

Finalmente se consider$§ como valor final de D al promedio de los coeficientes
de difusién obtenidos mediante "a" y "b";

En todos los casos ~tanto entre muestra y duplicado, como entre los distintoa

promedios de las experiencias— los datos no diferfan mds que en un 3% entre sf,
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1- DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE DIFUSION DEL Cl-

Como fue explicado en la Seccién 11,3, para determinar la longitud del camino
de difusidén 5 es necesario conocer el coeficiente de difusién del €l en las

condiciones mis similares a las experimentales. Para eso es que se realizaron
determinaciones del coeficiente de difusién del C1 por la técnica descripta.
en la seccién II.3. .

Los valores hallados son el resultado de aeis difusiones realizadas en el mis
mo dfa y bajo las mismas condiciones experimentales. En le Tabla III,1 se pre
sentan los resultados obtenidos expresados en concentraciones (mM). A las dos
difusiones realizadas en cada serie de experimentos se las denomira & y b res

pectivamente, Cada una de las concentracionea expuestas es el promedio de ca—

da muesira y su respectivo duplicado,

Tabla III,.1

N\ . [ N
Solucién en la cémara superior A c‘10 c% 10 In r Dclxlc’bcm".s_ 1
115 67.6 49.3 1.84
115 69,6 48.8 1.71 22
[Ringer Gluconmato Na 115mM . 1 1,18
115 71.2 48,3 1.61 1,14
Ringer SO4N32 115mM a 115 70.2 45.4 1,583 1,09 1.11
115 69.5 45.7 1.58 1,12

El coeficiente de difusién del ClNa a dilucién infinita a 201°K (Temperatura a
la que se realizaron las experiencias) es 1.35:10-5 c-2 s-l( el c&lculo para

la obtencién de este valor se encuentra en la seccién IV.1). Se observa que los
valores obtenidos difieren en un 12,60% (Ringer Gluconato Na 115mM) y 17.,80%
(Ringer SO4N52 115mM) del anterior, y en un 6% entre si., Los resultados son co-
mentados detalladamente en el Capftule IV (P4g. 85 ).




- EFECT0 DE LOS HALOGENUROS SOBRE LOS CAMBIOS DE POTENCIAL ELECTRICO
DE LA PIEL DE RANA,

Tal como se explicSé en el capftulo de Introduccién, uno de los propésitos de
este trabajo fue el de determinar la localizacién de la barrera externa sensible
al pasaje de halogenuros permeables, en el epitelio abdominal de la rana Lepto—

dactylus ocellatus, Para ello se utilizé un método que consiste en analizar los

cambios de diferencia de potencial en funcidén del tiempo que resulta de cambiar
répidamente la composicién de la Solucién Ringer que baiia la cara externa de la
piel; este procedimiento fue ideado por Kidder y col. para la localizacién de la
barrera externa sensible al pasaje de Na en el epitelio abdominal de la Rana pi-
picns,

El primer grupo de experiencias consistié en reemplazar mediante un cambio répi-
do al Ringer SO4Na2 115mM por el Ringer CIlNa 115mM, después que el primero habia
bafiado al lado externo de la piel durante 15 minutos, lapso en el cual se esta-
blecfa un potencial estacionario.

En ambas soluciones que baiaron la cara externa de la piel la concentracidn de
Na fue de 115mM, en el Ringer sulfato la concentraciGﬁ de 8042- fue de 52,50mM,
Y la de cloruro de 3.4mM; mientras que en el Ringer ClNa 115mM la concentracién
de 8042- fue de ceroy, y la de cloruro $108,4mM, Las experiencias se realizaron
_en presencia de altas concentraciones de Na ya que por lo trabajos de Von Petery
(1975) se sabe que el Cl™ necesita de la presencia de Na para ser tramsportado

a través de la piel, En todas las soluciones el pH fue de 7.6, el mismo comespon
de a la solucién no aereada puesto que por razones técnicas (pequefio volumen de
la cdmara) la aereacién continua de las soluciones no fue posible, La osmolari-
dad fue en todas las soluciones de 280_nosmolel, este valor es ¢l correspondieg

te al medio interno de los anfibios, en el Ringer SO4Na 115oM se alcanzé la mis

2
mg modiante el agregado de 52,50 mM de sacarosa.

Con el propésito de analizar el fenémeno de difusién del cloruro cuando el anién



impermeable inicial es monovalente, se repitié este tipo de experiencias uti
lizando como solucién inicial Ringer Gluconato de Na 115mM, El pH y la osmo-
laridad se mantuvieron iguales al caso anterior, la concentracién de Cl en

el Ringer inicial fue de 3.4ml, y la finals 108,4mM; la concentracién de Glg
conato en el Ringer inicial fue de 105 mM y en el final de cero.

La figura III,1 ilustre dos curvas obtenidas mediante el poligrafo, la figura
a muestra el comportamiento del potencial eléctrico cuando se reemplaza el
Ringer SO4N;2 115mM por CINa 115mM, y la figura b cuando el Ringer Gluconato
de Na 115mM es reemplazado por Ringer CIlNa 115mi,

SO4Na2115mM +t+—=CINg 115mM —

d

L -—bﬁOOFﬂS e—

Orriv T

GluconatoNa115mMste— CINa115mM — {;’

X i
iy N\ 500msk-

Figura 111,13 Grdfico experimental en el que se observan las modificaciones
del potencial eléctrico debido a los siguientes reemplazos en la solucién ex

ternas a) Cambio de Ringer SO4Na 115mM a Ringer ClNa 115mMj; b) Cambio de

2
Ringer Gluconato de Na 116mM a Ringer ClNa 116mM,



la figura II1,2 representa loe potenciales normalizados promedio (F) vs. tiem
po de 13 determinaciones en 8 pieles distintas para el Ringer iniciallGlucon:
to de Na 115mM, El rango de los potenciales de las pieles estabilizadas en

8042- fue de 60-90 mV, mientras que después de haber sido estabilizados en c1
el mismo fue de 15-35 mV. Los mismos rangos de potenciales se observaron cuan-

do las pieles estaban baiiadas con gluconato (60-90 mV), y luego con cloruro
(1535 mV)., '

Las curvas que acompaiian & los potenciales normalizados promedio fueron obte-
nidas a través de la ecuacién integrada de difusién en una diseccién (ecuacién
213) en la cual el coeficiente exponencial asumido es de 5 6-1 para el Ringer
inicials SO4Nu2 115mM; y de 4 s"l para el Ringer inicial: Gluconato de Na 1195
mM,

Estas curvas teéricas fueron calculados en primer aproximacién para los datos
correspondientes a los tiempos'L> 0.05 S,, y en segunda aproximacién parat(
0.05 8, En todos los casos el cflculo teérico de F en base a la ecuacién 2,13
(p&é..46) se realizé considerando todos los términos exponenciales que asegu-
ren un error menor de 10—3. Yalor muy por debajo del error experimental, En
todas las curvas de aproximacién utilizaremos estas condiciones de c(}culo en
la presente tesis,

A fin de establecer correspondencia de los datos experimentales e los calculg
dos tedricamente se correlacioné los valores experimentales de F con sus res-
pectivos valores tedricos (Fteor)’ obtuvimos una correlacién r«=0.9210, la fi=
gura III,3 ijustra: la recta de regresiénm obtenida .

La figura III.4 ilustra la correlacién entre los F experimentales obtenidos
para la condicién inicials Ringer Gluconato de Na 115mM vs. F experimentales
de condicién inicialts Ringer SO4Na2 115mM, El1 coeficiente de correlacién de
la recta es de 0,9963, Este resultado muestra que mo hay una diferencia sig-
nificativa en la difusién del cloruro por la presencia de un anién bivalente

inicial,
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Figura IT1,2s Potenciales normalizados promedio (F) vs, tiempo para
los descensos de potencial debidos a los siguientes reemplazos en la
solucién externas (O s Ringer inicials SO Na

115 mM, Ringer finalt
CiNa 115 mM, (coeficiente exponencial de 1la

curva aproximada 3
(TL2D/492)= 5 s~1); A ; Ringer inicialt Gluconato de Na 115 mM,Ringer
finals ClNa 115 mM,(coeficiente exponencial de la curva aproximadas

(T 20/4 S 2)= 4 &-1), o2
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FCl- (SO['NO 2)
05

0 I 1
0 05 10

Fteor

‘Figura III.31 Recta de regresién entre los F obtenidos para el cambio

rdpido de Cl- por 8042‘ en la solucidn externa vs. los correspondien-

tes F teéricos. Ordenada al origens 0.,020; pendientes0.867,coeficiente
de correlacién (r)s 0.9210, 10—

F Ct(GlucNa ¥,

051

| J
0 05 10

Ferr(soNaz)

Fiégra I11,4t Recta de regresién entre los F obtenidos para el cambio
rdpido de CINa por Gluconato de Na ve. los correspondientes F obteni-

dos para el cambio rdpido de ClNa por SO4Naj (r=0.9963)3 pendientes
1,00723 ordenada al origens 0,0361,
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Con el propdsito de observar si el cambio de potencial era exclusivo de la pre
sencia de cloruro o bien otros halogenuros pueden causar cambjoa similares, se
estudié el fenémeno en presencia de Br-, Se realizd el cambio rdpido utilizan-
do SO4N¢2 115 mM como Ringer inicial y Br Na 115 mM como solucién final.la con
centracién de Br en ¢l Ringer inicial era de 0 mM, la de Cl de 3.4 mM y la
de 8042- de 52050 mM, mientras que en el Ringer final la concentracién de 8042
era de cero, la de C1™ de 3.4 mM 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 comportamiento del potencial eléctrico es cualitativamente similar a las ox
periencias en presencia de Cl=, La figura I11.6 representa los F experimentales
obtenidos vs. tiempo para b determinacioneu.en 3 pieles distintas y la curva
teérica que mejor ajusta a los datos tiene un coeficiente exponencial de 5 s-l.
La figura III.7 ilustra la recta de regresién entre los F experimentales del
cambio rdpido de Br~ vs. los F experimentales del cambio rdpido de C1”. En am-

bos casos la solucién externa inicial eras Ringer SO4Na 115 mM, el coeficien

2
te de correlacién es de 00,9976, lo cual nos permite afirmar que el wmportamien

to eléctrico en presencia de Br~ es sgimilar también cuantitativamente al deCl-—,

SO;NaJ15mM —sfe— IN0115mM-L—>

+500ms | 1094-mv a

SO4Na,115mM-»e—BrNa115mM — {1’

