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'INTRODUCCION

- Epitelios y sincicios

La estructura y funcidn de los organismos vivos se mantiene, debido
entre otras propiedades, a la existencia de membranas celulares e intra
celulares que separan compartimientos entre si y a @stos del medio exter
no. La importancia funcional de las membranas celulares que constituyen
entre el 50 y el 90 por ciento del peso seco total de las células,
no se reduce sdlo a limitar compartimientos sino que es 1la estructura
sobre la que tiene  lugar otros procesos fundamentales de los organis-
mos tales como, entre otros, la fosforilacidn oxidativa, la sintesis
de icidos grasos, 1la conduccidn nerviosa. En los organismos multice-
lulares el intercambio de materia con el medio externo y ailin entre las
diversas estructuras celulares se realiza a través de entidades especia
lizadas que se conoce como membranas epitcliales. Estas membranas se
halla constituidas por una o mas capas de c€lulas Intimamente unidas en-
tre sI en localizaciones muy especificas. Cada una de ellas presenta una

polarizacidn morfol8gica que estd relacionada con las propiedades de trans



porte asimé@trico de materia que caracteriza su funcién. Las propiedades
de las membranas epiteliales son muchas veces el resultado del trabajo
conjunto y coordinado de los distintos mecanismos localizados en las mem
branas plasmaticas de cada una de las células que componen el epitelio.

En numerosos estudios realizados en una gran variedad de epitelios
tales como mucosa intestinal (Giebisch y col., 1964), tiGbulo renal (Windha
ger y col., 1966), vejiga urinaria (Civan y col., 1965), piel de rana
(Ussing y Windhager, 1964; Benos y col., 1976), vesicula biliar (Fromter y
Diamond, 1972), fue posible establecer que las diversas sustancias pueden
atravesar las membranas epiteliales a través de dos rutas: una es la ruta
transcelular que permite el intercambio de materia a través de la célula
con su cara apical en contacto con el medio externo y su cara basal, que
la limita del medio interno y otra ruta es la via paracelular, donde el
intercambio se realiza a través de las uniones intercelul;res conocidas
como "uniones estrechas'". La relativa contribucidn al pasaje de electro-
litos y agua de cada una de estas rutas permitid clasificar a los epitelios
como de baja y alta resistencia ("leaky y tight epithelia') respectivamen-
te (Fromter, 1972; Fromter y Diamond, 1972). Los epitelios de baja resis-
tencia como vesicula biliar, intestino, tiibulo renal proximal posee una
resistencia transpitelial en el rango de 100 a 500 Qcm2 y el pasaje de
agua, iones inorganicos y moléculas de no electrolitos se realiza fundamen-
talmente a través de las uniones estrechas mientras que los epitelios de
alta resistencia como piel de rana, vejiga urinaria, glandulas salivales,
poseen una resistencia transpitelial de 1000 a 2000 Qcm2 y utilizan prin-
cipalmente la via celular para incorporar agua y solutos. La conductancia
observada en los epitelios de baja resistencia se debe a que aproximada-
mente el 997 de la corriente transepitelial pasa por las uniones estrechas,

mientras que en los de alta resistencia la corriente transepitelial tiene



lugar fundamentalmente por la via transcelular. Es decir que la existencia
de los epitelios de baja y alta resistencia est3d asociada a la mayor o me-

nor resistencia de las uniones estrechas. Los epitelios de alta resisten-

cia son capaces de mantener diferencias de gradientes de concentraciones

de electrolitos de H+o bien elevados potenciales eléctricos como consecuen-
cia de un transporte activo mientras que en los epitelios de baja resisten-
cia no ocurre lo mismo. Por ejemplo la piel de rana puede absorber cloruro
de sodio del medio externo alin cuando la concentracidn de este electrolito

sea 104 veces menor que la estimada en el medio interno de la rana. Tales

gradientes s8lo son posible de mantener debido a la muy baja permeabilidad

de las uniones intercelulares.

En contraste con esto, los epitelios de baja resistencia realizan prin-
cipalmente funciones de absorcidn de grandes volimenes de agua e iones en
concentraciones isosmoticas con el medio externo.

Si bien las membranas epiteliales se observan en un amplisimo rango de
especies bioldgicas desde insectos a mamiferos, existe un‘extenso grupo de
organismos en los que estas membranas tienen particulares diferencias. Tal
es el caso de los helmintos. En estos organismos el intercambio de mate-
ria se realiza a través de estructuras tegumentarias que si bien remeda a
los epitelios tiene profundas diferencias con ellos pues se trata de un
verdadero sincicio, en el cual el citoplasma celular se extiende de una

célula a otra sin presentar soluciones de continuidad.

- Estructura microscépica del tegumento de los platelmintos y su relacidn

con el transporte bioldgico.

Estructura:

Los platelmintos son lombrices planas m3s o menos alargadas provistas de



un ganglio cerebral y de un sistema de canales continuos para la excrecidn.
No poseen aparato circulatorio ni respiratorio. La mayoria son hermafrodi-
tas. Estdn provistos por lo general de aparatos de fijacidn: las ventosas
y los ganchos. Dentro de la clase de los platelmintos se distinguen los
cestodes cuya caracteristicas principal es que carecen de aparato digesti-
vo. Su cuerpo segmentado esti revestido por un tegumento, que unido a una
capa muscular superficial, forman una especie de tubo llamado misculo cut3-
neo, cuyo rol es el de imprimir los movimientos caracteristicos de las lom-
brices. Por consiguiente, el tegumento es una estructura fundamental para
el mantenimiento de la vida en los cestodes ya que una de sus funciones
mas importantes es incorporar nutrientes del medio externo (Cortelezzi,
1938). Estudios de microscopia electrdnica de varios miembros de la fami-
lia de los teniados -cestodes que poseen cuatro ventosas musculares- mues-
tra que el tegumehto de los mismos tiene una estructura sincicial con un
citoplasma continuo de células con una significativa actividad metabdlica
(Lee, 1966). Los tegumentos tienen bisicamente la misma morfologia dentro
de las distintas clases de platelmintos (Mofseth, 1966). Una caracteristi-
ca general de este tipo de estructura es que presentan la superficie exter-
na cubierta por numerosas proyecciones llamadas microtricqas que recuer-
dan las microvellosidades de la mucosa intestinal de los mamiferos. Las
pequenas evaginaciones de la membrana apical, son comparadas habitualmen-
te con el ribete en cepillo de las c@lulas epiteliales de la mucosa de

los vertebrados.

Si bien hay varias similitudes entre estos tipos de diferenciaciones
apicales, hay algunas diferencias detectables en su estructura, en los con
tenidos relativos de particulas y de filamentos estructurales. Morseth
(1966) informa que la parte distal de las microvellosidades de todas las

especies de parasitos examinadas tienen caracteristicas similares a las de



las células intestinales de mamiferos. La lnica diferencia es que, al
microscopio electrdonico poseen formaciones densas que le darian rigidez
a las terminaciones, permiti&ndole al pardsito mantener su posicidn den-
tro del intestino del hu&sped. En principio se asocid a estas diminutas
proyecciones de 1 um de longitud con la absorcién de nutrientes. Sin em-
bargo, las microvellosidades ademd3s de aumentar el area de absorcidn del
tegumento, previenen la expulsidén del par@sito y producirian una accidn
abrasiva sobre las cé&lulas del huésped que aumenta la concentracidn del
material celular de éste en las proximidades de la superficie de la lom-
briz (Morseth, 1966).

Las microvellosidades estidn recubiertas por una membrana celular que,
a su vez, recubre todo el paridsito indicando que las proyecciones superfi-
ciales del citoplasma distal son estructuras intracelulares. Las carac-
teristicas protectivas de la superficie tegumentaria posiblemente se
deben a la presencia de una capa de mucopolisacidridos y a la continuidad
de su membrana plasmiatica. El citoplasma distal estd limitado en su par-
te basal por la membrana citoplasmdtica la que a su vez descansa en una zo
na fibrosa con filamentos irregularmente distribuidos en intimo contacto
hacia abajo con las fibras musculares. Dicho citoplasma contiene muchas
vesiculas, mitocondrias y cuerpos celulares localizados en su regidn basal.
Esta parte citoplasmatica modificada de las células tegumentarias es de im
portancia fundamental, pues estid expuesta a los nutrientes y jugos diges-
tivos en el intestino del hiGesped. Por consiguiente, a través del cito-
plasma distal, los helmintos no sdlo obtienen las sustancias que necesi-
tan, se protegen de las enzimas del hu&sped, sino que también eliminan al-
gunos de los desechos metabdlicos. Debajo de las capas musculares se en-
cuentra el citoplasma perinuclear del tegumento el cual se asienta sobre

el parénquima. Este citoplasma estd limitado por la continuacifn de la

v



membrana del citoplasma distal y posee mitocondrias, reticulo endoplasma-
tico rugoso, complejo de Golgi y el niicleo que frecuentemente contiene un
gran nucleolo (Figura 3b). Se han observado extensiones citoplasmidticas
que conectan el citoplasma distal con el que rodea al niicleo, como asi
tambi&n grinulos adyacentes al citoplasma perinuclear que son caracteris-
ticas del tipo de los granulos de glucdgeno.

Las células tegumentarias, las cuales son claramente multinucleadas,
contienen grandes cantidades de lipidos y de grupos sulfihidrilos. Se
ha demostrado la presencia de una serie de enzimas como fosfatasa &dcidas
y alcalinas, algunas estereasas no especificas, colinesterasas, amilopep-
tidasas, glucuronidasas como asi también isocitrato, glutanato, cetoglu-
tarato, succinato y lactato deshidrogenasas entre otras (Read y Simmons,
1963). Todas estas caracteristicas y la presencia de un niGmero importan-
te de mitocondrias sugieren el activo papel del tegumento en la absorcidn
de sustancias.

Por Gltimo algunas tenias poseen invaginaciones de la parte basal del
tegumento denominados poros. Estos poros con forma de canales abiertos o
no a la superficie externa son estructuras tubulares que penetran el cito-
plasma distal y estarian asociados a la funcidn de absorcidn. Sin embargo
su existencia no ha sido confirmada ya que podrian no ser canales sino

globulos del medio los que serian absorbidos por pinocitosis (Morseth, 1966).

Transporte a través del tegumento:

Debido a que los cestodes carecen de aparato digestivo, la entrada de nu-
trientes se realiza via intertegumento. Banados en un medio de compleja
composicién como es el intestino, la evolucidn y propagacidn del parasito
dentro del huésped depende directamente de los procesos involucrados en la

penetracidn de iones y metabolitos del medio ambiente. Es, entonces de



fundamental importancia estudiar las difcrentes caracteristicas del trans-
porte de sustancias a través de las membranas tegumentarias a fin de com-
prender la fisiologia y eventualmente sus aplicaciones en el desarrollo de
una quimioterapia adecuada de estos paridsitos.

Estudios realizados respecto al consumo de aminodcidos (aa) en parasitos
permitieron caracterizar los siguientes sistemas de transporte: 1) difusidn
simple en donde la absorcidn de aa es directamente proporcional a la concen
tracidon del mismo. Por ejemplo la entrada de L-prolina y dcido glutdmico

en Taenia crassiceps (Pappas y Read, 1973); 2) difusidn facilitada donde

existe una relacién no lineal de velocidad de entrada en funcidén de la con-
centracidén externa del aa distinguiéndose en algunos casos inhibicidn com-
petitiva (especifica) entre varios aa. Tal es el caso de L-valina y L-leu-

cina en Calliobothrium verticillatum (Read y col., 1960) y L-prolina en

Hymenolepis diminuta (Kilejian, 1966). Generalmente el mecanismo respon-

de a una cinética de Michaelis-Menten (1913) siendo directamente proporcio-
nal la velocidad de entrada a la inversa de la concentracidn del sustrato
(Lineweaver-Burk, 1934). Estos procesos mediados tendrian su origen en
por lo menos los siguientes sistemas de transporte o 'transportadores'" de
aa: a) basicos; b) acidos y ¢) neutros (Pappas y Read, 1975); 3) combina-
cidén de difusidn simple y facilitada como ocurre en la absorcidén de lisina,

fenilalanina y metionina en Taenia crassiceps donde Pappas y Read (1973)

sugieren la presencia deun sistema de transporte basico y 4) transporte
activo sensible a ATP. Lussier y col. (1978a) informan que una parte del
consumo de aa neutros depende directamente de la concentracidn de ATP en

Hymenolepis diminuta. Los autores sugieren la presencia de una ATPasa

insensible a la ouabaina la cual tendria un rol muy importante en la re-

gulacién del volumen celular (Lussier y col., 1978b).



La revisidon de Pappas y Read (1975) provee varios ejemplos respecto al
consumo de carbohidratos, en especial glucosa y de lipidos en distintos
cestodes y nematodes.

En general, si bien es sumamente {itil caracterizar en estos términos
un sistema de transporte se deben comprobar varios fendmenos. Para el

caso especifico del transporte activo es fundamental asociarlo directamente

al gasto energético que lo posibilita y a la real acumulacidn del sustrato
en contra de su gradiente electroquimico (Kedem, 1960). Ambos fendmenos

son experimentalmente bastante dificiles de establecer. Los datos histo-
quimicos y microfotograficos fueron los primeros en aportar conocimientos
sobre el tema. Se observd que policationes (coloides catidnicos) como la

poli-lisina L se adosaba al tegumento de Hymenolepis diminuta bloqueando

su efecto catidnico (Lumsden y col., 1970) y que por otra parte, la ferri-
tina (coloide anidnico) no era absorbido en cantidades significativas a pH
mayores de 5. Esto permitid postular que el aspecto superficial del tegu-
mento del par3sito es fundamentalmente elctronegativo (Lumsden y col.,

1970). Por otra parte estudios electrofisiolégicos realizados en Schisto-

soma mansoni (Fetterer y col., 1980; Thompson y col., 1982; Connie y col.,

1982; Thompson y col., 1984) sugirieron la existencia de tres compartimien
tos distintos: a) tegumental; b) muscular y c¢) extracelular. El potencial
eléctrico correspondiente a uno de ellos, el tcgumental seria sensible a
la ouabaina por lo que Connie y col. (1982) postularon la presencia de un
transporte activo en el tegumento del pardsito.