X — S500mMS je—
30mV '
x

Figura ITI.5s Grificos experimentales en los que se observa las modifica-
ciones del potencial eléctrico debido a los siguientes reemplazos en la
solucidn externas a) Ringer I-Na 115 mM que desplaza al Ringer SO04Nap

115 mM, b) Ringer Br Na 115 mM que desplaza al Ringer SO4Na2 115 mM,
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Figura 111,63 Potenciales norwalizados promedio (F) vs, tiempo
para el descenso de potencial debido al siguiente reemplazo de la
solucién externas Ringer inicials SO4Nag 115 mM, Ringer finals '
Br Na 115 mM (Coeficiente exponencial 5 s-1),
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Figura 1I1.7s Recta de regresién entre los F obtenidos para
ol cambio rdpido de Br por 8042' vs, los correspondientes 2
obtenidos para el cambio rdpido de Cl— por 8042'(1-0.9976).
Pendientes 1,0153 ordenada al origens 0,012,
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Cuando exverimentos similares se realizan reemplazando Ringer 804Na2 115 oM
por Ringer INn 115 M no se observé cambio alguno en la diferencia de poten
cial a través de la piel, tal como lo ilustra la figura III,5 a. Se realiza-

ron 10 determinaciones en 3 pieles distintas,

Del gréfico de la figura IIXI,2 se puede inferir que el parémetro exponencial
adecuado para describir los datos cuando se produce el cambio de Ringer

$0,Na, 115 mM a CINa 115 mM es & s~1, por lo que

T3

Lﬂ, SO4N&2 -5 8-1 (3.1)
492
La determinacién del coeficiente D ClNa, SO,Na, (Tabla III.1l, pég. 58 )

1

2 -
«8 4 por lo cual, deapejando

establecié que su valor es de 1,11 x 10-5 cm
de (3.1) se obtiene que 5-23/u.‘m .

Un procedimiento similar con las experiencias en las que se produce el cambio
répido de Ringer CIlNa 115 mM por Gluconato de Na 115 mM, permite establecer a
partir del coeficiente exponencial de 4 c-l yD\Clla, Gluc.Nazl.18:10-51::1:2.5-1.
(Tabla 11I,1) que el camino de difusién es J-27/m‘..

Si bien el coeficiente de difusién del Br no fue determinado hay razones para
‘estimar que su valor no difiere en més de un 3% del valor del Cl-s la conduc-
tividad equivalente l{mite del bromuro no es8 significativamente distinta a la
del cloruro ([X» CI'J 180(;--664:1::-‘2.,0."lequiv'1 y [/f\oBr'J 18ec= 68 en? Jlr =1
oqu.iv‘l. Por lo que hay una diferencia del orden del 3% entre ellos, los datos
fueron tomados del Apéndice 6.2 de "Electrolyte Solutions" de R.A.Robinson y
R.H, Stokes, Butterworths, 1968)3 por otra parte la dependencia entre la con-

ductividad equivalente y la movilidad es lineal por lo que se puede suponer

N\
que, dentro de nuestro error experimental, el coeficiente de difusidén DB,a- es

-67-



similar afvcl_, a partir de esta suposicién y recordando que el coeficiente
de la curva gue mejor aproxima a los datos es de 5 s-1 (Figura 111,6) se d:
duce que la longitud del camino de difusién para el Br serds lealﬁmm o

En la Discusién (Cap. IV) se discute en detalle la suposicién impuesta para

la deduccidn de éS o

8- EFECTO DEL SODIO SOBRE EL POTENCIAL ELECTRICO DE LA 'PIEL DE RANA

a) Efecto del 8042' como principal contreién,

Cereijido y col.(1974) eatudiaron los cambios transitorios de la corriente
en corto-circuito por un aumento rdpido en la concentracién de Na de la so-
lucidéh externa, siendo el contra-ién 8042-. Mediante las curvas obtenidas
pudieron determinar la longitud del camino de difusiénm 5 o

Se realizaron experiencias similares pero en condiciones de circuito abier-
to midiéndose los cambios transitorios de la diferencia de potencial, con

el propésito de obtener el valor de cSy confrontarlo conel informado por
Cerei jido y col., y por otro lado comparar el cambio transitorio emn presen
cia de 8042- con aquellos obtenidos por un aumento de la concentracién de Na
en presencia de una alta concentracién de halogenuros permeables (Cl~ y Br )
e impermeables a la piel (Ii).

Se monté la piel en la cdémara en la que se bafi6 el lado interno con Ringer
CiNa 115 mM y el externo con Ringer SO4Na2 luM en el cual la concentracién
de 8042- era de 50 mM, la de Nu* de 1 mM y la de K+ de 51,11 mM, Deaspués de
alcanzarse el estado estacionario (en 15 minutos de exposicién de la piel a

las soluciones) se reemplazé la solucién externa por Ringer SO4N; 50mM, en

2

- +
el cual la concentracién de SO era de 50 mM, la de K de 2,11 mM y la de

4
Nu+ de 50 mM, La figura 1II.8 muestra los poienciales normalizados promedio
(F) vs. tiempo obtenidos a través de 19 determinaciones en 10 pieles distig
tas y ademds la curva tedrica que mejor aproxima a los datos, cuyo coeficiog
te exponencial es de § 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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Figura 111,83 Potenciales normalizadas promedio (F)
vs. tiempo para el aumento de potencial debido al si-
guiente reemplazo de la solucién externas Ringer Ini-

cials SO4Na21mM, Ringer finals SO Na2_ 50 mM, Los coe~

4
ficientes exponenciales de las curvas tedricas.a, by

-1
c sons 6,6 y4 8 , reapectivamente,



b) Efecto de los halogenuros Cl-, Br~™ o I como principal contreién

El efecto de los halogenuros sobre el potencial eléctrico producido por cambios
de la: concentracién externa de Na es de gran interés debido a la cinética y se-
lectividad que se presentan,

La Figura I11.9 muestra el comportamiento del potencial de una piel a la que el
Na del bafio externo es aumentado de 1 a 50 mM en presencia de Cl-, Br y 1 res

pectivamente, siendo la colina el co-ién del Nea,

CINaImM(colMe CINaS50mM(col) »|
i a
40mM
¥ OomV — 15 W

BrNaimMiol)4 - BrNa 5S0mM(col) —»]

INaimM(col) s e——— INa50mMcol) o
4 C
40mV
T -+ 1s |
OmV

Figura II1.9: Gréficos experimentales en los que se observan los cambios
tranasitorios del potencial debidos a los siguientes reemplazos de la so-
lucién externas a) Ringer ClNa 50 mM (colina) que reemplaza al Ringer Cl
Na 1 mM (colina), b) Ringer BrNa 50 mM (colina) que desplaza al Ringer
Br Na 1 mM (colina) y ¢) Ringer INa 50 mM (colina) en substitucién del
Ringer INa 1 mM (colina),



En las experiencias en las que el Cl™ era el contra-ién del Na se de jé estabi
lizar la piel con Ringer ClNa 1 mM (colina) end lado externo cuya concentra-
cién de Cl es de 98,40 mi,

Se aumenté la concentracién de Na en la solucién externa mediante el cambio
répido del Ringer ClNa 1 mM (colina) por Ringer CINa 50 mM (colina) en el que
la concentracién de Na es de 50 mM y la de Cl™ de 98,40 mM,

La figura II1,10 ilustra los potenciales normalizados promedio (F) vs, tiempo
obtenidos en 10 determinaciones en 6 pieles distintas y la curva tedrica que

-1
mejor se ajusta a los datos, cuyo coeficienite exponencial es de 3 S ,

10r i
FNa (Cl Col) /v ¢
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Figura II1,10: Potenciales normalizados promedio (F) vs. tiempo para el
aumento de potencial debido al siguiente resmplazo de la solucién exter-
ras Ringer inicialtClNa 1 mM(colina) y Ringer finalt ClNa 50 mM(colina)
Los eoeficientes exponenciales de las curvas tedéricas a, b y ¢ son: 4,

3 ye2 s-1 reapectivamente,



En otro grupo de experiencias se dejé estabilizar la piel con Ringer BrNa 1 =M
(colina) como solucién externa, cuya concentracién de Nu+ es de 1 mM y de Br

de 97,40 mld,

La figura III,11 representa los potenciales normalizados promedio (F) vs.tief

po obtenidos mediante 12 determinaciones en 8 pieles distintas en las que la so-
lucién inicial se reemplaza por Ringer BrNa 50 mM (colina). La curva tedrica que
me jJof aproxima a los datos experimentales fue calculada con un coeficiente expo-

1.0

-l
nencial,de 3 8

FNa(BrCol)
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0 i 1 | J
0 02 04 06 08
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Figura II1,11s Potencieles normalizados promedio (F) vs. tiempo para
el aumento de potencial debido al siguiente reemplazo de la solucidn
externa, Ringer inicials BrNa 1 mM (colina), Ringer finals BrNa 50mM
(colina). Los coeficientes exponenciales de las curvas tedricas 8y b
Yy c sons 4,3, y 2 5‘1, respectivamente,
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En una tercer serie de experiencias se dejé estabilizar la piel con Ringer

INa 1 mll (colina) bafando el lado externo de la piel. El Ringer externo te

nfa una concentracién de I de 97.40 md, de Na+ de 1 mM y de colina de 96.40
+ mM y de colina de 47,40 mM,

La figura II1.12 ilustra los potenciales normalizados promedio (F) vs. ties

po, obtenidos mediante 11 determinaciones en 6 pieles distintas, la curva

tedrica que me jor aproxima a los datos tiene como coeficiente expomencial

el valors 3 8-1. 1'0 B
FNa(ICol) o/bv/ ¢
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Fipura II1,12s Potenciales normalizados promedio (F) vas. tiempo
para el aumento de potencial debido al siguiente reemplazo de la
solucidn externa. Ringer inicials INa 1 mM (colina), Ringer finals
INa 50 mM (colina). Los coeficiente exponenciales de las curvas
teéricas a, b y ¢ sons 4,3 y £ g1 respectivamente,
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A fin de analizar los posibles efectos de la colina en las experiencias ant:
riormente descriptas, se realizaron experiencias similares usando K+ en lugar
de colina como coion del Na,

La figura III,13 muestra el comportamiento del potencial de una piel a la que
el Na del bafio externo es aumentado de 1 a 50 mM en presencia de clL, Br 4
I respectivamente, siendo en este caso el potasio, el coién del Na,

En la primera serie de experiencias se dejé estabilizar el epitelio con Rin-
ger CINa 1 mM (K). El1 Ringer externo tenfa una concentracién de Na de 1 mM,
de K+ de 88.51 mM y de C1™ de 98,40 nM, el miamo fue sustitufdo por Ringer
ClNa 50 mM (K) en el cual la concentracién de Na era de 50 mM, la de K de
49,51 mM y la de C1~ de 98,40 mh,

La figura 111,14 nos muestra los potenciales. normalizados promedio, obtenidos
mediante 15 determinaciones en 6 pieles distintas, La curva que mejor descri

-1
be los datos tiene como coeficiente expomencial el valors 2 8
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CiNa ImM(K)—>te C!Na 50mM(K) - >

K]
20mV a
¥ — 15 |
m:ﬁ ____________________________
BrNaimM(K) —=}e BrNa 50mM(K)
\ A
20mvV
T — 15—
_________ OmY .
INa ImM(K) ol INaSO0mM(K) -

Fipgura I11.,13s Gréficos experimentales en los que se observan los
cambios transitorios del potencial debidos a los siguientes reem-
plaxos en la solucién externas a) Ringer CINa 50 mM (K) que despla
za a Ringer ClNa 1 md! (K), b) Ringer BrNa 50 wM (K) que desplaza

a Ringer BrNa 1 mM (K) y c) Ringer INa 50 mM(K) que deaplaza a
Ringer INa 1 aM (K),
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Fipura III,141 Potencialos normalizados promedio (F) vs,tiempo
para el aumento de potencial debido al siguiente reemplazo de

la solucién externa. Ringer inicials CINa 1 mM (K), Ringer fi-
nals BINa 50 mM (K), Los coeficientes exponenciales de las cup
vas tedricas a, b y ¢ sons 3,2, y 1 S"l, respectivamente, -
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En la segunda serie de experiencias se dejé estabilizar la piel con Ringer

BrNa 1 mM(K) como solucién externa en la cual la concentracién de Br era

de 97.40 mM, la de K' de 98,51 mM y la de Na® de 1 =M, y mediante un cambio
répido se la reemplazé por Ringer BrNa 50 mM(K) en la cual la concentracidn
de Br~ era de 97.40 mM, la de Na' de 50 mM y la de K de 49.51, En ambas so-
luciones la concentracién de Cl~ fue de 1 mM,

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 --lo 10 B ’ é L g
FNa(BrK)
05 |-
0 I ! ] ] 1
0 Q2 04 - . 06 08 10
TIEMPO,S.

Figura 111,153 Potenciales normalizados promedio (F) vs, tiempo para el
aumento de potencial debido al siguiente reemplazo de la solucién exter-
na., Ringer inicials BrNa 1 mM(K), Ringer final: BErNa 50 mM(K). Los coe-
ficientes exponenciales de las curvas teéricas a, b y ¢ sons 3,2, y 1
:'1, respectivamente,
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En la tercer serie de experiencias se dejé estabilizar la piel con Ringer
INa 1 mM(K) como solucién externa en la cual la coancentracién de 1 era de
97.40 mM, la de K+ de 98,51 mM, y la de Naf de 1 mM la que se reemplazé por
Rinper INa 50 mM (K) en la cual la concentracién de 1~ era de 97,40 mM, la
de K de 49,51 mM y la de Na de 50 mM, En ambas soluciones la concentracién
de C1~ fue de 1 miM, Durante toda la experiencia el Ringer interno fue ClNa
115 mM, La figura 111,16 nos ilvstra 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 o2, 0r )

FNa(K)

0 I 1 1 | 1
0 02 04 06 0.8 10

TIEMPO;S.

Fiocura 111,16: Potenciales normalizados promedio (F) vs. tiempo para el
‘aumento de potencial debido al siguiente reemplazo en la solucién exter-
nas Ringer inicial:s INa 1 mM(K), y Ringer finals INa 50 mM(K), Los coe-~
1

ficlentes exponenciales de las curvas teéricas a, b y c son: 3,2 y 18~
respectivamente,
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De las figuras III,10, III,11 y I1X,12 se infiere que la curva tedrica que
me jor aproxima a los datos experxmentnloa es aquella cuyo coeficiente expo

-1 -5
nencial es de 3 8 . A partir de este y considerando que 5x10 (DNn (10

cn2.- (la eleccién de estos valores para DNﬂ, se discute en detalle en el
capftulo siguiente), se puede establecer que en presencia de los halogenuros
Cl-, Br~ o I-, cuando la colina es el principal coién, el espesor g)del cami

no de difusién del Na es de 20 < SK 29 mm, -

Se realizaron entonces otro grupo de experiencias reemplazando la colina por
K, con la finalidad de aclarar la posible influencia de{ coidén sobre la difg
sién del Na en la capa de acua no mezclada, De las figuras III.14, III.15 ¥y
I11.16 se infiere que la curva teérice que mejor aproxima a los datos es a-
quella cuyo coeficiente exponencial es de 2 a-l. Utilizando los mismos vulg
res que en el caso anterior para el coeficiente de difusién del Na, el espe
sor é del camino de difusién de Na en pieles expuestas a una alta concentrz
¢cién de halogenuros (Cl-, Br o I-) en las cuales el K actué§ como principal
coi6n'el 5 Be calculé entre 25 y 35 um , Se ohserva entonces que la presen—
cia de distintos coiones no influye significativamente en la - longitud esti-
mada del camino de difusién del Na,

Con el propésito de analizar la posible influencia del coién principal del
Na (K+o colina) 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 coién principal del Na.+ (l(+ o co-
lina) se estudiaron los cambios transitorios en el potencial transepitelial
debidos a la sustitucién del K por la colina y viceversa, en la solucién ex
terna, manteniendo constantes los demds componentes de la misma,

En la primer experiencia se dejé estabilizar la piel con Ringer ClNa lmn(02
lina) como solucién externa. Una vez alcanzado el estado estacionario, se

introdujo Ringer ClNa 1 mM (K) que reemplazé al primero,
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El Ringer ClNa 1 mM (colina) tiene una concentracién de C1™ de 98.40 mM, de
colina de 96,40 mM, y el Ringer ClNa 1 mM (K) posee una concentracién de K

de 98,56 mM y 0 mM de colina, las concentraciones de los demés iones perma-~

necen iguales,

En la segunda experiencia se dejé estabilizar la piel con Ringer ClNa 1 mM(K)
como solucidn externa, y una ve; alcanzado el estado estacionario se reem-

plazé al Ringer ClNa 1 mM (K) por Ringer ClNa 1 mM (colimna),

CINa1mM (K) —te CINaimM(colina)

i A

CINaImM(col) e——— CINaIMMK)

iy b

A A

Figura III.17s Grdficos experimentales en los que se observan lo;
cambios transitorios y estacionarios del potencial debidos a los
siguientes reemplazoss a) Ringer ClNa 1 mM (colina) que desplaza a
Ringer CINa 1 mM (K) y b) Ringer CiNa 1 mM (K) que desplaza a Ringer
ClNa 1 oM (colina).
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La figura III,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 aumento de potencial estacionario, mientras que al efectuarse el cambio
inverso (K que desplaza a la colina, curva "b") se nota un cowportamiento seme—
jante pero con la polaridad invertida. |

Esta experiencia se repitié utilizando Br y I  como aniones principales obte-

niéndose resultados semejantes a los del Cl, Estos hechos son discutidos en el

apartado 4, del préximo capitule,

En cada serie de experiencias se realizaron 3 determinaciones en 3 pieles dis-

tintas,

8- EFECTO DEL Na SOBRE EL DESCENSO DEL POTENCIAL PROLUCIDO POR LA PRESENCIA DE
HALOGENUROS PERMEABLES (C1~, Br ) A LA PIEL DE RANA,

Se vio en la seccidén III,2 que al aumentar rédpidamente la concentracién del clo
ruro o bromuro en la solucién externa, en la cual previamente el anidn era im-
permeable (8042-0 Glucomato) se producfa un descenso rdpido del potencial. Tal
como se explicé oportunamente (pig. 69) se realizaron las experiencias en pre-
sencia de una alta concentracién de Na para obtener un influjo méximo de halogg
nuro, Con el propésito de poder evaluar la importancia de la presencia de Na en
el descenso del potencial debido a un aumento en la concentracién de halogenuro

' permeables se realizaron las siguientes experiencias.

Se dejé estabilizar la piel de rana con Ringer INa 1 mM (colina) come solucién
externa reemplazando posteriormente al Ringer externo por Ringer CINa 1 mM (cg
lina). La figura III,18 a muestra que el descenso de potencial no es percepti
ble bajo estas condiciones,

En una segundu serie de experiencias se dejé estabilizar la piel con Ringer
INa 50 wM (colina) como solucién externa’mediante un cambio répide se reemplazé
al Ringer externo por Ringer ClNa 50 oM (colina). La figura III.18 b ilustra un

descenso significativo en la diferencia de potencial.
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INa1mM(col) —vte CiNa1mM(colina)- —

X
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.......................................... OmV. ...
INa50mM(col) rie CiNa50mM(coling ) ———4
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Figura I11.18: Grificos en los que se observan los cambios

transitorios del potencial debidos a los siguientes reemplazos}
en la solucién externas a) Ringer ClNa 1 mM (colina) que despla
za a Ringer INa 1 mM (colina); b) Ringer CiNa 50 mM (colina)

que desplaza a Ringer INa 50 mM (colina)
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Experiencias similares en las que se empled K como coidn del Na mostraron
resultados como los observados en presencia de colina. Por otra parte, cuan
do las mismas se realizaron em presencia de Br en lugar de c1 lp respues-

ta del potencial fue semejante a las experiencias realizados en presencia

de este dltimo,

En cada serie de experiencias se realizaron 3 determinaciones en 3 pieles

distintas,
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"CAPITULO

'DISCUSION.




1- DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE DIFUSICN APARLENTE DE CLORURO

En la Tabla III,1 se resumen los datos experimentales obtenidos para las
distintas experiencias de difusién., En la primera se analizé la difusién
del 3601 del Ringer CIiNa 115 mM contra agua destilada, para poder calcu~-
lar el wvalor de (5 , constante de la e(ﬁara, tal como se explica en la pf
gina 55 . Se ha supuesto (pdg. 55 ) que bajo estas condiciones el coe-
ficiente de difusién del ClNa, D, ess DCSD.= 1.35:10-5cn2.8-1. Este va-
lor fue calculado utilizando la ecuacién de Nernst-Hartley extrapolada a

diluecién infinita (Robinson y Stokes, pdg. 288, 1968)s

O RT(M+Y) X X2
_Fz' 1)4\21\ ?o\“" Xz

dondet R: constante de los gasesi Fi constante de Faraday, Ts temperatu-

ra absoluta ( se consideré T= 291.K), Zi ¢ valencia del idn{ j Vi s ndme
ro de 1oneai.que se obtiene por disociacién de la molécula en solucién,
xi, 8 conductancia equivalente limite del iGnL;.L-l indica al catidng
U =2 indica al anién, Para los cédlculos se ha considerado:?ﬁ Na'= 42.8 mf
Int J'b'l equiv-l; y 3\0. = 66 cnz Int JL-le?w.ios datos fueron tomados de
Robinson y Stokes (1968)pdg. 465),

El D real, en esta primer serie de experiencias, no es exactamente igual
a D. debido al efecto del potencial de difusién sobre la difueidn del so
luto, ya que el mismo determina un retardo en la velocidad del C1 y un
aumento en la velocidad del Na+ e« Si colocdsemos en una de las hemicdn:
ras una solucién de ClNa de concentracién mayor a la del Ringer se evi-
tarfa al potencial de difusién, pero bajo eastas condiciones el D serfa
p< D.(Robinson y Stokes, 1968, 6513)., Sin embargo, a los efectos de nues
tras experiencias, el error que se introdﬁce al utilizar la aproximacién
arriba considerada serd menor o dentro del orden de los errores de l;n
mediciones que requieren del conocimiento del valor de D para su elabo-

racién posterior, tal cowmo se explicé en el capftulo II de esta tesis,



.
Tal como se indicé en la plzina &% , mediante D se puede determinar el valor

de (5 (constante de la cdmara), y a través de &1 los valores de D Cl para los
distintos casos,

En la Tabla 11I.1 se observa que ﬁ~01 es mayor para la difusién contra el Rig
ger Gluconato de Na 115 mM, que contra 804Nu2 115 mMj esto se explica haciendo
an andflisis de los flujos en los distintos casos. Cuando el C1 difunde contra
Ringer Gluconato existen tres flujos acoplados: el del cloruro en un sentidos
el del gluconato en sentido contrario y el del Na acompafiando al anién més ré-
pido (C1”) para mantener la neutralidad del medio. En el caso del Ringer SO4Na2
existen cuatro flujos acopladoss el cloruro hacia un sentido, el sulfato y la
sacarosa en sentido opuesto al anteriorj y €l sodio acompafiando al mds rédpido
(Cl-) para mantener la neutiralidad del medio, El hecho de que el cloruro difuf
diese en contra de dos flujos en el caso del SOi_, y contra uno en el caso del
Gluconato, explicaria que el coeficiente de difusidn obtenido sea mayor en es-
te dltimo caso.

Con el propésito de evaluar ﬁ\Br se consider§ ques 1°) los radios idnicos del
c1” y Br difieren entre sf en un 7% (Cl-z 1.81 R, Br= 1,95 1, Robinson y
Stokes, 1968, pdg. 461), 2°) las conductividades equivalentes 1fmites para el
cloruro y el bromuro entre los 0°C-55°C no difieren entre sf en més de un 4%
(Robinson y Stokes, 1068, p4g. 465), y 3°) los coeficientes de difusidn del
ClNa y BrNa difieren en un 7% como méximo, en el rango de concentraciones de
0-2.0 M (Robinson y Stokes, 1968, pdg. 515). '

Por lo que se supuso que, dentro del error experimental de los trabajos aquf

descriptos es licito considerar ques
\ 3
Der= Dz

2- EFECTO DE LOS HALOGENUIOS SOBRE LOS CAMBIOS DE POTENCIAL EIECTRICO DE
LA PIEL DE RANA,

Cuando la cara externa de la piel de rana se bafia inicialmente con Ringer
2~ -
SO4Na2 115 mM y a continuacién se substituye el SO4 por Cl , se establecié

que el potencial eléctrico transepitelial descendid al 53+ % de los valores

iniciales,
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En experiencias similares, en las cuales en lugar de Sof-como anién prinecipal
se usé al gluconatoj cuando &ste fue reemplazado por Cl~ se comprobd que el
potencial eléctrico decrecfa al 55+5% de los valores iniciales., Esto indicarfa

que en laq rana Leptodactylus 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 u-
- 2 + .
sar C1 o SO, como contraiones del Na en el Ringer que bafiaba la cara exter-

na. De manera que la rana L. ocellatus es una especie de caracterfsticas dife-

rentes a otras ranas, en lo que se refiere a permeabilidad y transporte de 012
ruros, sabemos que es el epitelio abdominal de rana coﬁ transporte activo de
cloruro mis efectivo (Zadunaisky y colab. 1963).

El valor del camino de difusidn b del cloruro a través de la capa de agua no
mezclada, se establecié usando dos aniones impermeables diferentes en el Ringer
4 - y el monovalente gluconato, para el primer
caso se obtuvo un camino de difusién para el cloruro de 23 pm, y para el segun—

do &e 27/nm.

El coeficiente de correlacién de la recta de regreesién de los F

inicial, el anién bivalente SO

v
C1(GlucNa) °°
y, 8 de 0,9963 lo cual permite conclufr que el fenémeno no depende

FCI(SO4Na2)
de la carga del ién impermeable que bafia inicialmente a la piel.

El comportamiento del potencial eléctrico es semejante cuando un anién impermeg
ble es reemplazado por c1 o>Br-, pero no cuando el anidn sustituto es I_(Fig.
I11.5) lo cual indicarfa que la barrera en la que este potencial se genera dis-
crimina entre los distintos halogenuros,

La Fig. II1.6 nos muestra la curva teérica de difusién simple integrada en una
sola dimensidn en la que el coeficiente exponencial es igual a & l-l, ajusta
adecuadamente a los datos experimentales obtenidos, La Fig. II1,7 muestra la
recta de regresién, entre los F obtenidos para el cambio rédpido de BrNa por
SO4Na2 vas. los correspondientes F obtenidos para el cambio rdpido de ClNa por

SO4Nu2. Esta correlacién indica que el comportamiento doi Br a nivel de la

barrera sensible es anflogo al del Cl-.
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Se ha calculado un camino de difusién para el Br de 23/pm, habiendo partido de
. N N
la suposicién que DCI- D Br

En esta discusién se ha considerado que el deacenso del potencial es una expre

sién de la permeabilidad de la piel al anién., Podrfa sin embargo suponerse que
el descenso se debiera a cambios de la permeabilidad de la piel no sdlo al a-
nién sino también al catién,

Sin embargo, loa trabajos de Von Petery (1975) en Leptodactylus ocellatus nos

permiten afirmar que en el presente estudio de la barrera externa el descenso

de potencial observado se deberfa a un doble efecto de s a) cambio de permeabi-
lidad y b) al influjo del anién a través de la barrera externa.

Von Petery también hallé que la piel =eabdominal de la rana sudamericana, es per
meable al C1~ y Br-, e impermeable al F y I_. Nuestros resultados confirman

esa descripcién y ademds localizan la barrera externa sensible a los halogenu-
ros,

Ussing (1949) midié un flujo de I , sin embargo en los experimentos presentados
en esta tesis, asf como en los de Von Petery (1975) el reemplazo de un anidn
impermeable por I no produjo modificeciones en el potencial transepitelial,

Es posible que en aquellos casos en que la permeabilidad al 1 medida con un
trazador-radiactivo sea debida, por lo menos en parte, a la existencia de un
dafo de borde(" edge damage". Dobson y Kidder, 1968; Helman y Miller, 1973) ya

q ue los potenciales de interdifusién a través de este artefacto serfa muy pe-
quefios o no detectables si se tiene en consideraciém que en solucién libre las
conductividades de SOi- Yy I_ no difieren en m&s 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 camino de difusi6n qué osclila entre 20 a 3Q/um hasta alcanzar
la barrera sensible a su paso. La localizaciGn de dicha barrera en base a los

valores de é obtenidos se discuten en la préxima seccién,
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3- EFECTO DEL SODIO SOBRE EL POTENCIAL ELECTRICO DE LA PIEL DE RANA,

Se estudid el efecto del sodio sobre el potencial de la piel de rana en presen
‘cia de 8042- y de los halogenuros Cl-, Br o I-; se realizé la experiencia con
los halogenuros siendo el coién principal del Na+ en un caso la colina y en o-
tro el K,

a- Efecto del 8042- como principal contraién

Se ha utilizado el mismo equipo descripto por Cereijido y col. (1974); ellos
realizaron la misma determinacién pero siguiendo los cambios transitorios de 1la
corriente en corto-circuito, mientras que en este caso se estudian los cambios
transitoriog en la diferencia de potencial,

Al comparar la figure 1II,8, en la que se observan los potenciales normalizados
promedio obtenidos vs. tiempo y las curvas teéricas que mejor aproximan a los
datoa, con la figura 7 del trabajo de Cereijido y cdh., en la cual se observan
las corrientes en corto-circuito normalizadas promedio vs., tiempo ®n sus res-
pectivas curvas teéricas que me jor aproximan, se observa que no hay una diferog
cia significativa en la longitud y propiedades del camino de difusidén al ser me
dido por uno u otro método.

A partir.de la curva teérica que mejor aproxima a los datos experimentales fue
factible estimar el espesor del camino de difusidén, pero para ello fue necesario

evaluar al coeficiente de difusién aparente del sodio ) . Kidder y cola.(1964)

Na
hallaron que sus datos de cambios transitorios de potencial para cambios rf&pidos
~de la concentracién de Na+ en la solucién externa, se ajustan a valores de S
que se hallan acotados entre 20 y 2§/pm, habiendo supuesto que ﬁlNa se halla
acotado por los siguientes valoress !5:10-e y 10 cm .s-l.