Todos estos primeros datos aportaron conocimientos preliminares impor-
tantes sobre las caracteristicas eléctricas y de afinidad de cargas en
las membranas de los pardsitos pero, {nicamente los conocimientos sobre per
meabilidad de las mismas son basicos y fundamentales para entender su fi-

siologfa. La permeabilidad de las membranas bioldgicas y sus caracteristi-
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cas de transporte dependen de muchos factores relacionados con el soluto

y con la membrana. Por parte del soluto, tales como la concentracidn

del mismo a ambos lados de la barrera, el tamafio de la molécula, su coe-
ficiente de particidn o su polaridad. En cuanto a las caracteristicas

de la membrana, intervienen su composicidn quimica y su estructura. EI1
problema particular que nos ataiie estd relacionado con la caracterizacidn
de los mecanismos de transporte que originan el potencial eléctrico a tra-

vés del tegumento del Echinococcus granulosus en su estadio larval.

Ecobiologia y ciclo bioldgico del Echinococcus granulosus.

- - * . - . -
El género Echinococcus comprende varias especies de cestodes muy diminu-
tos que viven como adultos en los intestinos de animales caninos y felinos.

El Echinococcus granulosus (Batsch 1786), se ha identificado como una de

las especies productora de quistes hidatidicos en el hombre y animal domés-

ticos. El Echinococcus granulosus tiene una epidemiologia selvidtica y pas-

toril a la vez. La infestacidon se conoce mejor, naturalmente, en las re-
giones donde se transmite entre perros y ganado particularmente lanar y mas
o menos frecuentemente pasa al hombre (Chandler y Read, 1965). Este cesto-
de tiene una distribucidn cosmopolita y en nuestro pais predomina en las
provincias ganaderas con cria ovina tales como Buenos Aires, provincias
patagdnicas, etcétera. La magnitud del problcma que presenta la hidatido-

sis, cuyo agente causal es el Echinococcus granulosus puede ser resumida

de los datos publicados por Schantz (1978) respecto al nimero de casos,
existentes a partir de catastros radioldgicos. Aproximadamente 2000/100.000
habitantes sufren o han sufrido hidatidosis en la Argentina. Los Gltimos
estudios de prevalencia indican que en las regiones endémicas alcanzan valo-

res del 1,5% (Reunidn Congreso Internacional de Hidatidologia, 1983).

(*): parasitos que pertenecen al Phylum: Platelmintos. Clase: Cestodea.

Subclase:Cestodaria. Orden: Cyclophilidea.



El pardsito adulto mide de 3 a 5 mm de largo por 1/2 mm de ancho a nivel
del Gltimo segmento y habita en el intestino delgado de cinidos. El ta-
mafio de los anillos del pardsito aumenta hacia el extremo caudal siendo

el iltimo maduro el cual contiene de 500 a 800 huevos (Chandler y Read,
1965). La cabeza tiene un rostelo protridctil, armado de una doble hile-
ra de 28 a 50 ganchos y se une a la cadena de anillos o estrdbila a tra-
vés del cuello. Los progldtidos grividos son los que se expulsan con las
materias fecales del perro quedando en libertad los huevos que, en gran
cantidad contaminan el suelo, los pastos, el agua, etcétera de donde serin
recogidos por los huéspedes intermediarios (ovinos, bovinos y porcinos)

y accidentalmente por el hombre (Figura 1). Los jugos digestivos del hués-
ped liberan los embriones encapsulados que pasan al intestino. Alli los
embriones liberados emergen de sus cipsulas y atraviesan la pared intesti-
nal localizdndose en higado o bien pér via sanguinea llegan al pulmdn.
Eventualmente lo hacen en otras localizaciones no tan frecuentes (Greenway,
1952). En las distintas visceras el pardsito larval, vesiculizindose va
creciendo lentamente dentro de la estructura de un quiste (Figura 2). De
la membrana interna del mismo, propia del pardsito, se originan miiltiples
quistes fijos o vesiculas germinativas asi como los escdlices larvarios

llamados protoescdlices. El ciclo se cierra con la ingestidn de dichos

protoescélices en cinidos domésticos o salvajes (Figura 1) (Read, 1978).
Las caracteristicas del medio que los protoescdlices encuentra en el
intestino del huésped ya sea intermediario o definitivo es de fundamental
importancia. Las vesiculas germinativas ingeridas por los cinidos liberan
los protoescdlices por la accidén de la pepsina gistrica, pero no evaginan
a pH dcido. A pH neutro su evaginacidn es lenta, incrementidndose notable-

mente en presencia de sales biliares. Los protoescdlices toleran muy

bien el taurocolato, componente principal de la bilis canina, no asf el
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el desoxicolato o glicocolato presente en la bilis de los herviboros. Estas
sales producen la lisis del tegumento del protoescdlix y su consecuente
muerte (Read, 1978).

A partir de 1a profunda implantacidn del protoescdlex evaginado en una
cripta de Lieberkjlin comienza el desarrollo estrobilar del mismo. Este
tipo de unidn que Smith (1962) llama "placental" a su huésped le proporcio
na la interaccidn necesaria para su nutricidn y crecimiento.

El desarrollo de técnicas especificas de cultivo para Echinococcus granu-—

losus "in vitro" posibilitaron una evolucidn diferente del protoescdlex
tanto hacia su forma adulta de tenia, como larval de hidatide (Smith, 1962;

Smith y col., 1966; Smith, 1967; Smith y col., 1967).

Morfologia del estadio larval del Echinococcus granulosus

La larva del Echinococcus granulosus se caracteriza por su estructura

quistica, la que contiene un liquido: el fluido hidatidico. La pared
quistica estid representada por dos membranas adosadas totalmente diferentes
del punto de vista morfoldgico. La membrana mids externa o laminar estd
constituida por una serie de liminas superpuestas concéntricamente. Su
composicidn quimica es similar a la quitina, razdn por la cual se desig-
na a esta membrana también con el nombre de quitinosa. Eé permeable y deja
pasar sustancias de alto peso molecular como :munoglobulinas (Coltorti

y Varela Diaz, 1974). Inmediatamente por dentro de la membrana laminar

se encuentra la germinativa o proligena, la que posee una estructura simi-
lar a la descripta para helmintos que se refirid mas arriba (Figura 2).

El contenido del quiste hidatidico estd representado por una cantidad mias

o menos grande de liquido y por estructuras que se generan a partir de la
membrana proligena. Estas estructuras son las vesiculas hijas, las vesicu-

las proligeras y los escdlices.



VesTeulas hijas:  Se desarrollan a expensas del quiste madre y presentan

la misma estructura del quiste. Es decir, membrana laminar y germinativa.
Esta Gltima con capacidad para producir vesiculasproligeras, escdlices y
liquido hidatidico. Las vesiculas hijas pueden ser enddgenas o exdgenas
segln se desarrolle en el interior del quiste o fuera de &l.

Vesiculas proligeras: Ln €pocas variables de la vida de la larva se for-

man a nivel de la germinal unos espesamientos que al crecer hacia el inte-
rior del quiste, se ahuecan para formar pequefias vesiculas que quedan uni-
das a la capa germinativa por el pediculo (Figura 2). En el interior de
estas vesiculas también por un proceso de crecimiento e invaginacidn poste-
rior, se van a desarrollar los escdlices o cabezas de futuras tenias. Las
vesiculas proligeras son elementos de 250 a 500 um de didmetro, su nimero
larval es variable, como variable asimismo es el niimero de escdlices que
ellas contienen. Por rotura del pediculo que las une a la capa germinativa
las vesiculas proligeras quedan libres en el liquido hidatidico y &stas a
su vez por rotura de la pared ponen en libertad a los escdlices (Figura 2).
Escélices: Los escdlices son formaciones ovoideas, algo achatadas en los
polos, de superficie lisa, de unos 190 um de didmetro mayor y 145 pym de dia-
metro menor (Figura 3al). Presenta una doble hilera de ganchos refrin-
gentes y brillantes dispuestos transversalmente que corresponden al ros-
telo. Desde la zona de los ganchos y en forma vertical a la misma, se obser
va una hendidura que llega hasta el polo anterior y que corresponde a la
hendidura de invaginacidn del escdlex. En la mitad anterior y a ambos la-
dos de la hendidura de invaginacidn se observan dos de las ventosas del
escblex mirindose por la parte cdncava. En el parénquima y hacia la parte
posterior se revela la existencia de células vibratiles con funciones ex-
cretoras provistas de pequefios canaliculos que se relinen en cuatro cana-

les colectores que salen a nivel del pediculo y se abren en la superficie



externa de la vesicula proligera por pequefios orificios. La descripcidn
anterior corresponde a un protoescdlex invaginado, pero estos elementos
también se los puede observar evaginados (Figura 3a-II), en cuyo caso apa-
rece el rostro con su doble corona de ganchos desplegados hacia afuera y
atrds, a continuacidn las cuatro ventosas salientes y en la parte posterior
el cuello con los elementos celulares ya senalados. Los escdlices estan
recubiertos por las membranas tegumentarias a través de la cual se realiza

el intercambio de materia con el medio externo.

Estructura microscdpica del tegumento del protoescdlex

La estructura general de una c&lula tegumentaria del protoescdlex es
similar a la descripta anteriormente para helmintos y se puede observar
en la Fibura 3b. Las extenciones citoplasmiticas de las c&lulas que estin
en el parénquima, debajo de las bandas musculares se comunican con la ma-
triz del tegumento. La superficie externa del citoplasma distal muestra
proyecciones del mismo tipo que los ténidos adultos.

La cantidad de material PAS positivo es facilmente visible. Es una
fina malla filamentosa que no cubre toda la superficie del protoescdlex
sino sb6lo el 3rea que no posee proyecciones superficiales. En los proto-
escdlices que han sido cultivados durante ma< de un mes en medios especia-
les se ha perdido esta cobertura y las proyecciones estan completamente
desarrolladas en toda su zona posterior. En cuanto a las ventosas, sus
paredes estian formadas por el citoplasma distal del tegumento (Morseth,

1967).

Propiedades de transporte del estadio larval del Echinococcus granulosus

Hasta el presente son muy pocos los estudios sobre la fisiologia y m3s

particularmente sobre las propiedades de las membranas de los parasitos



del género Echinococcus, tanto en su estadio larval como adulto. Fue

Schwabe (1959) quien llamd la atencidn sobre la necesidad de realizar
estudios sobre la permeabilidad de las membranas del quiste hidatidico y
€l llegd a plantear las diferentes propiedades de la membrana germinal
respecto de la laminar. Seg(in ese autor, la germinal seria la responsa-
ble del control de la permeabilidad y la osmorregulacidn, y el papel de
la laminar como estructura inerte seria responsable del crecimiento del
quiste. Los estudios de permeabilidad al agua y electrolitos de las pare-
des del quiste hidatidico fueron realizados por Rotunno y col. (1974)
quienes desarrollaron una t&cnica especifica que les permitid medir los

flujos de agua y electrolitos en quistes secundarios de Echinococcus gra-

nulosus de infecciones experimentales de ratones. A partir de un andlisis
cinético considerando tres compartimientos: la cavidad del quiste, su pared
y el medio de incubacidn, estos autores demostraron la alta permeabilidad
difusional al agua y la relativamente baja permeabilidad al Na+ y al C1~

lo que concuerda con los primeros datos de Schwabe.

La importancia de utilizar esta metodologia de estudio es que permite
analizar los mecanismos de penetracidn de otras moléculas tales como aa,
az(icares y drogas potencialmente efectivas. Reisin y col. (1977) estudia-
ron la permeabilidad a la dnica droga hasta el momento, presuntamente efec-
tiva en el tratamiento quimioterapéutico de 1: hidatidosis humana, el me-
bendazol. En dicho trabajo se midieron las permeabilidades al mebendazol
y al agua que incluia estimaciones del espesor aparente de las capas de
agua no mezcladas. Establecieron que las capas de agua no mezcladas tienen
una contribucidn significativa a la resistencia al pasaje de agua y al
mebendazol aunque la contribucidn para este ltimo es menor que para el
caso del agua (497% de la resistencia total a su pasaje) (Reisin y col.,

1984).



Por otra parte, Canticllo y Reisin (1980) logran un importante avance
en el conocimiento del balance y transporte de electrolitos en protoescd-

lices de Echinococcus granulosus. Determinan que aproximadamente un 50%

del influjo de potasio (rubidio) ingresa al protoescdlex mediante un me-
canismo de transporte activo (bomba Na/K) ouabaino inhibible. Establecen
que el influjo de potasio activo tiene una cinética saturable y sigmoidea
respecto de la concentracidn externa de potasio y que es activada por el
contenido interno de sodio, mientras que el influjo pasiva corresponderia
a un mecanismo de difusidn simple. Cantiello y Reisin (1980) estudiaron
ademds la distribucidn de potasio a partir de la incorporacidn de 421( y
establecieron que el potasio se distribuiria en por lo menos dos comparti-
mientos, uno pequefio y de rapido intercambio y otro grande y lento. Recien
tes estudios de ligadura de ouabgina tritiada en protoescélices realizada
por Cantiello y Reisin (1982) permiten establecer: a) que existen sitios
especificos para la ouabaina accequibles desde el bafio externo; b) la can-
tidad aproximada de sitios especificos asociados a la actividad de trans-
porte activo de potasio; c¢) las caracteristicas cinéticas y el calculo de

; .. . . 3
la constante de disociacidn para la interaccidn de la ouabaina-"H con los

sitios especificos.