En ausencia de una precisa informacién cnunﬁitativu, el rango de valores de

Dho por ellos utilizados parece ser apropiado. Estos autores consideraron que
érepreaentu al espesor de la capa de agua no mezclada de solucién que acompaiia

a la membrana, Ellos realizaron también experiencias de cambio répido utilizando

una membrena de intercambio catiénico y obtuvieron un valor para la capa de

agua no mezclada de 20/pm bajo condiciones moderada de agitacién, Este resultado
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difiere, sin embargo, del informade por Ginzburg y Katchalsky (1863), que halla
ron una capa de azua no mezclada de 25)um en membranas sintéticas, bajo condicig
nes de intensa agitacién,

Hoshiko, Lindley y Edwards (1964) obtuvieron para el corium de la piel de rana
un valor de 4.2:1.0-6 cu s_l para el D . Dainty y House (1965) utilizando la

N
suposicién arbitraira que D (en el corium)-DN (capa de agua no mezclada de la

K
membrana externa de la piel de rana)= 4x10-6cm .5-1, obtuvieron los siguientes
resultadoss cuando la agitacién 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 am
para la interna. Para condiciones de agitacién rigurosa (500 revoluciones por
minuto) los valores fueron de 30 y 140/nm respectivamente,
Lindemann y Gebhardt (1973) encontraron que para cambios de voltaje hiperpola-
rizantes (solucién 1nicial)t[ K+} 80 mM, (Na+‘l $ 0 mM; solucién de cambios
[K+] $ 0 mM, [Na+] s 80 mM), los valores de éestaban acotados por 10 y 15 um,
Para cambios depolarizantes encontraron que las cotas inferior y superior decS
erans 14 y 20)un, respectivamente. El valor de ﬁ‘Na por ellos utilizado fue de
5 x 10-_'Gcm2.s-l.
Cerei jido y col.(1974), utilizaron: D\Na- leo-ecm2.s-1, para el andlisis de
los cambios transitorios de la corriente en corto-circuito, debidos a un cambio
rdpido en la [Na] de la solucidén externa, encontraron que éee halla acotado por
20 y 3o/um.
Para realizar los cédlculos se asumié la suposicién de Kidder y col.(1964), esto
es que el D\Na estd acotado por 5x10-6 y 10-.5 cmz.s_l, y se ha hallado que b
tiene como cotas inferior y superior los valores 16 y 22/nm respectivamente, (Los
cdlculos se realizaron considerando que el coeficiente exponencial de la curva
de mejor aproximacidén ess b s-l, tal como se observa en la fig. 1II.8).
A lo largo de esta tesis se hizo uso del concepto del camino de difusiém ;’, sin
embargo en necesario determinar y analizar en mds detalle qué representa este

valor.iAcaso solamente evalda la capa de agua no mezclada o abarca también la.

difusién en el estrato cérneo?,



Gebhard, Fuchs y Lindemann (1972) escriben: "Debe tenerse en consideracidn-sin
embargo~ que la capa de agua no mezclada real contiene subcapnas de material or
génico, muy prohablermente incluyendo al estrato cérneo, el cual contribuye a-
proximadariente a la mitad del espesor de dicha capa. Los coeficientes de difu-
sién serén diffcilmente iguales en estas capas. Por esta razén la localizacién
de la membrana que responde a los cambios de concentracién de la solucién ex-
terna basada en los datos de retardo de potencial es dificultosa, sino imposi-
ble",
Sin embargo, los estudios de la actividad ATP-deica 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
(1977) y a Nagel (1977) a la conclusidén que exieten buenas evidencias acunuladas
para afirmar que la membrana que responde a los cambios de la actividad del so-
dio de la solucién externa [Na]e se localizar{a a nivel de las membranas apica-
les de las células del estrato granuloso. Nagel (1977) determiné los cambios
en las diferencias de potencigl a través de la misma en funcién de la concentra-
ci6n'externa de[N;l(manteniendo Na interna igual a‘uo'mu en todas las medicio-
nes)s hallé una recta cuya pendiente es de 33.441.8 mﬂéeq. [Na}e. Fuchs, Larsen
y Lindemann (1977) lograron evaluar la permeabilidad de dicha nembran;'y la va-
riacién de la misma para distintas concentraciones de sodio externo.
Tomando en cuenta estas consideraciones y teniendo presente que no te ha hallado
una diferencia significativa entre los .valoresSde los caminos de difusién para
el Nn+, y el Cl-, puede inferirse que la barrera sensible al paso de los haloge-
nuros permeables coincidirfa con la del sodioj; y ambas tentativamenie se locali-
zarien a nivel de las membranas apicales de las células del estrato granuloso,
b— Efecto de los halogenuros Cl_, Br o I como principal contraién.
La figura II1.9 ilustra las curvas obtenidas en el polfgrafo debido a cambios
rdpidos en la concentracidén externa de Na en presencia de una alta concentracién
de halogenuros. Se observa que las mismas son seme jantes a las obtenidas para el
éambio rdpido de Na cuando la piel est&vexpuesta a una alta concentracién de

5042" (Figura 11.4).
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Se graficaron los valores normalizados promedio vs, el tiempo y se ajustaron las
curvas teéricas que me jor aproximaban a los datos, siguiendo el mismo procedimien
to que en el caso del sof".

Se observa en las figuras III,10, III,11 y III.12, que la curva tedrica de coefi-
ciente exponencial 3 o-l, se ajusta & los datos experimentales para los tres ca-
sos ( o sea para la piel estabilizada con una alta concentracién de Cl_, Br o
I—). Bn base a esto y considerando Que el coeficiente de difusién aparente del Na
(o s

te, se deduce que el camino de difusi&n'bestd acotado por 20 y 29/pm. Al comparar

a) tiene como cotas inferior y superior as lee-sy 10 cmes-l, respectivamen—
se este valor con el hallado para el caso de ger Sof-el contraién del Na se cons-
tata que no kay una diferencia significativa entre ambos,

Con el propésito de analizar la posible 1nf1uencia de la colina en el proceso es
que se han repetido las experiencias anteriores pero utilizando K como coién del
Na,

La figura III.13 ilustra las curvas experimentales obtenidas para los distintos
halogenuros (Cl_, Br y O I-). Las mismas son semejantes a las anteriores por lo
que se graficaron los valores experimentales normalizados promedio vs., el tiempo,
y las curvas teéricas que ﬁejor aproximaban a los mismos (figurass III,14, III.15
y I11.16), cuyos coeficientes exponenciales en los tres casos es de 2 0_1; A par-
tir de esta observacién y tomando, nuevamente, como cotas inferior y superior de
D‘Na a -’)x].O_6 ylo-scm.s-l, resulta que éestﬁ acotado por 25 y 36/um.

. De estos resultados se puede inferir qveé los halogenuros CL-, Br y I no afectan
en forma particular a los cambios transitorios del potencial debidos a un aumento
de la concentracién del catién en la solucidh externag asimismo el coidn (K+ o ce
l1ina) no afectarfa significativamente al camino de difusi6n& del Na.

En el prodximo apartado se analiza el efecto de la colina sobre la diferencia de

potencial eléctrico de pieles expuestas a alta concentracién de halogenuro,

4- EFECTO DE LA COLINA SODRE LA DIFERENCIA DE POTENCIAL ELECTRICO DE PIELES
EXYUESTAS A ALTA CONCENTRACION DE HALOGENUROS

' +
El coién que acompaifia al Na en la solucién Ringer del ba%o externo afectarfa la

evolucién de loe cambios transitorios de potencial que se producen por un aumento
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de Na en la solucidén externa. Las experiencias en las que en la solucién externa
se intercambié K por colina y viceversa manteniendo el resto de los componentes
constantes, permiten analizar eeste fendmeno.

La figura 111,17, ilustra las curvas obtenidas en el poligrafo., Se observan dos
componentes a los cuales se debe hacer referencias un primer componente transi-
torio, posiblemente un potencial de interdifusién, que tendrfa su origen en la
capa de agua no mezclada sobre la superficie externa de la piel, y un segundo
componente que corresponde a un potencial estacionario, que no podrfa ser expli-
cado por el mismo mecanismo ya que por las caracter{sticas de los potenciales en
las capas de agua no wezclada estos presentan como proiedad fundamental su ca-
rdcter transitorio.

En las experiencias en las que el K desplazd 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, Cuando el K fue reemplazado por colina, el potencial ini-
cial que fue de 4 a 6 mV se elevé a 6-8 mV como potencial estacionario final,

El componente transitorio inicial deterniné un aumento de potencial para el cam-
bio de K por colina, cuyo mdximo oscilé entre 3—4 mV por sobre el potencial ini-
cial, miéntras que para el cambio inverso se observ6 un descenso de potencial
previo al cambio cuyo mfnimo wvalor fue de 3-4 mV por debajo del inicial. Este
componente puede interpretarse como un potencial de interdifusién de colina y
potasio a nivel de la capa de agua no mezclada, ya que el fenémeno tiene lugar

inmediatamente después de producido el cambio, siendo su duracién 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 solucién libre del K es superior a la de las aminas
cuaternarias apoyarfa esta hipdtesis, y exﬁlicarfa la polaridad de dichos cam-

bios transitorios, ya que la conductancia equivalente 1fmite de las aminas cua-
ternarias tienen valores que oscilan entre 24-61% de la conductancia equivalen-

te 1fmite del K(Apéndice 6,1 y 6,2 de Robinson y Stokes, 1968),
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La diferencie de potencial estacionario podr{a explicarse en base a los resulta-
dos y conclusiones de Macey y Koblick (1963) quienes han analizado el aumento de
la corriente en corto-circuito cuando se reemplazaba al K+( o Mg2+) por colina,
como coidn del Na,

Estos autores observaron que el principal reéponuable del significativo aumento
de la corriente en corto~circuito (52% con respecto a la piel equilibrade con K
como coién del Na, y 36% con respecto a la piel equili?rada con Mg2+) era el in-
flujo del Na a la piel (obaservaron un aumento del 75% del influjo del Na en pre-
sencia de colina). Yor otro lado, Kirschner (1960) y Koplick (1959) observaron
que la colina es levemente permeable a la piel de rana (P es 6:10-4 cm/h segdn
Kobick (1959) y segdn Kirschner (1960) es un valor que oscila entre 4.4 110—4cq/h
-s.sxlo""cm/h) .

El fenémeno discutido en este apartado no podrfa ser causado por la presencia

del principal anién presente ya que se observaron resultados similares a los de
Cl” en presencia de Br y 1 s siendo eite Gltimo imperacable a la piel,

El tiempo que media entre el cambio del coién (Ke—dcolina) y la estabilizaeién
del potencial transepitelial es menor de 700 ms lo que sugiere que el sitio o por
lo menos uno de los sitios donde la colina manifiesta su accidn sobre el poten-

cial de la piel se localizaria a nivel de la barrera externa.

5- EFECTO0 DEL Na SODRE EL DESCENSO DEL POTENCIAL PRODUCIDO POR LA PRESENCIA

DE HALOGENUROS PERMEABLES (Cl , Br ) A LA PIEL DE RANA.
Al compararse las figuras 18"a y b, considerando que en los dos casos la concen-
tracién de halogenuro es siempre la misma (98,40 mM) se observa claramente que

+
el cloruro necesita de la presencia del Na para producir el fenémeno eléctrico

en la piel, ya que a bajas concentraciones de Na+ (1 mM) no se cbserva un cambio
de potencial significativo al intercambiar I- por Cl-, pese a las altas concen-
traciones de estos nnionea. Sin embargo, en presencia de una mayor concentracién
(50 mM) del catién, al realizarse el cambio, se observaron cambios significatives
en la diferencia de potencial, |

A 1 repetir la experiencia en Br-, en vez de Cl-, se obtuvieroun resultados seme-

jantes a los obtenidos cuando se introduce Cl , de lo cual se concluye que la.
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entrada de C1~ y Br a la piel es Na-dependiente, ya que como se ha aclarado
previamente (pdg. 88 ) el descenso del potencial indicarfa la entrada del ha-
logenuro al epitelio.

Los estudios que se presentan en esta tesis no sélo concuerdan con los de Von
Petery (1975) que observé que "entre 2 y 9 mH de [ClNai}e se activa un canal
espec{fico para el cloruro, de modo que todo aumento posterior de [ClNa-le pro-
duce un descenso de la diferencia de potencial™) sino, que establece la posible

localizacidén de la barrera responsable del fenémeno.

6~ CINETICA DE ENTRADA DE LOS HALOGENUROS C1~ y Br A LA PIEL DE RANA

La rana sudamericana Leptodactylus ocellatus, a diferencia de las ranas suropeas

Rana temporaria y Rlana eaculenta, poseen una permeabilided significativa al Cl-y

al Br , mientras que son impermeables al 1 sy tal como fue demostrado por Vomn
Petery (1975) y muestran los resultados de esta tesis,

En la presente tegis se ha determinado que la barrera externa sensible al pasaje
de claruro Yy bromuro serfa 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. -

Estos hechos nos llevaron a analizar detenidamente las curvas de las experiencias
en las que se estudibf el efecto del Na sobre el potencial de pieles expuestas a
altas concentraciones de diversos haloggnuros (apartado II1,3) con el fin de uclE
rar parcialmente, la cinética de entrada de los halogenuros a la piel de rana,

Al analizar los cambios transitorios del potencial por efecto de un cambio en la
concentracién de Na de la solucién externa en presencia de una alta concentracién
de halogenuro (C1 , Br , 1) riendo la colina el coién principal del Na' (Fizura
111.9) se observa que, en presencia de halogenuros permeables (Cl-, Br-) una vez
alcanzado el mdximo valor de pbtenciai'en el proceso de difusién y entrada de Na
en la piel, aparece un fenémeno de descenso de potencial que no se observa en pre
sencia del halogenuro impermeable (I_). Al realizar los mismos cambios rdpidos en
presencia del k' como coidén del Na+, se observa un comportamiento andlogo (Fig.

1I1.13). La figura IV.,1 ilustra un esquema general del fenémeno.
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Al analizar las curvas obtenidas como resultado de cambios rdpidos de la concen-
tracién de Na de la solucidén externa en preasencia de SOi-, tampoco se observa
descenso inmediato alpuno del potencial (Figura II1.4),

Este fenémeno no es atribufble a una salida de colina de la piel, ya ques 1)
ocurre aflo en presencia de c1” y Br 9 ¥ no de I-, ¥y 2) ocurre en presencia de
otros coiones (K). Tampoco es atribufble a cambios de la presién hidrostdtica de
la piel por efecto de la inyeccién ya que si esta fuese la causa, el fendmeuno se
debiera ver en otras condiciones, que no fueron observadass por ejemplo el reem-
plazo de halogenuros en presencia de una baja concentracién de Na (Figura I11,18)
El fendémeno aquf descripto tampoco serfa sipilar al observado por Lindemann y
Gebhardt (1973). Los autores describieron un descenso de potencial que aparece in-
mediatamente después de un rédpido aumento transitorio debido a un cambio répido en
la concentracidén de Na® de la solucién externa en presencia de un anién impermea=
ble (8042— o gluconato). Los experimentos los realizaron con epitelios aislados de

Rana esculenta, Rana ridibunda y Rana tewporaria, y como solucidén interna utiliza-

ron un Ringer con muy alta concentracién de K (95 mM), A diferencia de lo realiza-
do por Lindemann y Gebhardt, las experiencias descriptas en esta tesis fueron efeg
tuadas en condiciones muy distintass se utilizaron pieles completas, y la solucién
interna fue en todos los casos Ringer ClNa 115 md ( (x*} t 2.4 mM), Para el cambio
répido de Ringer SO4Na2 1 mM que es reemplazado por Ringer SO4N¢2 50 mM, observa~
mos un cambio transitorio del potencial que alcanza.su velor wdximo en aproximada-
mente 500 ms, y no se observé en ningin caso un desconso inmediato posterior tal
como informaron Lindemamn y Gebhardt,

Tampoco es atribufble el fenémeno al "daiio del borde" ("edge damage") causado por
la presién de ajuste de los bordes de la cémara sobre la piel, pues de ser éste

el caso la conductividad a través de la lesidén del borde no tendrfia porqué presen-
tar la selectividad que se observé ya que a iravés de este camino la difusidén de
los distintos iones debiera hacerse como en solucién libre, )4s ady, " el caso
que existiera cierto '"daiio de borde", el mismo tenderfa a disminufr la selectivi-

dad del fenémeno ya que, en paralelo a las rutas existentes, se crearfa una nueva

vfa inespec{fica. De manera que los resultados que se presentan pueden inclueo
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subestimar la selectividad que la barrera externa presenta a los halogenuros.

Cerei jido y colaboradores (1974) informaron en sus trabajos con Lepdodrctylus

ocellatus del fendmeno que se estudia en esta tesis, pero no fue aclarado en
aquel trabajo la posible localizacién del mismo y los cambios répidos que ocu-
rren., Los citados autores observaron que en condiciones de corto-circuito,
cuando la piel estd baifada por Ringer ClNa 105 mM en el lado interne y Ringer
ClNa 1 mM en el lado externo, el rdpido reemplazo del Ringer del lado externo
por Ringer CINa 50 mM, permitié observar en un 70% de sus determinaciones un
descenso de la corriente en corto-circuito una vez alcanzado el mdximo. Y en un
37% de los descensos observaron que una vez alcanzado un valor mfnimo, la cor=-
riente caumentaba levemente hasta alcanzar un valor estable,

En esta tesis se describen las experiencias que establecen que cuando las pie-
les estdn bafadas en el lado externo con una solucién Ringer xNa 1 mM, donde x
representa s cl” o Br-, siendo el coién del Nas colina o K, en un 90% de los
casos ee produce un descenso de potencial, una vez alcanzado el valor mdximo
de diferencia de potencial por efecto de una inyeccién de Ringer x Na 50 mi!,

siendo el coién del Na colina o K., En ninelin cago se observé el fendmeno de

descenso de potencial en presencia de aniones impermeables (5042-, I-).

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
permitirfa que la barrera externa se haga sensible al C1” o al Br.

Entre las posibilidades que podrfian explicar.el mecanismo por el cual activa
el Na se deben mencionar: 1) que el Na, al alcanzar una concentracién determi-
nada, actie neutralizando sitios negativos de la barrera externa de manera de
permitir la entrada de Cl o Br y o bien 2) que sea el potencial a través de
la barrera externa, producido per el Na el que ocasione un cambio de permea-
bilidad al €1~ o Br ,

En epitelios de baja resistencia ("leak" en la nomenclatura de Fr¥mter y Dia-
mond, 1872), Moreno (1975) observé que las rutas que siguen el Na' y el C1~ son

paralelas,
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Fioura IV,1: Esquema de los cambios transitorios de potencial obtenidos
por un cambio rédpido en la concentracién de Na en el Ringer que Lafia la
cara externa de la piel, y el posterior fendmeno de descenso de poten-
eial.y | 566430 ms,} 1 3.1522222 mey AV'= 0.38 (+ 0.04)AV, n=12 ( se

tomaron al azar 12 observaciones de los siguientes cambios rédpidoss: Ringer
xNa 1 mM (colina) que es reemplazado por x Na 50 mM (colina), Ringer x Na 1
mM (K) que es reemplazado por Ringer xNa 50 mM (K); donde x representa Cl o
Bl‘-)o

Frémter (1972) y Frémter y Diamond (1972) determinaron en este tipo de epite-
lios que el 95% del influjo pasivo de iones ocurre -a través de las "uniones es
trechas" (tight junctions). Moreno (1975) determiné que existirfan uniones es-
trechas especificas para la entrada de sodio que serfan bloqueables por 2,4,6
~triaminpirimidina (TAP) u drogas andlogas, y serfian canales hidratados de un
didmetro que oscilarfa entre los 10 a 20 R s en los cuales los grupos acfdicos
ionizados determinarfan la especificidad de los mismos, los ligandos dentro de
este tipo de canales (probablemente los mismos grupos acfdicos) se comportan
como fuertes aceptores proténicos (Moreno y Diemond 1974 a, 1974b, 1975). Por
otro lado, el mismo autor sugiere (1975) que existirfan sitios especificos para
la entrada del Cl-, que son insensibles a la presencia de drogas del tipo de TAP,
Balaban y Mandel (1978) estudiaron el efecto del TAP sobre un epitelio de alta

resistencia ("tight") en la nomenclatura de Frimter y Diamond, 1972) y obser-
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varon que el mismo inhibe al movimiento transcelular 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 (vesfcula biliar) en forma
similar al TAP, Por lo que, estos autores concluyeron que, aparentemente los si-
tioa de entrada de Na en la piel de ;ana Y las "uniones estrechas' del epitelio de
la vesicula 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 otrm. Los trabajos de borel y Leblanc (1975) y de Nagel (1976) demuestran
que uniones similares existirfan en los epitelios estratificados de alta reaisten-
cia, En base a dichos trabajos, Nagel (1977) concluyS que el Na que ingresa al e-
pitelio a través de la barrera externa se distribuirfa en las células de los dias-
tintos estratos por la difusién del ién a través de las uniones celulares, de wa-
nera que todas las células de este estrato participarfan 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 Lepto-
dactylus ocellatus, como as{ de la importancia de las "uniones estrechas" y de las
uniones comple jas intercelulares de alta conductividad en el transporte transepite-
‘lial de cloruro,

Resumiendo, los estudios de esta tesis demuestran que existe un mecanismo de en-
trada de los halogenuros c1~ Yy Br  activado por la presencia de Na, que se loca-
lizarfa a nivel de una barrera externa cuya distancia, determinada por el método

cinético usado en esta tesis, se hallarfa préxima al borde externo.

7- CIRCUITOS EQUIVALENTES ALTERNATIVOS QUE CONTEMPLAN EL DESCENSO DE POTENCIAL
TRANSEPITELIAL DEBIDO A LA PRESENCIA DE UN HALOGLNURO PERMEABLE (C1=, Br~)
EN LA SOLUCION EXTERNA.