El objetivo de esta tesis es analizar los “ecanismos de transporte que

originan el potencial eléctrico a través del tegumento del Echinococcus

granulosus en su estadfo larval.
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FIGURA 1: Ciclo bioldgico del pardsito Echinococcus granulosus

redibujado del Atlas of Mcdical Parasitology (Zaman, V.,

1978).
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FIGURA 2: Relacidon entre las distintas estructuras que se observan
en un quiste hidatidico. Redibujado del Atlas of Medical

Parasitology (Zaman, V., 1978).
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FIGURA 3al: Imagen de un PE FIGURA 3all: Imagen de un PE
evaginado.
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FIGURA 3b: Vista en corte del ordenamiento celular del tegumento

del protoescolex de Echinococcus granulosus. Similar

al de la tenia adulta. Redibujado del trabajo de
Morseth (1966).




MATERIALES Y METODOS

- Obtencidn de los parasitos.

Los protoescdlices (PEs) de Echinococcus granulosus (variedad ovina)

(Smith y Davis, 1974) se obtuvieron de quistes hidatidicos de higados
y pulmones de ovejas infectadas. De las visceras recién extraidas de
animales sacrificados en frigorificos se procedid a separar los PEs.
El fluido hidatidico se extrajo de los quistes por medio de un sistema
de aspiracidn conectado a un sistema de succidn que se colectd en fras-
cos de 500 ml de capacidad. Una vez decantada la suspensidn, se descar-
td el fluido hidatidico y los PEs sedimentados se resuspendieron en SRK.
La suspensidn se filtrd a través de gasas a fin de retener las membranas
de los quistes, otros restos de tejido, coagulo, etc. y luego de decan-
tarla se descartd el sobrenadante. Posteriormente los PEs se colocaron
repetidas veces en grandes voliimenes de solucidn Ringer Krebs descartando
cada vez el sobrenadante a fin de lavarlos adecuadamente.

Finalmente, la suspensidn de PEs fue aspirada y expelida repetidamen-
te mediante una pipeta para separar los PEs adheridos a la membrana ger-
minal de %as vesiculas hijas y poder contar con una suspensidn de PEs

libres. Los PEs asi obtenidos se usaron inmediatamente o bien se mantu-



vieron a 4°C en SRK con penicilina (1500 U/ml) y estreptomicina (50 gr/ml)

para evitar la proliferacidn bacteriana.

- Soluciones

Dentro del quiste hidatidico, los PEs intercambian agua y electrolitos
con el medio que los rodea. Este medio es el liquido hidatidico, el cual

contiene las substancias esenciales para el mantenimiento del Echinococcus

granulosus en su estadio larval. La composicidn del liquido hidatidico
(Mazzocco, 1923) en por 100 cm3 es: ClNa: 0.65; glucosa: 0.06; albimi-
na: 0.02; grasas: 0.04; agua: 98.7; extracto: 1.3; cenizas: 0.83. La
densidad varia entre 1006 a 1009 y la reaccidn es alcalin;. A fin de
conservar los PEs "in vitro" se usd la solucidn Ringer Krebs (SKR) de si-
milar composicidén que el liquido hidatidico (Reisin y Rotunno, 1981). En
la Tabla siguiente se muestra la composicion del SRK y las modificaciones

que sobre ella se realizaron. Todas las soluciones se burbujearon con car-

bdgeno (02, 95%; CO,, 5%) hasta alcanzar un pH final de 7.3 a 7.4.

2’

ClNa CIK Cleg CO_HNa PO ,H,Na glucosa C12Ca ClCs

3 .

mM mM miM mM mM mM mM mM
SRK 121 5 1.2 22.5 1.2 5.6 2.5
SRK-OK 126 - 1.2 22.5 1.2 5.6 2.5
SRK-1K 125 1 1.2 22.5 1.2 5.6 2.5
SRK-75K 51 75 1.2 22.5 1.2 5.6
SRK-121K - 121 1.2 22.5 1.2 5.6 2.5 -
SRK-0K-25Cs 101 - 1.2 22.5 1.2 5.6 2.5 25

También se usd solucidén Ringer-Tris (SRT) que es un Ringer Krebs modifica-
do donde se reemplazd el tampdn C03H2—CO3HNa por Tris-ClH de pH final 7.3.

A continuacidn se muestra la composicidn de la SRT y las modificaciones que

sobre ella se realizaron.



ClNa ClK CLZMg POl‘HNa .7H20 P04H2Na glucosa ClzNa
mM mM mM mM mM mM
SRK-pH 6.1 5 1.2 5 5 5.6 2.5
ClNa ClK Cleg Tris ClH glucosa CJZCa Cl colina
mM mM mM mM mM mM mM mM
SRT 145 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5
SRT 25Na OK 25 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 120
SRT 25Na 1K 25 1 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 119
SRT 25Na 3K 25 3 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 117
SRT 25Na 5K 25 5 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 115
SRT 25Na 10K 25 10 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 110
SRT 25Na 3(K 25 30 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 90
SRT-25Na 60K 25 60 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 60
SRT 25Na 120K 25 120 1.2 1.25 7.3 5.6 2.5
ClNa C1Rb Cleg Tris C1H glucosa C12Ca
mM mM mM ' mM mM mM mM
SRT OK IRb 144 1 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5
SRT OK 5Rb 140 5 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5
SRT OK 7Rb 138 7 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5
SRTOK 10Rb 135 10 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5
SRT OK 25Rb 120 25 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5
SRT OK-100Rb 45 100 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5
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ClNa ClK Cl,Mg Tris CIH glucosa Cl.Ca Clcolina

2 2

mM m  mM mM mM mM mM m
SRT-ONa 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 145
SRT-1Na 1 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 144
SRT-3Na 3 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 142
SRT-5Na 5 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 140
SRT-10Na 10 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 135
SRT-50Na 50 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 95
SRT-100Na 100 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 45

ClNa ClK Cl Mg Tris ClH glucosa Cl,Ca

2 2
mM mM mM mM mM mM mM
SRT-0Ca 145 5 1.2 11.5 6.5 5.6
SRT-0.05Ca 145 5 1.2 11.4 6.5 5.6 0.05
SRT-0. 1Ca 145 5 1.2 11.3 6.4 5.6 0.1
SRT-0.2Ca 145 5 1.2 11.2 6.3 5.6 0.2
SRT-0. 3Ca 145 5 1.2 11.1 6.2 5.6 0.3
SRT-0.5Ca 145 5 1.2 10.8 6.0 5.6 0.5
SRT-1Ca 145 5 1.2 10.1 5.6 5.6 1.0
SRT-2.5Ca 145 5 1.2 8 4.5 5,6 2.5

SRT-5Ca 145 5 1.2 4.6 2.6 5.6 5.0




C1Na ClK Cleg Tris ClH glucosa Cl_BRa

2

mM mM mM mM mM mM mM

SRT OCa 0.1Ba 145 5 1.2 11.3 6.4 5.6 0.1

SRT OCa 0.5Ba 145 ) 1.2 10.8 6.0 5.6 0.5
SRT 0OCa 1Ba 145 5 1.2 10.1 5.6 5.6 1
SRT 0Ca 2Ba 145 5 1.2 8.7 4.8 5.6 2
SRT 0Ca 5 Ba 145 5 1.2 4.6 2.6 5.6 5
SRT 0Ca 10 Ba 145 5 1.2 1.8 1 5.6 10

ClNa C1K Cl Mg Tris ClH glucosa Cl,Sr

2 2

mM mM mM mM mM mM mM
SRT-0Ca OMg 145 5 13.1 7.5 5.6
SRT-0Ca 0. 1Mg 145 5 0.1 13.0 7.4 5.6
SRT-0Ca 0.5Mg 145 5 0.5 12.5 7.1 5.6
SRT-0Ca 1Mg 145 5 1 11.7 6.9 5.6
SRT-0Ca 2Mg 145 5 2 10.4 6.1 5.6
SRT-0Ca 3Mg 145 5 3 9.1 5.3 |5.6
SRT-0Ca 5Mg 145 5 5 6.5 3.6 5.6
SRT-0Ca 10Mg 145 5 10 1.8 1.0 5.6

SRT-0Ca 10Sr 145 5 1.2 ] 8 1.0 5.6 10
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GluNa SOAH SO,Mg Tris SOaﬂ glucosa GluzCa sacarosa

2 4 2
mM mM mM mM mM mM mM mM
SRT-0C1 145 2.5 1.2 10 2.2 5.6 2.5
SRT-0Cl-25Na-1K 25 0.5 1.2 10 2.2 5.6 2.5 246
SRT-0C1-25Na-5K 25 2.5 1.2 10 2.2 5.6 2.5 240
SRT-0C1-25Na-60K 25 30 1.2 10 2.2 5.6 2.5 172

La composicidn del PBS en gr/lt: ClNa: 8; ClK: 0.2; P04HNa2: 1.2;

POaHZNa: 0.2; pH: 7.2

- Drogas y reactivos

Todas las drogas y reactivos usados fueron de calidad proandlisis. Los
inhibidores usados: ouabaina, desoxicolato de sodio, quinina y valinomici-
na fueron de Sigma Chem. Corp.; iodoacetato de BDH Labs.;2,4,6 triaminipirimidina

de Aldrich Labs y amiloride de Sintyal Labs.

- Técnicas empleadas

- Enriquecimiento en sodio

Para producir la estimulacidn de los sistemas de transporte, se incubd
\
los PEs en SRK-OK durante 16 horas a 4°C. De esta manera se obtuvo PEs

- + . .
ricos en Na vy deplecionados de potasio.

- Sistema de medicidén eléctrico de las DP

El sistema de medicidn el@ctrico de las DP consistid en empalar

- 24 -



los PEs con microelectrodos (ME) tipo Ling-Gerard preparados como se refiere
mds abajo. E1 ME se conectd a través del electrodo Ag/ClAg/Cl™ a un segui~
dor catdédico y a un preamplificador con ganacia variable. La salida del
preamplificador que ademds posee un compensador de la capacitancia, se co-
nectd en paralelo a un osciloscopio Trio (30 MH3) y a un graficador que
permitid el mismo tiempo que inscribir cada medicidén de DP observar la se-
nal en el osciloscopio donde también pudo ser fotografiada. El circuito

se cierra con un segundo electrodo Ag/ClAg/Cl  que a través del puente
salino en agar al 2% se inserta en la cimara de medicidén por un lado y a
tierra por el otro (Figura 4b). La observacidén de los PEs antes, durante

y después del empalamento se realizd mediante un microscopio invertido
(Carl Zeiss) con un aumento habitual de X200.

Todo el sistema de medicidn se colocd dentrode una caja de Faraday que
lleva a tierra cualquier sefial ajena a la medicidn. Esta caja contruida
con tejido de alambre y canos metélicos permitid disminuir el ruido hasta
menor de 0.6 mvolt. valor aceptable para el rango de las DP registradas en

el tegumento del PE.

— Disenio de los ME:

Los ME consisten en tubos capilares dotados con fibra de llenado (Frede-
rick -haer & Co.) de 5 cm delongitud y 0.15 cm de didmetro externo cuyos
extremos terminan en puntas de tamafo entre 0.2 a 0.3 um. Estas puntas
se obtienen mediante un estirador de pipeta que posee una l3mina de pla-
tinc fumante a través de la cual se coloca el capilar por un extremo
fijo y por el otro sostenido a un dispositivo que ejerce una traccidn
positiva. El vidrio que por el calor se deforma y por la presifn ejerci-
da se estira, forma una estrangulacidon cada vez mids delgada hasta sepa-

rarse en dos capilares con puntas muy aguzadas. Asl con cada procedimiento



como cl descripto se obtuvieron 2 ME.

Posteriormente se procedido al llenado de los ME obtenidos por inmersidn
de 8stos en una solucidn de ClK 2.8 M durante unos minutos dejando fuera
el extremo m3s fino. De esta manera se llend este extremo por capilaridad
mientras que el resto se completd introduciendo la solucidn de ClK con
jeringa y aguja muy fina disefiadas para ello. Luego los ME se guardaron
en camara hiimeda y se usaron hasta 48 horas de elaborados sdlo aquellos

de resistencia de punta entre 20 y 30 MQ.

- Propiedades de la punta del ME.

La medicidn de DP mediante la técnica de ME requiere realizar un control
estricto sobre las propiedades de los ME. Es decir, la resistencia y el
potencial de la punta de los mismos (Schanne y col., 1968). En los regis-
tros de DP se usaron ME con resistencia de punta entre 20 y 40 MQ , siendo
descartados cuando se observaron cambios del 10 al 20%Z de su valor. Las
resistencias fueron controladas antes y después del empalamento del PE du-
rante la experiencia, mediante un circuito generador de pulsos cuadrados
adicionado al preampiificador. El pulso cuadrado de amplitud 0.5 volt. p-p,
pasa a través del ME dispuesto en el sistema de medicidn y produce, debido
a su resistencia de punta, una diferencia de potencial elé&ctrico que se
observa en el osciloscopio. Previamente se calibra el osciloscopio pasan
do el pulso eléctrico por resistencias conocidas entre 10 y 40 MQ.