En 1972, Schultz demostré que un mismo circuito equivalente explicarfa los dis-

tintos perfiles de potencial observados en epitelios de alta (piel de rana,vejiga
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urinaria, etc.) y baja resistencia (ileum, tdbulo renal, etc.). En la figura

IV,2 representamos dicho circuito,

Ew
Re
+

R R4
A NNANN——— L ANV N—

$0

Rs
AANANAANAN

Figura 1V,23 Circuito eléctrico equivalente propuesto por Schultz(1972)

Frémter y Gelber (1977) han recurrido a un circuito similar para analizar lae
propiedades de transporte del epitelio de la vejiga urinaria de Necturus, el
cual es un epitelio de alta resistencia ("tight") como la piel de rana., S{
bien el epitelio de la piel de rana es'estratificado, es posible, en primer
aproximacidén, aplicar los circuitos citados a tal epitelio, dedo que la con-
ductancia de los puentes intercelulares hace que sea eléctricamente andlogo

a los epitelios simples (Morel y Leblanc, 1975, Nagel, 1978),

Siguiendo la nomenclatura original dada por Schultz (1872) en este circuito
Em designa una fuerza electromotriz operando a través de la membrana mucosa o

externa, Rl es la resistencia interna de esta baterfa y 32 es la resistencia

de un camino paralelo a través de este membrana. Bs’ R3 y R.4r son los respec-
tivos pardmetros de la membrana serosa interna. R5 designa la resistencia de

un camino paralelo transepitelial extracelular, '"m", "¢" y "g" representan a
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los electrodos mucoso, intracelular y seroso respectivamente, Todas las dife-
rencias de potencial eléctrico estdn dadas con referencia al potencia de la

solucién mucosa el que es coneciderado icual a cero. La solucidén de este cir-
cuito para el potencial eléctrico a través de la mombrana mucosa (‘+’mc) yel

potencial transepitelial (\+'ma) es

\an -[( R 4R _+ 35) Ey Ry - nl Ip B, RJ . nll (4.1)

\V"’-[E, R +Ey Rm] Rﬁ“-: (4.2)

dondes

nﬂl'“2/“1+“2
R =R R + R
s 4/ 3 4

Rt - RlRm + RSR. + Rs

Estas soluciones toman en cuenta las orientaciones de las fuerzas electromotri-
ces como se ilustra en la figura IV.2, As{ para un valor positivo de E; Ry o Eg
R,; indica que las baterfas estdn orientadas como en la figura, un valor negati-
vo indica una orientacién inversa. Debe notarse.que Ep estd orientado en le mis-

ma direccién que E,.

Es claro que, solamente cuando la resistencia del camino extracelular es mucho
més grande que el transcelular ( o sea: R577 (Rl R, + Ry Rs) o (115/ Rt )=1),
seréds

k‘Vmc:“ o P (4.3)

&/ms' E, Rs + E "h (4.4)

En la presencia de un camino paralelo de baja resistencia (Rs/Rt_f‘: 0) la rela-

cién RjR ¥y R3Rs simplemente definen a la magnitud mimima de E,R, necesaria pa-
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ra revertir la influencia de EmRm sobre““;c. Ertonces, en general, cuando las

fuerzas electromotrices estdn orientadas como en la figura IV,2 serds

\‘) nc< 0 cuando E.R' > [( Ral%. + Rs)/nlnm] Eman (405)

Ync < 0] cuando EBR.5 ( [(nan. ms)/nlnﬂ] EnRp (4.8)

De esta manera es aclarado el hecho de observarse perfiles de potencial distin-
tos para epitelios de alta y baja resistencia,

Tomando como base al citado circuito, se podr{fa adjudicar el fenémeno de descen-
so de potencial a la presencia de un halogenuro permeable en la solucién externa

que podrfa producir una disminucién del valor de Rl, R2 y/o R De esta manera

5
el potencial de la bateria Es se parfa sentir mds sobre la porcién del circuito
andlogo y dando valores adecuados se puede comprobar que podria explicarse la
caida observada,

Una segunda alternativa para explicar el descenso de potencial cuando @ aumenta
la concentracién de Na acompanado por cl” o Br-, serfa agrescar al circuito ana-
lizado una fuerza electromotriz en paralelo y en sentido contrario a Eh’ tal co-
me se ilustra en la figura IV,3, y que representarfia el potencial de difusién de
€1~ o Br . Sin embargo, en ambos casos esta modificacién del circuito explica-
rfe los potenciales estacionarios al principio y final de la experiencia ya que
pars explicar los cambios transitorios se deﬁerfa recurrir a la introduccién de
capacitancias o bien resistencias variables,

De todas maneras una: modificacién 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 mismas condiciones de cdlculo que las impuestas en el caso anterior, vie-

ne dada por la siguiente expresidns

- E R
m m m R\
L,»‘s ( ]T.+E,;:_s_ E'n R, Rg /R, + R, + Ry (4.7)
1 3



donde
\ \
R -nl.n 1°Rz +R o (4.8)

TR_+RV_ 41 4R\
17 e T,

(4.9)

_|—— [2
o ' | | \_Nﬁm

Ry ™
C )
D «
Rz ) ____JNAA/vtmﬂ/\__
A N\—
o— —

N Y

Figura IV,33 Circuito propuesto que contempla el descenso de potencial
por la presencia de cloruro o bromuro en la solucién externa. Ver ex-
plicaciones en el texto,

A fin de aclarar las propiedades eléctricas que se estudian en esta tesis, se-

rfa de gran utilidad un estudio mediante microelectrodos que permitirfan eva-

luar los distintos componentes del circuito,
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CAPITULO V)




Kidder y col. (1964) desarrollaron una técnica que permite seguir los cambios
transitorios del potencial debidos a una rdpida modificacién de la concentra-
cién de Na en la solucién que bafia el lado externc de la piel, Utilizando la
ecuacién de difusién libre integrada entre 0 y é(Crunk, 1956) dondecs es el
camino de difusién, y haciendo uso de la relacidn logarftmica entre el poten-
cial y la concentracién de Na del Ringer que bafia la cara externa (Hoshiko,
1961) observaron que para ciertoa'valorea del término exponencial las curvas
tedricas describen adecuadamente los cambios transitorios del potencial eléc-
trico,

Ellos supusieron gque b correspondfa a la capa de egua no mezclada que acompaiia
a la piel (Noyes y VWhitney, 18973 Nernst, 1904) y supusieron que el valor de
I»Na entd entre:s 5::10-6 y 10—5 cmz.s-l. 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, 19663 Gebhardt
Fuchs y Lindemann, 1972). El andlisis de los cambios transitorios de la comien

te corto-circuito por efecto de un cambio rdpido en la concentracién de Na de

le molucién externa en Leptodactylus ocellatus, también permiti6 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 reemplazoe de concentraciones de haloge-
nuros en la solucién externaj como asi también la influencia que tienen estos
cambios sobre los potenciales producidos por la modificacién de Na.

Mediante el empleo de una técnice similar a la desarrollada por Kidder y col.
(1964) se determiné el valor de é para el caso de un aumento répido de la con-
centracién de Cl~ en la solucién externa (anién para el cual la piel es permea-
ble).

Este valor fue comparado con el:) obtenido'para los cambios de potencial pro-

ducidos por el rdpido aumento de Na en la solucidén externa, .

Este primer grupo de experiencias se realizaron reemplazando el principal anién

(so 2~

4 "0 gluconato) por ién cloruro, estableciéndose que las caracterfsticas
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de los primeros no tienen influencia sobre el camino de difusi&nké.

Mediante la elaboracién de los datos se han podido hallar los valores de los
coeficientes exponenciales de la curva de mejor aproximaciéng y a partir de
los mismos se pudo conocer el valor de las relaciones D\Cl/$2. Con el propé-
sito de despejar 1-5 se tuvo que evaluar D‘cl.
Por ser D' _ un coeficiente de difusién de diffcil evaluacién tedrica, se re-

currié a uﬁlsfmil mecdnico a través del cual se reprodujo parcialmente los dig
tintos gradientes que se originan por efecto de los cambios rdpidos. El método
se basé en la técnica desarrollada por Kreevoy y Wewerka (1967); en el cual se
determina el coeficiente de difusién mediante la medicién de flujos a través
de diafragmas de milipore,

Una vez hallados los valores de D\c1 se pudo finalmente calcular é « Bajo es-
tas condiciones el camino de difusién encontrado correspondié a 23 pn para el
caso en el que se utilizé Soj- coro anién inicial, y de 27)nn para el caso en
el que se utilizé gluconato,

Con el propésito de observar el comportamiento de la piel de rana frente a di-
versos halogenuros se realizaron experiencias egimilares en las que se utilizé
Br y I  en vez de Cl como aniones reemplazantes de 8042'. Para el caso de Br
ge hallé que su comportamiento es semejante al del cl” y ¥ el valor hallado pa-
ra é fue de 23me. El I se comporté como impermeable a la piel, pues no se ob-
servaron cambios transitorios de potencial al introducir al mismo desplazando
al SOE .

A partir de estos resultados se concluyé quet 1) de acuerdo a lo observado por
von Petery (1975), el c1 y el Br producen una similar cafda del potercial
transepitelial cuando estos iones reemplazan a un anién impermeable mientras
que el 1 se comporta como impermeable parm la piel de rana, 2) la presencia

de aniones bivalentes no sodifica el é de difusiér del cloruro y 3) tomando en
consideracién que no se ha hallado una diferencia signific#tiva entre los valo-
res aproximados de los caminos de difusién del Na+ y del Ql- para combios
rdpidos de su concentracién en la solucién externa, 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 membrana ue responde a los cambios de la
actividad del Na de la solucién 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 rensible al pasaje de cloruro se locelizarfa al mismo ni-
vel que la del Na se podrfa sugerir como sitio probable de la barrera externa

al C1 1la superficie apical de las células del estrato granuloso,

De los estudios de la cinética del Na a través de la cepa de agua no mezclada

y su entrada a la piel en presencia de una alta concentracién de los halogenu-
ross Cl-,Dr-,'I-; en las que el principal coién fue la colina o el K+, se con-
cluyé que la difusidén del Na * en la capa de agua no mezclada y su entrada a

la piel a través de la membrana externa no se ve afectada por la presencia de
los distintos halogenuros,

En el caso en el cual se utilizé colina eomo coién del sodio, se obtuvo valores
de b entre 20 y 29/um pera todas las experiencias de la serie, mientras que
cuando el coidn fue el K+ los valores de é)estaban entre 25 y 351um, por lo que
ambas valores no diferirfan.