Por otra parte el potencial de punta de los ME usados fue entre 2 y 5 mV
Estos se midieron mediante un milivoltimetro Oridn cuyos bordes terminales
se conectaron a los extremos libres de dos electrodos de Ag/ClAg/Cl- que
terminan en un ME 'y un puente de agar respectivamente. Previo a la medi-
cidn del potencial de punta de un ME, se establecid el cero del milivol-

timetro colocando puentes de agar en los terminales libres de ambos elec-
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trodos de Ag/ClAg/Cl (2.8 M).

- Procedimientos empleados para la medicidn de la DP

Procedimiento I:

El primer procedimiento consistid en la medicidén de las DP en una poblacidn
de PEs (Figura 4a). Los registros de las DP se obtuvieron a partir de empa-
lar los PEs suspendidos en una cimara de plexiglass que contiene en su cen-
tro una red de tejido de nylon de monofilamentos que forman un reticulo cua
drado de 100 ym de lado. De esta manera los PEs cuyos didmetro mayor osci-
la entre ‘120 y 140 um quedan suspendidos en la red en un volumen aproxi-

mado de SRK de 1.5 ml.

Procedimiento II:

El segundo procedimiento FonsistiG en la medicidn de las DP en un mismo
PE (Figura 4b). El PE suspendido en SRK y colocado en un portaobjetos
que posee seis cavidades independientes fue aspirado en una micropipeta
preparada como se refiere mas abajo. La micropipeta montada sobre un mi-
cromanipulador y conectada a un sistema de vacfo, permitid retener el PE
elegido previamente., El cambio del PE de un bafio a otro se realizd por
ripidos movimientos ascendentes y descendentes de la platina del microsco-
pio invertido que soporta el portaobjetos. Entonces fue posible tomar me-
diciones de DP de una a otra solucidn experimental en tiempos menores o

iguales a 15 segundos.

- Diseno de la micropipeta

Las micropipetas se elaboraron a partir de capilares de vidrio Pirex de
2,5 mm de diidmetro externo colocados en el estirador de pipetas. Debido

al calor aplicado al vidrio mediante el filamente de tungsteno se confec-
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FIGURA 4a: C) camara de medicidn; M.E.) microeleétrodo;
E) electrodos Ag,ClAg,ClK 2.8M; Pr) preamplifi-

cador; Os) Osciloscopio.

—1r— |Os

FIGURA 4B: PE)protoescdlex; ME) microelectrodo; MP) micropipeta;

Pr) preamplificador; Os) osciloscopio; R) registrador.
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cionaron micropipetas de punta muy finas que se rompieron a fin de obtener
un didmetro interno de las mismas entre 60 y 80 um. Luego se sometieron

a las puntas a cortas exposiciones de calor generado en el mismo filamento
hasta lograr fundir y redondear las aristas del vidrio que posibilitd ma-

nipular los PEs sin danarlos.

- Prueba de inmunofluorescencia indirecta

Los PEs obtenidos de la manera habitual se lavaron repeﬂidas veces con
PBS que contiene ademds 1% de albimina y 0.1% de azida s8dica. Se dejd
decantar a 4°C y se descartd el sobrenadante. Luego se tomaron cuatro
alicuotas de PEs de 0.1 ml cada una y se resuspendieron en 50 ul de suero
de individuo normal total o inactivado (3" minutos a 56°C) y suero de pa-
ciente hidatidico total o inactivado diluidos ambos al 10%Z en PBS. Se
incubé 30 minutos a 4°C y posteriormente se lavaron repetidas veces en
PBS. De nuevo se dejo decantar descartando el sobrenadante. A continua-
cidn se agregd inmunoglobulina de conejo anti gamaglobulina human;:conju—
gada con isotiocianato de fluoresceina y diluida al 0.01% incub@ndose 30
minutos a 4°C. Se lavd 2 o 3 veces repitiendo el procedimiento anterior
y se resuspendid en un volumen pequefio. Luego, los PEs obtenidos en las
distintas condiciones se colocaron en un portaobjetos y se observaron con

microscopio de fluorescencia.
*La inmunoglobulina de conejo fue cedida gentilmente por el Dr. Oscar Burrone.

- Estadistica

Los datos se informan como media + un error standard de la media (nime-

ro de casos). La media se calculd con la formula:

5%

N

X =

- 29 -



donde N es ¢l nimero de casos y Xi cada valor individual. El error estan-

dard se obtuvo de la ecuacidn:

DS
ES = \f_- donde DS (desviacidn standard) se calculd de:
N
[£22 - T
DS =

N (N-1)

Las rectas de regresidn y coeficientes de correlacidn lineal se calcularon
en una calculadora Texas modelo SR 51-II. El grado de significacidén '"p"
se obtuvo a partir del calculo del valor "t" de Student y su respectiva
probabilidad se halld en tablas de Student para los grados de libertad
n=N- 2 donde N es el niimero total de casos.

Para el tratamiento de los resultados obtenidos con suero de paciente

hidatidico mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta, se apli-

- 2
c6 la prueba del X,
PEs preincubados en Fluorescencia No fluorescencia Totales
Suero de paciente hidatidico a c e
Suero de individuo normal b d f
Totales g h k

El grado de significancia se obtuvo a partir del ci3lculo del X2 dado

por la siguiente férmula:

x2 = (bC - ad)z k
efgh
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donde sc establecid, de acuerdo a las tablas del Xz, que un valor de

x 2

23,85 que corresponde a una probabilidad del 5% (P <0.05) era sufi-
ciente para considerar que en una asociacion de 2 x 2 como la represen-

tada anteriormente, las frecuencias observadas en ambas distribuciones

difieren significativamente entre si.

Algunas de las curvas que se indican en Resultados fueron calculadas
mediante el uso del programa elaborado por Rossi y Garrahan (1984). Se

empled una calculadora Texas T.l 99/4A.



RESULTADOS

I. Registros de las DP en poblaciones de protoescolices.

~ Distribucidn de los valores

Los registros de las DP se midir ron en PEs suspendidos en una cimara
de plexiglass de acuerdo al procedimiento I ya descripto en la seccidn Mate-
riales y Métodos. Las mediciones se realizaron en PE frescos y en PE

. + . . .
ricos en Na . En ambos casos las experiencias se efectuaron en ausencia

. ‘a - - -

o en presencia de 10 M de ouabaina. Para cada una de las condiciones
experimentales, las distribuciones de los registros de las DP individua-
les se analizaron mediante histogramas. Se observd que todas las distri-
buciones tienen caracteristicas monomodales con una sola poblacidn detec-
table (Figura 5). Por otra parte los PEs frescos presentan una ligera

. . + -
asimetria con respecto a los PEs ricos en Na donde pareceria que en es-

P . . . + .

tos Gltimos el enriquecimiento en Na produce un desplazamiento de los va-
lores hacia DP m3s negativos con una menor dispersidon en sus poblaciones.
En presencia de ouabaina, tanto para PEs frescos como para aquellos ricos

+ - - o - > - - - .
en Na , la distribucidn de poblacidn de las DP muestra una asimetria hacia
la derecha que podria explicarse como consecuencia de la variabilidad de

la sensibilidad de cada PE a la ouabaina. Por otra parte, los registros de



las DP obtenidos como consecuencia de empalar en distintas regiones de un
mismo PE no parecerian presentar una distribucidn topogridfica distinta

a las descriptas mas arriba. Mediciones de las DP realizadas mediante el
procedimiento II que se describirdn posteriormente confirman estas conclu

siones.

- Duracitn de los registros de las DP.

El anilisis de los registros de las DP muestra que la duracidn de cada
una de ellas no es constante sino que varid entre valores menores de 1 se
gundo a 6 segundos o mids. En algunos casos favorables, particularmente
cuando el ME parecid penetrar tangencialmente a la superficie del PE, fue
posible registros de DP por periodos mis prolongados (Figura 6). Como los va
lores de las DP pueden depender del tiempo de empalamento debido al "se-
llado de la membrana celular en derredor del ME (Schanne ycol., 1968) se
analizd qué relacidn existe entre la duracidn de los registros de las DP
y el valor de los mismos. La Figura 7 muestra que la duracidn de las DP,
agrupadas en intervalos de 1 segundo, es independiente de la duracidn del
empalamento. En otras palabras, en los PEs frescos o ricos en Na+, las DP
medidas se mantuvieron relativamente constantes independientes del tiempo
durante el cual se obtuvo el registro. Por consiguiente, estos resultados
indicarian que los DP registrados alin durante empalamentos de un segundo re-

fleja el valor de la DP real a través del tegumento del PE.

. + L l -
- Valores de las DP en PEsfrescos o ricos en Na . Accidn de la ouabailna.

Estudios de Reisin, Cantiello y Rotunno (1977) mostraron que un 50% de
la entrada del K+ al PE puede ser inhibida por la ouabaina y postularon
la existencia de una bomba Na/K ouabaina-sensible que regula el balance

+ + . .
de Na y K en los PEs. Teniendo en cuenta estos resultados se tratd de



DATQS

NUMBERO DE

40L

401

20}

40(

201

BOF

40L

201

Ricos en Na n=171
5K + ouab.

Ricos en Na n=163

5K

Fresco

+ouab n.89

b
ﬂ|24°
Fresco
[ 1 1 1 1 i - |
o 20 40 60 80 100 120
-DP, mV

FIGURA 5: Histograma correspondiente a PE frescos o ricos en Na

incubados en SRK en presencia o en ausencia de ouabaina
-4 . .-

(10 M). El nimero de datos representa los distintos

empalamentos realizados en PEs mediante el procedimien-

to I.
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‘FIGURA 6: Registros de las DP de duracidn variable obtenidos

de dos empalamentos distintos realizados sobre un

dado PE.
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FIGURA 7: Efecto que produce la duracidon de los registros sobre

las DP medidas.



!
establecer si la bomba Na/K contribuye al mantenimiento de las DP (Cantie-

1lo y col., 1980). Los primeros grupos de experiencias se realizaron usan

. . + .
do PEs frescos (Figura 8) y PLs ricos en Na (Figura 9).

a b
d
50mv
T 4iosw

PROTOESCOLICES FRESQUS

a) wedidos en SiK -5K
L) medidos en SRK-5K + ouabafna IO—LM.

PROTUESCOLICES RICOS EN sODIO

a) medidos en 3RK-OK
b) medidos en LRK-5K

c) wedidos en SIK-5K + ouabafna 10-4

FIGURAS 8 y 9: Registros de las DP medidas en un PE fresco y un PE rico

+
en Na .

El valor de las DP que en PEs frescos fue de -48 mV, se depolarizd par-

cialmente a -35 mV por el agregado de 10

4

M de ouabaina en el bafio ex-

terno (Tabla 1). Por otra parte, las experiencias realizadas en PEs ri-

+ ... .
cos en Na mostraron que las DP inicialmente depolarizada a valores de

, + . .
-28 mV en ausencia de K externo, se hiperpolarizaron notablemente a

.. + ~ .
-60 mV por la introduccidn de 5 mM de K en el bano externo y esta hiper

polarizacién pudo ser inhibida por el agregado de ouabaina (Tabla 1).

Mo



Condicidn Medicion en 1 II
DPheg DPoos DPpeg DBy
mV

SRK -49+1 (351) -53+1(57)
PEs frescos »

SRK +ouab. 10 M -35+1 (113) =37+1 (4)

SRK - OK -32+41 (9) +15+1(9) -28+2 (4) +19+10
PEs ricos en Na+ SRK -61+1 (163) -63+3 (4)

SRK +ouab. 169 M —41+3 (171) 42 (4) -

* experiencias realizadas en poblacidn de PEs

**experiencias realizadas en un PEs aislados

TABLA 1

Adem3s de las DP negativas observadas en SRK-OK, se produjo la aparicidn
de deflexiones positivas que desaparecen por el agregado de 5 mM de K+ en
el bafio externo. El significado de estas DP positivas son analizadas mas
abajo. Estos resultados similares a los obtenidos con el procedimiento II,
demuestran que existen por lo menos dos componentes de las DP, uno ouabai-
no sensible activado por K+ externo y otro ouabaino insensible en concor-

dancia con aquellos descriptos por Miarmor y Goérman (1970) en neurona de mo-

lusco.

- Efecto del tiempo de preincubacion a 37°C sobre las DP en PEs conservados

a 4°C.

Los PEs tienen la propiedad de resistir fuera de su huésped intermediario
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por tiempos prolongados ailin a bajas temperaturas conservando su vitalidad

y viabilidad. Reisin, Rabito y Cantiello (198l1) midieron los

flujos de entrada de K+ o Rb+ en PEs incubados a 4°C hasta una semana y
establecieron que el mecanismo de transporte activo estid presente durante
todo ese periodo. Las mediciones de las DP en funcidn del tiempo de conser
vacidén de los PEs a 4°C en SRK muestran una notable y progresiva hiperpola-
rizacién con respecto a los valores de los PEs frescos (Figura 10). Sin em-
bargo si a los PEs conservados a 4°C se los somete a una preincubacién de 1
a 2 horas a 37°C en una nueva solucidn de SRK, se observa que las DP no son

significativamente diferentes a los valores de los PEs frescos.

250
>
E & X Q
5 0 -‘33}@--§*§-----5'--'---§
el
751
5 S 10 4;; 2}) 2;

PERIODO DE CONSERVACION, dias

FIGURA 10: Efecto que produce sobre las DP la preincubacidn
durante 1/2 hora (®) o 2 horas (O) de los PEs

conservados a 4°C por periodos de hasta 25 dias.

~ Efecto del iodoacetato socbre la DP

Agosin y Repetto (1963) demostraron que el paridsito obtiene energia en
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condiciones anaerdbicas fundamentalmente a partir de la degradacidn de glu-
cogeno en acido lactico. Reisin e lbarra (1980) establecieron que el con-
sumo de 02 se inhibe en un 567% con respecto a los controles por accidn del
iodoacetato (IA). Reisin y col. (1981) observaron que el balance de Na+

y K+ se altera significativamente durante la primera hora de tratamiento

de los PEs con 3 mM de IA. Estos resultados indicarian que la principal
fuente energética de los PEs est3d asociada a la glucdlisis, de manera que
la degradacidn de glucdgeno porporcionaria la energfa necesaria para los
mecanismos de transporte activo que mantienen el balance de Na+ y K+ en el
PE. Si asi fuese, deberia existir una relacidn entre las DP y la actividad
metabdlica de la glucdlisis anaerdbica. Se midieron entonces, las DP en
presencia de un inhibidor de la glucdlisis, el IA en concentraciones de

1 mM. La Tabla 2 muestra que en presencia de 1 mM de IA durante 1 hora a

37°C, se produce una significativa e irreversible depolarizacidén en los regis
, —

tros de las DP con respecto a los controles.

- Efecto de triaminopirimidina sobre las DP

La 2-4-6 triaminopirimidina (TAP),en epitelios de baja "resistencia"
(leaky epithelia) aumenta notablemente su resistencia eléctrica y su meca-
nismo seria resultado del bloqueo del movimiento de cationes a través de las
uniones estrechas (Moreng, 1975). En epitelios de "alta resistehcia'" eléctrica
(tight epithelia), este farmaco bloquea especificamente los canales de
Na+ ubicados en la membrana apical celular (Balabany col,1979). Las caracteristi
cas del tegumento del PE, si bien se asemcja funcdionalmente al modelo de epitelios
formados por células con dreas de contacto donde se encuentran las uniones
estrechas, es un verdadero sincicio, en el que el citoplasma celular se
extiende de una célula a otra sin presentar soluciones de continuidad

(Morseth 1966 y 1967). Por consiguiente fue de interés estudiar los



posible efectos del TAP sobre el tegumento del PE. En estas experiencias
se midicron las DP de PE frescos, cn presencia y en ausencia de 10 mM de
TAP. La Tabla 2 muestra los valores obtenidos donde se observa que, a

pH 6.1, no hay efectos significativos sobre las DP en presencia de TAP.
Las experiencias se realizaron en SRK a pH 6.1 pues se sabe que el TAP
ejerce su maximo efecto a ese pH debido a que se encuentra en la forma
disociada mas activa (Moreno, 1975). Ademds, en otras experiencias se
demostrd que variaciones de pH de 6.1 a 7.4 no modifican significativamen

te las DP con respecto a sus controles (Tabla 2).

Medicidn en DP

mV
SRK -50 + 1 (93)
SRK + IA, 1 mM =37 + 2 (1)
SRK pH 7.2 -58 + 2 (34)
SRK pH 6.1 -60 + 2 (69)
SRK pH 6.1 + TAP 10 mM -56 + 2 (54)

TABLA 2

Hasta aqui de las experiencias realizadas en poblacidén de PEs en las
cuales se midieron las DP de acuerdo al procedimiento I, se establece
que: a) desde el punto de vista de los registros de las DP negativas,

existiria una sola poblacidn de valores; b) los registros de las DP son
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independientes de la duracidn de las mismas; c) las DP dependen del metabo-
lismo del parasito y d) existen por lo menos dos componentes de la DP, uno
snesible a la ouabaina, y otro insensible a esta droga, que se estudid en

detalle en preparaciones de PEs aislados.



IT. Registros de las DP en PEs aislados

En este capitulo se relatan las experiencias en las cuales se midieron
las DP en un PE de acuerdo al procedimiento II. Una de las mayores venta-
jas de este sistema de medicidn de PEs aislados radica en que es posible
elegir un determinado PE y estudiar las DP del mismo sometido a distintas
condiciones experimentales. De esta manera, las DP de cada PE sirve como
su propio control y es posible analizar la sensibilidad del mismo a dis-
tintos tratamientos con drogas, cambio de la composicidn del bafio externo,

etc.

.. . N + . -
- Medicidn de las DP en PEs frescos o ricos en Na . Accidn de la ouabaina.

En un primer grupo de experiencias los registros de las DP se realizaron
con PEs frescos y con PEs ricos en Na+. En todos los casos, previo a las
mediciones, los PEs se preincubaron a 37°C durante 2 horas, resuspendidos en
SRK los PEs frescos y en SRK-OK los PEs ricos en Na+. Los PEs suspendidos
en SRK se los colocd en un portaobjetos excavado que posee seis cavidades
independientes a las que se agregd en una de ellas SRK y en otra SRK con
10_4 M de ouabaina. Las observaciones de los PEs para su manipulacidn y
empalamento se hicieron mediante microscopio &ptico invertido. Se selec-
ciond un PE, aspird y retuvo con la micropipeta (Figura 1l1) y mediante un
rdpido cambio de la posicidén de la platina, se trasladd el 'PE de una a otra
de las cavidades del portaobjetos conteniendo otra solucidn de SRK donde
se midieron las DP. A continuacidén se repitid el procedimiento descripto
y el mismo PE se suspendid en SRK en presencia de ouabaina midi&ndose nue-
vamente las DP. El cambio del PE de un bano a otro se realizd en pocos

segundos y fue posible tomar mediciones dc una a otra solucidn en tiempos

no mayores a 15 segundos. La Figura 12 muestra una experiencia en la cual

_[|2_



FIGURA 11: Medicidon de las DP en un PE mediante microelectrodo.
Los PEs se transfieren de un bano a otro mediante

una micropipeta.

J=— 5K |~ 5K + ouvatain ——————
yi
fresh
-20 L
oo 00 ©O
> lo} QG TRTZTTEER g~
£ 0 o O o0 O
ar -40 F o o o O
a aon o © o0 oo
) o 7T [eoe)
o o
_60 -
-80 L
L 1 1 J
0 8 16 24 -

TIEMPO, minutos

FIGURA 12: Efecto de la ouabaina sobre las DP en un PE fresco donde

se detecta el componente de la DP inhibido por ouabaina

(1074 M)
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se midieron las DP en un PE fresco. Los circulos llenos representan los
valores obtenidos mediante cada empalamento individual del PE en condi-
ciones control (SRK) y del mismo PE en presencia de ouabaina. Se puede
observ;r que las DP cuyo valor promedio es de -47 mV en condiciones con-
trol se despolariza significativamente a -27 mV en presencia de la ouabaina.
Por otra parte se realizan mediciones similares en PEs ricos en Na+. El
protocolo experimental seguido en estos casos fue el de bafiar al PE en:

1) SRK-0OK, 2) SRK y 3) SRK en presepcia de 10_4 M de ouabaina. En cada
caso se realizaron mediciones de las DP. La Figura 13 muestra una de las
experiencias descriptas en la cual en ausencia de K+ exte;no se registrd una
DP de -28 mV. La introduccidn de 5 mM K+ en el bano externo hiperpolariza
la DP a -58 mV. El posterior agregado de ouabaina produce una rapida depo-
larizacién de la DP de -58 mV a -34 mV. La respuesta a la ouabalna de las
DP de los PEs frescos y los PEs ricos en Na+ no son similares. Las DP de
los PEs ricos en Na+ se depolarizan dentro de los 50 segundos de la trans-
ferencia del PE a una solucidn que contiene ouabaina mientras que en-PEs
frescos, la depolarizacidn maxima producida por la ouabaina ocurre 10 mi-

nutos después (Figura 13). Su posible significado seri visto en Discusidn.
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FIGURA 13: Efecto de la ouabaina sobre las DP en un PE rico en Na .

; -4
El componente de la DP inhibido por ouabaina (10 ~ M)

. +
es activado por K externo.



En la Tabla 1 se presentan los valores promedios para las DP obtenidas
en estos experimentos. En PEs ricos cn Na+ suspendidos en SRK-OK a mas
de las habituales DP negativas se registraron DP positivas cuya aparicidn
fueron independientes de las DP negativas y que desaparecen en presencia
de 5 mm de K+ en el bafio externo. Su significado sera anﬁlizado mas ade-~
lante.

El anilisis de los datos obtenidos con el procedimiento II confirmd
las propiedades de las DP observadas con el procedimiento I. En particular,
la ausencia de K+ externo como la presencia de la ouabaina depolariza las
DP tanto en PEs controles como en PEs ricos en Na+. Se pudo establecer
entonces la existencia de una DP localizada sobre la superficie del PE,

la cual tiene propiedades similares a las descriptas en el capitulo anterior.

+ ) +
-~ Efecto del Cs sobre las DP en ausencia de K externo

En algunas preparaciones biolfgicas tales como el glédbulo rojo (Skou, 1965;
Hoffman, 1969) la bomba de Na-K puede ser activada por el Cs+ cuando éste
reemplaza al K+ en el bafio externo. Se explord entonces si la DP es afecta-
da por la presencia de Cs+ en ausencia de K+ externo. Las experiencias se
realizaron en PE ricos en Na+ e inicialmente suspendidos en SRK-OK. Luego
de medir las DP en esta condicidn, se tomaron registros en presencia de
SRK-OK con 25 mM de Cs+ para finalmente registrar las DP luego del agregado
de 10-4 M de ouabaina. La Tabla 3 muestra que en presencia del Cs+ externo
tiene lugar una significativa hiperpolarizacidn de la DP, la que es parcial
mente inhibida por la ouabaina. Se establecid ademi3s la aparicidn de las
DP positivas a lo largo de todo el protocolo experimental. Si se comparan
las DP de PEs ricos en Na+ medidas en prescncia de Cs+ (Tabla 3) con las
DP medidas en SRK (Tabla 1), se observa que no son similares. En presencia

+ . . . e
de 25 mM Cs , la hiperpolarizacidn respecto de sus controles es menor que



- + - - -
en presencia de 5 mM de K'. Sin embargo en presencia de ouabaina, en ambas
condiciones las DP son similares. Este cfccto se podria atribuir a que el
+ . . + . .
Cs puede reemplazar parcialmente la accidn del K para activar el sistema

de la bomba Na-K.

Medicidn en JP DP
.“"neg pos
mV mV
SRK-OK ~28+2  (61) FL9HL (45)
SRK-0K-25 mM Cs ~46+1 (112) +1741 (82)
SRK-0K-25 mM Cs' + ouab.10™ M 3942 (45) #lit 3 ()
TABLA 3

- Registros de las DP en PEs suspendidas en SRT. Distribucidn de sus valores.

Los PE frescos o conservados a 4°C se preincubaron en SRK a 37°C durante
2 horas y se suspendieron en SRT para su empleo en las distintas experiencias.
Habitualmente los periodos de medicidn, en PEs suspendidos en SRK no se exten
dieron m3s allid de 20 minutos. Sin embargo un problema que plantea el uso

de la SRK es el de gasear con CO,, debido a que haria imposible la observa-

2!
cidon del empalamento. En consecuencia, a lo largo de una -experiencia se

elimina CO, de la SRK que altera el pH de la misma. El reemplazo de la so-

2
lucidn tamponada CO3H_:C03H2 del SRK por Tris:ClH (SRT) sin producir
variaciones significativas en los registros de DP,permitid realizar expe-

riencias mas largas sin necesidad de controlar la presidn parcial del CO2

en el sistema de medici6n. La Tabla 4 muestra que los valores de DP obtenidos



Medicidon en DP

mV
SRT -51 + 1 (168)
SRT + ouab. 107* N =37 + 2 (21)
TABLA 4

Ademas la distribucidon de los valores de las DP de PEs aislados medidos
en SRT y SRT en presencia de ouabaina tiene similares caracteristicas a
los obtenidos en SRK, o sea una sola poblacidon distinguible (Figura 14).
Por otra parte, el anidlisis de los registros de las DP que corresponden
a empalamentos realizados en distintas regiones de un mismo PE separa-
das aproximadamente 45° una de otra, indican que los valores medidos

no son significativamente diferentes entre si. Dicho de otra manera,
las DP obtenidas como consecuencia de empalar varias veces a un mismo PE

son independientes de la topografia del parisito.

- Cambios de las DP por tratamiento de los PEs con desoxicolato de Na.

Los registros de las DP se midieron en PEs mantenidos 24 horas a 4°C
en SRK y preincubados en SRK, 2 horas a 37°C. Las mediciones se realizaron

en PEs aislados en condiciones control y en presencia de desoxicolato .de
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Nn+ (DOC Na) en concentraciones de 1 0.1% (P/V) en SRT. La
Figura 15 muestra una experiencia de este tipo donde sc observa que para
las dos concentraciones usadas de DOCNa, el detergente produce una signifi
cativa e irreversible depolarizacion de la DP que alcanza su valor miaximo
en menos de 10 minutos. En algunos casos el DOC Na ocasiond la total
desaparicién de las DP. Por otra parte la observacidn microscdpica de
los PEs tratados con 1% de DOC Na permitid constatar que se producen alte-
raciones del tegumento, formacidn de evaginacionesy posterior formacidn y
desprendimiento de pequefias vesiculas. Todos estos fendmenos fueron obser

vables en los primeros 5 minutos de exposicidon del PE al detergente.
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FIGURA 15: Efecto del DOC 0.1% sobre la DP en un

PE fresco.

La Tabla 5 muestra la importante e irreversible depolarizacidn de las DP

observadas en presencia de DOC Na.



Medicidn en DP

mV
SRT ~-48 + 3 (4)
SRT + DOC 0.1% -18 + 6 (2)
SRT + DOC 1% -10 + 1 (2)
TABLA 5

Es importante mencionar aqui que la observacidén de una DP praActicamente
de 0 mV cuando se empala un dado PE en presencia de DOC Na indicaria que
las DP tegumentarias registradas en cualquier condicidn experimental, son

independientes de la presidn que ejerce la punta del ME sobre la superfi

cia del PE (Nagel, 1976).