El efecto de la colina sobre los cambios de potencial transepitelial cuando es=- -
ta se encuentra presente como coién fue analizado en mayor detalle, Se estudid el
efecto de la colina sobre la diferencia de potencial eléctrico de pieles expues-
tas a alta concentracién de halogenuro y baja de Na, mediante el reemplazo rdpi-
do de colina por K y viceversa, en la solucién externa. Se observaron dos compo-
nentes, uno transitorio y otro estacionario, que presentaban distinta polaridad
en funcién del coién reemplazado. El componente transitorio fue interpretado co-
mo potencial de interdifusién de colina y potasio, q ue tendrfa lugar en la ca-
pa de apua RO mezclada, mientras que el segundo componente se pudo explicar en
base a los resultados y conclugsiones de Macey y Koblick(1967), quienes han medi-
do un aumento en la corriente en codmci;cuiﬁo cuando reewmplazaban colina por K,
El andlisis del tiempo de estabilizacién del potencial transepitelial estaciona-
rio permitié§ sugerir que el sitio o por lo menos uno de los sitios donde la co-
lina manifiesta su accién sobre el potencial de la piel se localizarfa a nivel

de la barrera externa,

-~107-



Los cambios de potencial eléctrico que se producen en presencia de los halogenu-
ros Cl~ y Br son dependientes de la presencia de sodio, Esto se dewostr§ en ba-
se a experiencias en las que se estudid la cafda del potencial que produce la iE
troduccién de C1~ o Br en reemplazo de I en presencia de bajas (1 mM) y altas
(50 mM) concentraciones de Na.

Al analizar los cambios transitoriog del potencial por efecto de un cambio en la
concentracién de Na de la solucién externa en presencia de una alta concentracién
de halogenuro (C1~, Br , I ) siendo colina el coién del Na (Fig, I11.9) se obser-
va que en presencia de los halogenuros permeables (Cl-, Br-) una vez alcanzado

el méximo valor de potencial en el proceso de difusién y entrada del Na a la
piel, aparece un fenfmene de descenso de potencial, y el mismo no es obser;udo

en presencia del halogcenuro impermeable (I-). Al realizar los mismos cambios ré-
pidos en presencia de K como coién del Na, se observa un comportamiento andlogo
(Fig. 1I1,13).

El incremento simultdneo de Nﬁ al que acompafia como contraién el Cl o el Br o-
casiona un aumento inicial del potencial transepitelial que luego desciende para
estabilizarse en un valor estacionario. El endlisis de estos resultados indicaron
q ue el incremento inicial se debe al ?fecto que el Na tiene sobre el potencial
transepitelial mientras que la mds tardfa cafda (566430 ms) se deberfa a un efec-
to del anién permeable (C1~, Br ).

A través de un anfilisis de estos datos se concluyé que el descenso observado es
debido a la entrada retardada del halog;nuro, que necesita de la presencia de una
concentracién mfnima de Na para poder ingresar a la piel, Estos resultados permi-
ten sugerir la existencia, a nivel de la barrera externa, de un mecanismo de en-
trada para los halogenuros permeables a la piel que es activado por el Na,
Finalmente se discutié la posible localizacidén de los sitios de entrada de los
halogenuros permeables y se analizé un circuito equivalente y sus alternativas
que contemplan el descenso de potencial por la presencia de un halogenuro per-

meable,
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APENDICE

Sean dos compartimentos 1 y 2, llenos de una solucién de concentracién Clen 1 Yy

cNen 2, tal que C* > c™ . Los compartimentos estén separados por un diafragma

¥ la sustancia C fluye extecionariamente desde 1 hacia 2.

Esquematizandos

Y

x- 4

P B diafragma
Xx:0 f 6

c \/1

Se denominas
Vls volumen de la cémara inferior
V2| volumen de la cdmara superior
As dérea del diafragma
aa camino de difusién (se lo supone igual al espesor del diafragma)

C's concentracién de la sustancia a medir en el compartimento inferior

C\; concentracifén de la sustancia a medir en el wompartimento superior

Suponiendo que el diafragma est4 en estado estacionario durante la experiencia,
o sea que en é1 no se acumula ni se pierde sustanciaj 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 serd, sin embargo,

levemente variable con el tiempo, decreciendo a medida que el proceso de difusién

reduzca las diferencias de concentracién,
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Para enfatizar este hecho, se denota al flujo comos (k)
Las variaciones de C° y C™ con respecto al tiempo, se las puede —-entonces-

expresar comot

de-_ Jwasf

de_ Jon

De dondes |
d(c-c® 1, 4
el _JoA ) o

A continuacién se introduce el valor promedio del coeficiente de difusién
con respecto a la concentracién sobre el rango de concentracién C‘ a C‘“que
estf prevaleciendo en el tiempo considerado, esta cantidad es también funcién

del tiempo, por 1lo que se la denotar( D(‘L)
D({) ID dec =- f oC _2] t) (2)
— \ " De—>d% - \ _c® 2

ya& que J({-):-D g—;i es considerado constante para todos los puntos del

diafragma al tiempo ¥ (por ser estado estacionario).

Combinando (1) y (2) quedas

— olﬁmdgc - C“ A (% 1)5({)

Integrando entre.las condiciones iniciales y finales, utilizando la nomencla-

tura siguiente para las mismass
S . . {:
Cot concentracién de C en la cdmara inferior al tiempo g



c $ concentracién de C en la cdnara superior al tiempo{lo

) t

Ct $ concentracién de C en la cdmara inferior al tiempo

3 concentracién de C en la cémara superior al t,iempo.t
{ ¢ tiempo en el que se comienza la difusién

t. ¢ tiempo de finalizacién de ia difusién

Se tienes

t

Co —C' o — Af1,4) DG)okt
ta C ct, — ¢ (V1 ' Vz) >¢)
¢ — Lt t,

Si se denomina 63 y 8 la constante de la celdats

- A 1.4

y si con D se donota at

- st
D:%[D(t) dt

quedando? ]) _ 1 Qm C‘o —C%
- @t Cy - Cy (3)

- El anor'D calculado a partir de las coﬂcentraciones 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-diafregma, el

que no es fdcilmente convertido en forma mediate al coeficiente de difusién D .

Afortunadamente fue demostrado (Gordon, 1045), que um error despreciable es in-

troducido en todos los casos ordinarios, si en vez de usar la relacién exactat
- ¢ '
4
D:I/ D(+) dt
o

se trata a la integral, como si el integrando fuese un valor constante igual a

su valor cuando las concentraciones C' yVC son la mitad de sus valores ini-



ciales y finales; &ste valor constunte es entonces claramente igual a ])como

fue definido antes y expresado por la ecuacién (3) y estd relacionado al coe-

ficiente de difusién diferencial pors

- (4
) —1 D de

Cm =Cwm® Coest

Ca =Clo+C'

dondes (o — Co +Ct -

— 2 y
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ADDENDUM
l.- Obtencibn de los va]ores de ® (potencial de menbrana) K
Bl procedimiento utiiizado para ia obtencion de ios valores de B (p ina

44) a partir de los gritficos experimentales ha side el de "conteo de cua
draditos", _ _ -
Zn ‘[odas las experiencias el "ruido" del aparato pudo ser despreciado
frente a los cambios de potencial observados. °

2.~ Presentacibn de los resultados
£n este trabajo se presentan los resultados de las va“1a01ones del pclen_
cial elécirico- debidas a cambios répidos en la counposicidn de le solucidn
Ringer que baha la cara externa de la piel en forma normalizada. Esto se
debe al hecho de que el prop031to de las experiencias realizadas ha sido

el de analizar fenbmenos cinéticos, por lo cual fue necesaric "evitar" la
variabilidad que presenta el potencial de membrana en estos epitelios, esto
se logra mediante la normalizacidn de los datos (Kidder y colab.1964).

En los casos en que. se observa un descenso de potencial una vez a10a;zadc
el mhximo (Figs. III.9 "a"-y "b"; .Figs. III.13 "a" y "b"), la expresidn
matemat1ca que se utilizb para obtener los valores normalizados (F) ha sido
la ecuacibn (2.5) de la phgina 45, en la cual se sustituyd B, por E

maximo’
donde este Ultimo indica el valor de potenc:al méximo alcanzado por efectn
de). influjo del Na a la piel, previo al influjo del halogenuro.
con el prop031to de eJempllflcar algunae datos absolutos (no normalla AT
se puede mencionar que, para el cambio de Ringer Clua 1 mii (colina) por
Ringer ClNa 50 mM (colina) (Figura ITI. 10) los valores de E, se hallaban
entre. 4-10 mV, mientras que los de E entre 30~50 nV, valores senia jan
. . maximo - - o
tes se obtuvieron para el cambio de Ringer BrNa 1 m¥ (colina) Dor Rirnger
50 mii (colina) (Figura III,11), para el cambio de INa 1mM (colina) por [i-
50 mt (colina), (Figura III;12), B, se hallaba entre 16-35 mV, mientras 2,
eatre 90-140 m¥, _
Yara el caso de utilizarse X como contraidbn,se obtuvieron valores de %,
Ee. ¥ Eqtximo entre los mismos rangos que los descriptos para la cvolina.

Fara el cambio: Ringef SO41\a2 1 mM por SO4Na2 50 mM, E, se hallabda entre
10-15'mV y E_ entre 50-60 mV, - -
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la bomba puede trabajar
[ 4 .
electrogeneticamente

.La figura I.6 ilustra

con la Na de la solucibn

war--T

28,4 + 1,8 my/ de cada
esti semilogaritmicamente

Si la furosemida es aplicada
a la superficie externa

“sobre un electroimén
la solucidn de Bray: 2 gramos
de PPO en 200 ml de etanol, y

se lleva a un volumen de 500
ml con tolueno.,

descendibd al 53+ % de los

A\\
djzz-:l(i)f\ N, -

DPabe decir

la homba prede trabajar
eireclogénicamente

La figura I.5 ilustra _
con la [Na}ode la solucibn
28,4 + 1,8 mV/ década
estd logaritmicamente J

Si la furosemida es aplicada
a la superficie interna

sobre un agitador magnético

la solucidén de Bray: 60 gramos
de naftaleno, 200 mgramcs de
POPOP, 4 gramos de PPO, 10C mlt
de metanol, 20 ml de etilén_
glicol, se lleva a un volumen
de 1 litro con dioxano.

descendib al 53+5% de los

I o [
Pk JQC)P\/\,?,

En el circuito que se esquematiza en la Figura I.3 ( Pag. 9 ) debe

intercalarse urna resis
rimetro.

tencia variable entre la fem y el microampe_
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