- Sensibilidad de la barrera de DP a variaciones de la concentracién de

+ -
K en el bano externo.

Las experiencias que se refieren a continuacidn tuvieron por objeto es-
tudiar la sensibilidad donde se genera la DP a las variaciones de la con-
., + + . i . .
centracidn externa de K (|K |0). La Figura 16 muestra una experiencia
donde se midieron las DP a un mismo PE cn condicidn control y en presencia
+ - . . . +
de 1 mM [K Io' Se observd que la disminucidn de la |K Io de 5 a 1 mM
produce una notable y reversible hiperpolarizacidén de las DP con respecto
a sus controles.
- - +
Para analizar mas detalladamente el efecto de la |K |0 sobre las DP
se realizaron experiencias en las que se midieron las DP de PEs ricos en
+ -4 - . .. .
Na tratados con 10 ' M de ouabalna y suspendidos a distintas concentracio

+ - .
nes externas de K (Figura 17). Se establecid que las DP:se depolarizan
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Efecto del K+ externo sobre las DP de un PE tra-
tado con ouabaina. La suma de las concentraciones
de Na+ y K+ cn el bano externo se mantuvo constante
(145 mM). La linea continua se calculd de acuerdo a

la ecuacidn de G-H-K. Los parametros se indican en

la Tabla )7.



. . + .

notable y progresivamente a medida que aumenta la [K |0. En este tipo de

- + - . L3
protocolo experimental el K externo se rcemplazd equivalente a equivalen-

+ , + L+
te por Na de manera que la suma de |K I, * [Na"|_ se mantuvo constante e
igual a 145 mM. La curva de la Figura 13 se calculd asumiendo que las
DP medidas a través de las membranas tegumentarias del PE tiene dos com-
ponentes distintos: uno directamentc asociado a los gradientes electroqui-
. + + - - 1A

micos de Na , K' y Cl que responderia a la ecuacidn de Goldman (1943),

Hodgkin y Katz (1949) y otro asociado al transporte activo.

+ + -
RT [K'| +P', |Na | +P'__[Cl7|.
DP = —— 1n 0 Na o Cl 1 + DPreogénico (1)
+ + -
F [k [, + P'NaINa | + P'C1|01 |o

Dado que en otras membranas epiteliales que transportan activamente Na+
tales como gldbulo rojo (Glynn, 1956; Mc Manus, 1967), miisculo (Hodgkin

y Horowitz, 1959; Casteels, 1969), higado (Claret y Mazet, 1972) axdn gi-
gante (Hodgkin y Huxley, 1952), la |Na+|i<§ |Na+|o y la $Na<: P,» se supyu
so que en el tegumento del PE ocurre lo mismo. En consecuencia se desprecid

el producto (P'Na |Na+|i) quedando una ecuacidn de Goldman, Hodgkin y Katz

reducida (GHK), donde:

RT KT

+ -
. . o * P'a [Na I, * P'q1|01|i

+ DPreogénico (2)

K], + P lenT]

Ii o

Cuando se midieron las DP en PEs tratados en ouabaina, se considerd que el

componente reogénico de la DP se anula, de manera que:

RT
DP = — 1n
F

+ + -
| K |o + P'Na|Na |0 + P'C1|Clli (3)

+ -
|7 +P*  Je1™ ]



Por consiguiente, para la descripcidon analitica de la curva de la Figura l7
se requirid fijar los siguientes parametros: las permeabilidades relativas

de Na+ (P'Na) y de C1~ (P'..) y las concentraciones internas de Cl~ q Cl-li)

Cl
+ +
y de X (K |i) que se muestran en la Tabla 17.
. . . + .
Como en la experiencia de la Figura 17 el aumento del K se realizd a
+ -
expensas del Na externo, el efecto sobre las DP observadas seria consecuen
. P . + . . . .
cia no sdlo de los cambios de K externo sino también de los cambios de la
. . + + - .
concentracidn externa de Na (|Na Io). Mas adelante se describe el efecto
. . . o . + + ..

producido sobre las DP debido a modificaciones en la |Na |o a |K |0 fija
y constante y se demuestra que en presencia de amiloride, cambios en la
|Na+lo no modifican las DP (Figura 26). Por consiguiente, en las siguien-
tes experiencias se midieron las DP a PE suspendidos en 10_4 M de ouabaina

-4 . . . + .
y 10 M de amiloride. Las concentraciones de K externo variaron entre 1
y 150 mM. En estas condiciones también tiene lugar una progresiva depolari-

. - . + .
zacién de la DP en la medida en que aumenta la |K Io (Figura 18). Las curvas
se ajustaron mediante la ecuacién 3 y los parametros se obtuvieron a través:

de un método iterativo hasta encontrar la minima desviacidn estandard. Los

resultados se muestran en la Tabla 17.

DP,mV

5 50 150

[K]o' m M

+
FIGURA 18: Efecto del X externo sobre las DP de un PE
tratado con ouriina y amiloride. La linea con-
tinua se calculd de acuerdo a la ecuacidn de G-Hy K.

Los parametros se indican en Tabla 17.



En experiencias ya descriptas establecimos que el reemplazo de Cl por
gluconato no modifica significativamente las DP por periodos de hasta
25 minutos. Sc midid entonces las DP de PEs tratados con ouabaina y ami-

- . . . + . .- -
loride , sometidos a distintas |K |0 ¢n una situacidn en la que el Cl1
se reemplazé por gluconato. Nuevamente se observd un importante depolari-

. . . + .
zacién de las DP a medida que aumenta la |K Io (Figura 19).
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FIGURA 19: Efecto del K+ externo sobre las DP de un PE

suspendido en una solucidn libre de Cl~ y tra-
4

tado con ouabafna y amiloride 10 = M.

En una serie de experiencias posteriores se estudid la sensibilidad de
R . . . + ~

las DP debido a los cambios de la concentracidn de Rb eniel banio exter-

+ . L
no (|Rb IO), pues se sabe que este idn se comporta de manera similar al
+ . - . + . .
K (Tabla 6). Se registrd las DP en PEs ricos en Na en condiciones con-

A . ) )
trol o tratados con 10 M de ouabaina, suspendidos en concentraciones
. + - .

crecientes de Rb en el bafo externo. Se pudo observar (Figura 20) que

+ . . .o \
como en el caso del |K |°, las DP se depolarizan significativamente a



. +
medida que aumenta la ]Rb Io'

PEs ricos en Na+ Jin DP P
Medidos en pmol/g.s hora mV (cm seg‘l)xlo7
SRK + ouab. 10-'4 M 27.9+2.2 (14) =4242 (4) 6.14+0.5 (14)

SRK - 5 mM Rb+

+ ouab. 10~4 M 32.9+1.1 (27) -45+1 (2) 6.8+0.3 (27)

TABLA 6

La curva tedrica en presencia de ouabaina (Figura 20b) se calculd usando

la ecuacidn 3.

1 3 5 10 30 50 100
[Rb]o: mM
+
FIGURA 20: Efecto del Rb externo sobre las DP de un PE: a) fres
. . =4
co (0) y b) incubados en presencia de 10 ' M de oua-
baina (). La suma de las concentraciones externas de
+ -
Nd y K se mantuvo constante (145mM).La curva continua se
calculd en los pardmetros indicados en la Tabla 17. La
linea discontinua se obtuvo restando de la anterior

8 m V que se atribuyen al componente reogénico.



Los parimetros sc¢ obtuvieron con métodos iterativos y los valores calcula-
dos de (lKli) y de (ICl—Ii) junto con la P'Na (PNa/PRb) se muestran en la
Tabla 17. Por otra parte los punto cxperimentales medidos en condiciones
control puede ser descripto por ecuacidn 2 con los mismos pardmetros ante-
riores a los que se le sumd un valor constante de -8 mV que se atribuye
al componente reogénico de la DP.

Hasta aqui los resultados obtenidos sugerian que el componente de DP
sensible al K+ o Rb+ externo tendria propiedades compatibles con un mecanis
mo fundamentalmente difusivo. En otro grupo de PEs de esta serie de expe-
riencias se usd valinomicina, un iondfero de alta especificidad para el K+,
cuya accidn fue establecida por un extenso niimero de investigaciones reali
zadas en membranas epiteliales (Tosteson y col., 1967). El objetivo de estas
experiencias fue el de estudiar si era posible aumentar la sensibilidad de
las DP al K+ externo y desplazar las permeabilidades relativas en la ecua-
cidn 3. La Figura 2] mostrd que nuevamente la DP se depolarizd a medida

. + -
que aumenta la concentracidén de K en el bafio externo.
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FIGURA 21: Efccto del K externo sobre las DP de un PE fresco
]
tratado con Valinomicina (10-5 M). La linea conti-
nua se calc¢ul® de acuerdo a la ecuacidn G-H-K.

Los parauctros sc indican en Tabla 17.



La curva externa se calculd de acuerdo a la ecuacidn 2 con los pardmetros
de ajuste de la Tabla 17. Si se comparan las P'Na y P'C1 con la corres-
pondiente a la curva de DP = f|K+|0 en ausencia de valinomicina (Tabla 17),
se observa que estos parametros se modifican sustancialmente en presencia
de valinomicina. Esto estaria en concordancia con lo que se conoce acerca
de las propiedades de esta droga. También en el tegumento del PE, actua-
rfan como un iondforo que aumenta la P

K

- Calculo de las permeabilidades aparentes de ngy Rb+

La DP medida a través del.tegumento del PE es sensible a la concentracidn
de K+ o Rb+ en el bafio externo. Las mediciones eléctricas, comjuntamente
con los flujos de entrada medidos por Cantiello y col., (1980) en PEs
en presencia de ouabaina, contamos con los datos suficientes para calcular
las permeabilidades aparentes de K+ (PK) ) Rb+ (PRb) de acuerdo a la ecua-

cidon de Goldman, Hodgkin y Katz

Jin RT ~FxDP

P'I+ = l - e RT (4)
]Ce| F x DP

donde P'I+ es la permeabilidad aparente del idn monovalente, Jin es el
flujo de entrada del idn en cuestidn, |Ce| es la concentracidn externa de
accion y DP la diferencia de potencial medida. La PK obtenida fue de

6.1 x 10-7 cm segm1 (Tabla 6). Este valor estid en el rango hallado para
otras membranas bioldgicas (miisculo: 1.1 x 10_7 cm seg-l, Casteels, 1969;
7 x 10-7 cm seg—l, Hodgkin y Horowicz, 1959; higado: 0.8 x 10-7 cm seg_l,
Claret y Mazet, 1972). Por otra partc se observa que no existen diferen-

. . . p . . + -
cias significativas entre el PK yP Es decir que el Rb reemplazaria

Rb’

+ . . . .
totalmente al K sin producir cambios en las propiedades de transporte

del tegumento del PE (Skou, 1965).



DP , mV

- Efecto sobre la DP que produce la ausencia del Cl  externo

Como se refirid anteriormente el rcemplazo de Cl- por gluconato no
]
afecta el comportamiento de la barrera de DP al K+. El estudio del posi-
ble efecto sobre la DP que ocasiona la ausencia de Cl en el bafio externo
mostrd que la DP no parece afectarse. En experiencias en las que se reem-

plazd €1~ por gluconato se observé que los registros de DP en un mismo PE

fresco no se modificaron como consecuencia del cambio brusco de 162 a 0 mM

de la concentracidn externa de C1  (]Cl ]o) en observaciones de duraciones

de por lo menos 25 minutos (Figura 22).
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FIGURA 22: Efecto de la ausencia de Cl externo sobre las DP

medidas en un PE control.
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La Tabla 7 resume las c¢xperiencias en las cuales se midieron las DP a dis-
tintos PEs en presencia y ausencia de Cl externo. La interpretacidn de

estos resultados se analizarin en la Discusidn.

Medicidn en DP
mV
SRK o SRT -49 + 3 (6)
SRK-0C1 o SRT-0C1 -47 + 5 (4)
TABLA 7

~ Sensibilidad de la barrera de DP a las variaciones de la concentracidn

+ ~
de Na en el bano externo.

La barrera de DP es sensible a cambios en la concentracidn externa de
+ + . + -
Na (| Na |o). La ausencia de Na en el bano externo produce una marcada

y reversible hiperpolarizacidn de la DP (Figura 23).
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FIGURA 23: Efecto de la ausencia de Na+ externo

sobre las DP de un PE fresco.



El estudio de la respuesta de las DP de PEs incubados en presencia de
. 8 + - . . .
concentraciones variables de Nao externo mostro que la disminucion de la
+ . . . . . .
|N.-| Io produce una progresiva hiperpolarizacion de Pls frescos o ricos
+ e - -4
en Na . Para el caso de PEs [rescos tratados con ouabaina 10 M, la
curva tedrica (Figura 24) se calculd de acuerdo a la ecuacidn 3 con los
pardmetros que se muestran en la Tabla 17. Estos resultados indican que
. + '
la barrera de DP detectada es sensible al Na externo con una P de

Na
0.32.
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FIGURA 24: Efecto del Na+ externo sobre las DP en un PE
tratado con ouabafina (10-4 M). Los pardmetros

de la curva calculada se muestran en Tabla 17.



- Efecto del 3.5 diamino N (amino-iminometil) -6 —~cloropirazincarboxamida

(amiloride) sobre 1la PNa

El componente de la DP sensible al Na+ descripto mis arriba es en gran
medida bloqueado por el amiloride. Esta droga es un inhibidor potente
del transporte de Na en vejiga de sapo (Bentley, 1968; Cuthbert y
Shum, 1974); tibulo cortical renal de conejo (0'Neil y Boulpaep, 1979),
vesicula biliar de sapo (Balaban y col., 1979) y bloqueante especifico de
los canales de Na+ en piel de rana estudiado por andlisis de fluctuacio-
nes (Hillyard y col., 1982; Li y Lindemann, 1983). En un grupo de expe-
riencias se observd que el amiloride en concentraciones de 10—4 M es capaz
de hiperpolarizar significativamente las DP con respecto a sus controles.
En la Figura 25 se observa un PE en condiciones control. (El agregado de
ouabaina depolariza las DP debido al bloqueo del componente reogénico.
La adicifén posterior de 10-4 M de amiloride produce una notable y reversible

depolarizacidn de las DP
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FIGURA 25: Registros de las DP en un PE incubado en ouabaina
(10_4 M) en presencia y ausencia de amiloride

(m"' M).
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La Tabla 8 resume los valores de DP obtenidos en PEs tratados con ouabaina

suspendidos en 10-5 M de amiloride en el bano externo.

Medicidn en DP
mV
SRT + ouab. 107 i -41 + 1 (4)*
. -4
SRT + ouab. 10 M+ _57.1 ] (4)*

amil. 10~ M

* P <0.001
TABLA 8

En otro grupo de experiencias se establecid que cambios importantes de la
+ . . . , . o
[Na |0 realizadas en PEs tratados previamente con amiloride no modifican

significativamente las DP (Figura 26).
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FIGURA 26: Efecto de la ausencia de Na+ externo sobre las DP

en un PE tratado con amiloride (10—4 M).
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Las curvas en las que se relacionaron las DP con las concentraciones de
amiloride en el bafo externo (|Amil|0) mostraron que 10—8 M de amiloride
en el bafio externo fue suficiente para producir una significativa hiperpo-
larizacidn de las DP. Sin embargo, el miximo efecto de esta droga se ob-
serva a 10_6 M. La curva tebrica de un PE en presencia de ouabaina (Fi-
gura 27b) se calculd a partir de la ecuacidon 3 tomando como pariametros de
ajuste constantes, las ICl—li; |K+|i y P'c, (Tabla 17), mientras que la
p' se considerd variable con la concentracidn de amiloride en el baiio

Na

externo de acuerdo a la siguiente ecuacidn:

4 prAmil |Am11|° (5)
Na

. _ prins
P Na P Na

Ky 5 + |Amil|o

. . + '
donde P';gs y P'ggll son las permeabilidades relativas de Na insensible

y sensible al amiloride respectivamente y K0 g es la constante de inhibi-

cién media o bien la concentracidn dc amiloride capaz de producir la mitad

1
del efecto midximo sobre la PNa'

La curva correspondiente a un PE control (Figura 27a) se calculd a

partir de la ecuacidén 2 con un DP reogénico constante e igual a -6 mV en
Yl

todas las |Amil|0. Los valores de los pardmetros ICl-Ii, [k"|., p'

i c1 Y

Pﬁa son similares a los explicados para la figura 27 b (Tabla 17).

t
El hecho que la PNa que ajusta las curvas depende del amiloride exter-

no y en cambio la P&l es independiente de esta droga sugiere que sdlo la

PNa es afectada por cambios en la IAmillo. Estos resultados indicarian que

la PNa tendria por lo menos dos componentes: uno insensible y otro sensible .

a la accidn del amiloride. E1l componente sensible representaria el 57% de
la PNa’ En otras palabras la hiperpolarizacidn del DP observada en pre-

sencia de amiloride seria consecuencia de la disminucidn en un 57% de la

permeabilidad de Na.
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FIGURA 27: Efecto del amiloride sobre las DP en un PE
control (o) y tratado con ouabaina (e). La
curva continua se calculd con los parametros
dados en 1la Tabl? 17 y considerando que una

fraccidon de la P, es inhibida por amiloride

Na
(ver texto). La curva discontinua se obtuvo
a partir de la anterior a la que,se les restd

6 mV atribuidos al componente electrogénico.

- Sensibilidad de la barrera de DP a los cationes divalentes

Los cationes divalentes, especialmente el Ca+2 son factores reguladores
claves en muchos procesos bioldgicos a nivel de membrana. En eritrocitos
humanos, el Ca+2 se enlaza fuertemente a la superficie interna y estimula
la permeabilidad de K+ (Gardos, 1956; Lew y Ferreira, 1976; Lew y Ferrei-
ra, 1978; Sze y Solomdén, 1979), mientras que en piel de rana el Ca+2

intracelular regula el transporte de Na+ (Grinstein y Erlij, 1978). Re-

cientemente Van Driessche y Zeiske (1982) informan en esta  preparacidn,
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la existencia de canales catidnicos en paralelo con los selectivos a Na+
y K+ que aparecen en auscencia de Ca+2 externo. Con respecto a las mem-
branas excitables, es bien conocido el importante papel que cumple el Ca+2
en la regulacidn y control de los potenciales de accidn (Frankenhaeuser y.
Hodgkin, 1957; Gilbert, 1971; Hille y col., 1975). Finalmente, es preciso
mencionar la accidn bloqueante del Ba+2 sobre la conductividad del K+ en
musculo (Nishi y Soeda, 1964; Speralakis y col., 1967); axdn gigante (Eaton
y Brodwick, 1980; Armstrong y Taylor, 1980; Armstrong y col., 1982) y mem-
branas epiteliales (Van Driessche y Zeiske, 1980).

Nuestro propdsito fue establecer de que manera los cationes divalentes

+ + ..
(Ca+2, Ba+2, Mg 2 y Sr 2) regulan la permeabilidad de las membranas tegumen

tarias.

- Efecto del Ba+2 sobre las DP.

Los registros de DP medidos en PEs controles en presencia de 10 mM de
+2 ~ . ..
Ba ~ en el banio externo, permitieron observar que este idn produce una no-

table depolarizacidn de las DP que es parcialmente reversible (Figura 28)

DP, mv

Op = RTS o 10 mM Bo -t RTS
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FIGURA 28: Efecto del Ba+

2

TILMPO, minutos

(10 mM) sobre las DP en un PE fresco.



+2 ..
Este efecto del Ba sobre las DP se produce también en PEs tratados con

ouabaina (Figura 29), amiloride (Figura 30) o en presencia de ambas dro-

gas conjuntamente (Figura 31).
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FIGURA 29: Lfecto del Ba (10 mM) sobre las DP en un PE
tratado con ouabaina (10'4 M).
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FIGURA 30: Efecto del Ba+2

(10 mM) sobre las DP en un PE

tratade con amiloride (10_4 M).
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FIGURA 31: Efecto del Ba+2 (10 mM) sobre las DP en un PE

. - -4
tratado sucesivamente con ouabaina (10 M) y

amiloride (10_4 M).

La Tabla 9 resume los valores promedios de DP obtenidos en PEs controles

. +2 .
o tratados con ouabaina en presencia de Ba en concentraciones de 5 o

10 mM en el bano externo.

Medicidn en DP
mV
%
SRT -49+1 (18)
+2 *
SRT + 5 mM Ba -3243 (4)
+
SRT + 10 mM Ba 2 -35+2 (5)
{
-4 *k
SRT + ouab.l0 M =35+1 (4)
SRT + ouab. 10_4 M+ 5 mM Ba+2 -29+1 (2)
-4 +2 xk
SRT + ouab.l0 M+ 10 mM Ba -26+2 (3)
* P < 0.01 ** P < 0.0l

TABLA 9



A continuacidn se midieron las DP en PEs frescos a distintas concentra-
. +2 +2 .
clones de Ba externo (Inn IO) desde 0.1 a 10 M.  Sc observo tanto en un
PE en condiciones control (Figura 32a) como en un PE tratado con ouabaina

(Figura 32b) que las DP se depolarizan marcada y progresivamente a medida

que aumenta la IBa+2|o
20T
e ~ o - ®
>
: \®
. 40}
o o
A
-60l

+
FIGURA 32: Efecto de la presencia de Ba 2 en el bano
externo (10 mM) sobre las DP en un PE aislado
e incubado en solucidn Ringer Tris (o) o solu

cidn Ringer-Tris + ouabaina (10_4 M) (o).

. . , +
También se tomaron registros de DP en PEs ricos en Na tratados con

- - + . - +2
ouabaina y suspendidos en 5 mM de Rb externo a distintas IBa Io'
Nuevamente se observd que este idn divalente produce una depolarizacidn

- . +2
de las DP cuyo efecto maximo, en este caso se produjo a 2 mM de Ba

(Figura 33). La curva tedrica de la Figura 33 se calculd a partir de

.2 . - +
la ecuacidn 3 considerando que la |Cl li y |K |i es constante en todo

- (8 -



+
el rango de las |Ba 2|0 usadas (Tabla 17), mientras que las P&a y P!

Cl
sc calcularon de acuerdo a las sipguientes ccuaciones:
+
|Ba™?]
1 _ piins ,Ba
PNa PNa +P Na K + IBa+2| (6)
0.5
2+
. 5 | Ba Io
vy _ prins , Ba
P fa tPa 7 5272 ()
0.5
i i . g . + -
donde P&;ns Péins son las permeabilidades relativas de Na y Cl
) . +2
respectivamente en ausencia de Ba  externo. P':: y P'gi son las per-

meabilidades relativas de Na© y de C1 sensibles a la |Ba+2|o y Ky 5 es

la mitad del efecto maximo que produce el Ba+2 sobre la PNa y PCl' Como

] aumentan a medida que aumenta la |Ba+2Io hasta un

2
|

1
las PNa y P
P + "
valor maximo cuando 1la IBa o>> KO 5> Se dedujo entonces que la depola-
. . - . + - .
rizacidn sobre las DP observadas en presencia de Ba 2 estaria directamen-
!

. ' ' . ' .
te asociado a un aumento de la PNa y PCl' E1l aumento de PNa y PC1 puede

ser consecuencia de un aumento de PNa y PCl o bien una disminucidn de PK'
Por otra parte en la Figura 34 se muestra la correlacidn lineal que exis-
te entre las DP medidas antes del agregado de Ba+2 en el bano externo

(DP inicial) y la DP sensible al Ba+2, independiente de las condiciones
experimentales. La recta obtenida que extrapola a un valor de DPinicial
de -28 mV indica que: a) el Ba+2'actﬁa sobre un mecanismo que no es el
que estd relacionado con la ouabaina y amiloride, y b) el efecto que el
Ba+2 produce es dependiente del voltaje de manera tal que a -28 mV el

+2 . - . . .
Ba no ejerceria ninguna accidn sobre la DP. Estos resultados podrian

explicarse si se considera que el Ba+2 depolariza la DP por bloqueo de la PK'
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FIGURA 33: Efecto del Ba+2 sobre las DP en un PE enriquecido en °
Na+ en presencia de 10_4 M de ouabaina. La linea con
tinua se obtuvo de acuerdo a la ecuacidn de G-H-K
considerando que el Ba+2 afecta la P&a y P, (ver tex

Cl
to). Los parametros de ajuste se muestran en Tabla 17.
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FIGURA 34: Dependencia del efecto de Ba 2 externo (DP sensible a
+
Ba 2) respecto de la DP inicial de PEs controles en
presencia o ausencia de amiloride (10-4 M), en ausencia

de Nat v/o presencia de kt (120 mM) en el bano externo.
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En consecuencia, a medida que la DP inicial es menos negativa, el gradiente
+ ~ . +2 .

de K a través del tegumento del PE disminuye y el efecto que el Ba ejer

ce sobre la PK afectaria en menor medida a la DP. En DiscusiOn se anali-

. - . . . . . +2
zara mas exaustivamente el posible mecanismo de accidn del ién Ba .

- Efecto de la ausencia de Ca+2 externo sobre las DP

En un grupo de experiencias se midieron las DP a PEs controles y sus-

3 : +2 - . +2
pendidos en SRT libre de Ca . Se observd que en ausencia de Ca en el
bafioc externo se produce una significativa depolarizacidn de la DP con res-
pecto a sus controles (Figura 35) y ademas se produce la aparicidn de de-

flexiones positivas, las cuales son analizadas mas adelante.
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FIGURA 35: Registro de las DP en un PE aislado, suspendido
. +
en SRT en ausencia y presencia de Ca 2 en el

bafio externo.
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FIGURA 36: Efecto de la presencia de EDTA (5> mM) sobre las DP de un PE

en el bano externo.



El fendmeno descripto también se manifestd en PEs tratados con 1074 M
de ouabaina (Figura 37), 10-4 M de amiloride (Figura 38), ambas drogas

. + ;
conjuntamente (Figura 39) o en presencia de Ba 2 (Figura 40).
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FIGURA 37: Registros de las DP en un PE tratado con ouabaina
(107

bano externo. f

. . +
M), en ausencia y presencia de Ca =~ en el

- 73 -



— OCaOMg —=
4Fr

2Fr

-60F . (] - T n "

-80 | i e

-100l .

o
o
.

TIEMPO, ninutos

+
FIGURA 38: Efecto de la ausencia de Ca 2 en el bano externo sobre las DP

de PEs tratados con amiloride (10—4 M).
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FIGURA 39: Efecto de la ausencia de CAH_ o presencia de quinina (5 mM)en el bano e

sobre las DP de PEs tratados con ouabaina (10_4 M) y amiloride (10'_4 M).
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En la Tabla 10 se muestran las DP promedios obtenidas en las distintas expe-

riencias.
Medicidn en DPneg DPpos
mV mV

SRK o SRT =52+l (117)

SRT-0Ca -33+41  (69) +19+1  (63)
SRK o SRT + ouab.10™" M 4143 (13)

SRK-OCa o SRT-0Ca + ouab.10™" M 2443 (8) +16+1  (7)
SRT + Amil 107> M -58+2  (6)

SRT-OCa + Amil 107> M -42+5  (6) +22+4  (6)
SRT + Amil 107> M + ouab.10™" M -57+1  (5)

SRT-0Ca + Amil 107 M + ouab.10™ M “26+1  (2) +16+1  (2)

TABLA 10

Una caracteristica importante es que la depolarizacidon de la DP negativa
medida en ausencia de Ca+2 externo depende de la DP registrada en sus res-
pectivos controles. Se pudo establecer que la DP negativa en ausencia de
Ca+2 estd linealmente relacionada con el valor de la DP medida en presencia
de Ca+2 en el bafio externo, independiente de otras condiciones experimenta-
les. La recta de la Figura 41 obtenida, la cual extrapold a una DP inicial
de -8mV indica que el efecto que la ausencia de Ca+2 produce sobre la DP

es originado por un mecanismo no relﬁcionado a la ouabaina, amiloride,

-+
Ba 2, etcétera y que es dependiente de voltaje.
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FIGURA 41: Dependencia del efecto de la ausencia de Ca
externo (DP sensible al Ca+2) respecto de la
DP inicial en PEs controles o tratados con

ouabaina.

Por otra parte, la depolarizacidn de la DP que se produce en una solu-
. a . +2 P .. .
cidn libre de Ca =, es especifica de la falta de este catidn divalente.
. . . . . +2
En experiencias realizadas en un mismo PE en ausencia de Ca =~ y en presen

. . . +2 +2 -
cia de concentraciones variables de Mg (|Mg ]o) se observd que este
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catidn no revierte ¢l efcecto que produjo la ausencia de Ca sobre la DP
ya sea en presencia como cn ausencia de ouabaina (FIgura 42 a y b)
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FIGURA 42 a y b: Efecto del Mg+2 en ausencia de Ca

externo en PEs controles

(0) o tratados con 10—4 M de ouabaina (D).
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. . . +2 +2
Merece mencionarse que los registros de las DP en SRT libre de Ca y Mg

se mantiene tambi€n en presencia de 0.5 mM de EGTA agregado al bafio externo.
. +2 +2 .

El i6n Ba tampoco reemplaza el Ca =~ externo. La Figura 43 a y b muestra

que este catidn divalente tampoco revierte el efecto que produce sobre la

. +2
DP la ausencia de Ca externo.
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FIGURA 43a y b: Efecto del Ba+2 en ausencia de Ca+2 externo sobre las DP de

PEs controles (O) o tratados con 10_4 de ouabaina (0) .Los valores de
las DP en 0CaOMg son (mV). (O -30+2 (10) y (@) +17+1 (8 y en 0CaOMg en
presencia de ouab.son: (@ -39+3 (15) y (@) +16+1 (8), respectivamente.



.. +2
Resultados similares se obscrvaron cuando el Ca externo fue reemplazado
+2 . .. - .
por Sr (hasta 10 mM), pudiéndose observar que este idn no sdlo es incapaz
. . , +2 .
de revertir el efecto sobre la DP producido por la auscncia de Ca sino que

depolariza aiin mas las DP (Figura 44).
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FIGURA 44: Efecto del Sr+2 en ausencia de Ca,+2 en el bano

externo sobre las DP de PEs controles.

El prdoximo punto de interé@s fue establecer la sensibilidad de las DP nega-
. . . +2 - +2 .
tivas a la concentracidn de Ca en el bano externo (|Ca |o). En un pri-
. . . ces + . .
mer tipo de experiencias se modificdo la |Ca 2|o en un mismo PE suspendido
. +2 . -
en SRT en ausencia de Mg y presencia de 2 mM de EDTA. Se observdo que
, - +2 . .
concentraciones tan pequenas como 0.3 mM de Ca =, que corresponde a aproxi

+2
madamente ocho veces menos que la |Ca Io en SRT, restablece los valores de
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los controles (Figura 45a).
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FIGURA 45a y b: Efecto del Caz+ externo sobre las DP de PEs controles (0O) o tratados

_'4 - . -
con 10 ' M de ouabaina (O0). La curva continua se calculd con los
pardmetros dados en la Tabla 17 considerando que una fraccion de

la P'Na y de la P'cy es sensible al cat? externo.



Se realizaron entonces experiencias en las cuales se determind las DP de

. .. +2
PEs controles y tratados con ouabaina suspendidos en distintas |Ca |o

en el rango de 0.05 a 10 mM (Figura 45b). La curva tedrica correspondiente
a un PE en presencia de ouabaina (Figura 45b), se ajustd a partir de la

.- - - +
ecuacidn 3 tomando los pardmetros |Cl Ii y |K |i como constantes para todo

+2|

el rango de la |Ca o usadas (Tabla 17), mientras que las Pﬁa y P

'
cl se

. . +2 .. : .
consideraron funciones del [Ca |0 de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

ins cat?
' = D! ' -
PNa PNa + PNa (1 -0) (8)
ins Ca+2
1 - pt '
PCl PC1 + PCl (o) (9
donde 0 = 1
a b
7 + + 1
o o

Las Pﬁ:ns y P'é?s son las permeabilidades relativas de Na® y de Cl™ respec-
+2 +2
tivamente, insensible a la |Ca+2|0; P&:a y Péia son las permeabilidades
|

relativas de Na+ y de Cl~ sensibles al Ca+2 externo y por Gltimo a y b

son constantes de disociacidn aparentes.

cl de acuerdo a las ecuaciones 8 y 9

A partir del calculo de la P&a y P
- . +2 - .
se observd que en ausencia de Ca en el bano externo, aumenta la permeabi-
. . + .. sy . -
lidad relativa de Na pero disminuye la permeabilidad relativa de C1l , lo
T 4 - . . - +2
que sugeriria que en PEs suspendidos en soluciones libres de Ca ~, aumen-
- 2 s + + . . -
tarian las permeabilidades aparentes de Na y de K . Una evidencia mas
en este aspecto lo constituye las mediciones de las DP realizadas en PEs

- . . . +
tratados con ouabaina y suspendidos en concentraciones variables de Na

. +2 ~ .
externo, en ausencia de Ca externo. Se observd que las DP negativas se
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DP, mV

. - + . 3 - -
depolarizan a medida que aumenta la INa Io y que las DP positivas s0lo estan

+ .
presentes a |Na |o mayores de 10 mM (Figura 46).

+20 ( OCa- + ouabain 10°% M 3
S -
o -
-20 } [ |
-40 F
[
-60 _F
-80 -l 1 1 [ _q
1 5 50 100 150

+
Na o.mM

FIGURA 46: Efecto de la ausencia de Na+2 externo sobre las
DP en ausencia de Ca+2 externo en un PE tratado

con ouabaina (10'4 M).

P + - . .
La curva tedrica de DP = f INa |o se calculdo a partir de la ecuacidn 3 to-

1t . , . .
mando las |Cl Ii’ | K Ii’ PNa y PC1 como paridmetros de ajuste (Tabla 17).

Si se comparan estos valores con los obtenidos en la Figura 24, se observa
) + - . .
que mientras las |K |i y |c1 Ii son -similares en ambos casos, las PNa y
. . . +2
PCl son mayor y menor respectivamente en ausencia de Ca con respecto a
(-
. +2 ~
la presencia de Ca en el bano externo.
- - . . +2
Hasta aqul se demostrd que el efecto que ocasiona la ausencia de Ca

en el bano externo es especifico de este catidn divalente y dado que ocurre
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tanto en presencia como en ausencia de ouabaina, se tratarfa de un mecanismo
independiente de la bomba Na/K.

Hay evidencias que sugeririan que la depolarizacidn de las DP negativas

. . +2 . .
observadas en soluciones libres de Ca seria consecuencia de un aumento
inespecifico de las permeabilidades aparentes de los cationes monovalentes
como ocurre en piel de rana (Van Driessche y Zeiske, 1982). Sin embargo
no puede descartarse la existencia de un posible mecanismo por el cual el
+2 . -

Ca externo activaria la P .

K

+
Ambas posibilidades: 1) una P, activada por Ca 2 y 2) una permeabilidad

K
o e . +2 . -
catidnica puesta de manifiesto en ausencia de Ca externo, se analizaran

en detalle en la Discusidn.

- Efecto de la 6-metoxil-0-(5-vinil-2--quimidinil)-4-quinolinemetanol

(quinina) sobre las DP.

. . . ‘q s + . +2
La posible existencia de una permeabilidad de K activada por Ca se
investigd mediante el uso de un inhibidor especifico como lo es la quinina

que en gldbulo rojo bloquea la P activada por Ca+2 (Armando-Hardy y col.,

K
1975; Lew y Ferreyra, 197Y; Szasz y col., 1978; Reichstein y Rothstein,

1981). En PEs de Echinococcus granulosus esta droga produce una notable

depolarizacidn de las DP con respecto a sus controles. La Figura 39 mues-
tra las DP de un PE aislado primeramente en condiciones control y luego en
presencia de 2 mM de quinina. La depolarizacidén observada es reversible
y se manifestd tanto en PEs controles como en PEs tratados con ouabailna,
amiloride o ambas drogas conjuntamente (Figura 47). También fue posible
observar que la ausencia de Ca+2 posterior al tratamiento de los PEs con
quinina, depolariza alin mds las DP negativas y aparecen las deflexiones

positivas (Figura 47).
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FIGURA 47: Efecto de la ausencia de Ca+2 en el bano externo sobre
las DP de PEs tratados con ouabaina (10-4 M), amilori-

de (10-4 M) y quinina (2 mM).

El estudio de las DP en funcidn de la concentracidn externa de quinina
( |quinina|o ), mostrd la depolarizacidn progresiva a medida que aumenta

la |quinina|o hasta alcanzar un valor miximo para |quiru'.r1a|0 de 2 mM (Figura 48).
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FIGURA 48: Efecto de la quinina sobre las DP de PEs controles.



El prdximo aspecto que s¢ quiso analizar fue establecer si el efecto produ-
cido sobre la DP sceria debido a un bloqueo de 1la Py  dependiente de la

+2
a”|

|c o Se calcularon entonces la PRb (PK) a partir de la ecuacidn 4 con

las DP medidas en presencia de 5 mM de quinina en ausencia y presencia de
2,5 mM de Ca+2 en el bano externo y los influjos de Rb+ medidos por Cybel

y col. (1984a) en las mismas condiciones experimentales. La Tabla 1l mues
tra los resultados obtenidos pudié&ndose observar que en presencia de quini-
na, la PRb disminuye significativamente con respecto a sus controles, inde-
pendiente de la ausencia o presencia de Ca+2 en el bano externo. En otras
palabras, la quinina estaria bloqueando especificamente un posible mecanismo
de PK activado por Ca+2 interno el cual serfa en principio independiente de

. +2 ~ .
la presencia o no de Ca en el bano ‘externo.

Medicidn en ~ JinRb DP PRb
mol/g.s hora mV (cm seéq) x 10’
SRK + ouab.10™" M 23.342 (15) “4141 (13)  5.140.5 (15) * +
-4
SRK + ouab.l0 "M +
PSSty 12.140.6 (5) 2741 (2)  3.240.4 (5) +
SRK-OCa + ouab.10* M  28.5+0.6 (14)  -2443 (8)  8.0+0.5 (l4) *
”
SRK-0Ca + ouab.l10 M
S e v 21,640.5 (8)  -24+2 (2)  6.140.4 (8)
* P< 0.001 + P<0.01
TABLA 11

- Significado de las DP positivas

Se observd que PEs en determinadas condiciones experimentales tales como
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el enriquecimiento en Na+ o la ausencia de Ca+2 externo, se registraron
deflexiones positivas independicentes de las DP negativas (Tablas 1, 3 y
10). Con el propdsito de estudiar si existe alguna relacidn entre la apa
ricidén de estas DP positivas y las DP ncgativas, se realizd un andlisis

de frecuencia de aparicidén de las citadas DP. Esto es, se observd los
diversos perfiles de DP obtenidos en cada empalamento (Figura 49), anali
z8ndose las distintas secuencias de aparicidn de las deflexiones positi-
vas. Para ello se definid las siguientes configuraciones de DP: negati-
vo (n); positivo (p); negativo-positivo (np); positivo-negativo (pn);
negativo positivo negativo (npn) y positivo negativo positivo (pnp). Se
pudo observar que en PEs controles la frecuencia de aparicidn mi3s proba-
ble es la configuracidn negativa (86.4%) y sigue a continuacidn la negati
vo-positivo (9.5%). En ausencia de pa+2 que produce un marcado incremento
de las DP positivas, la frecuencia m3s probable es negativo-positivo
(39.7%) y la sigue la configuracidn negativo (33.3%). Estos resultados
pueden interpretarse sobre la base de que las DP positivas y negativas

se originan en distintas barreras. Las DP positivas corresponderian a

una barrera mas profundamente situada que la responsable de la DP negati-
va, posiblemente la membrana basal del tegumento.

Es importante mencionar que si bien la aparicidn de las DP positivas
ocurre en aproximadamente un l147% de los controles, el valor de estas DP
no son significativamente diferentes de cero. En cambio, en ausencia de
Ca+2 externo no sdla aumenta la frecuencia de aparicidn de las DP positi-
vas (Figura 49), sino tambi&n el valor de las mismas (Tabla 10). La Fi-
gura 50 muestra la relacidn existente entre las DP negativas y las DP
positivas en presencia y ausencia de Ca+2 externo pudiéndose observar:

1) la aparicidn de las DP positivas fundamentalmente en ausencia de

+2 . + . . .- .
Ca y presencia de Na independiente de otras condiciones experimentales



perfil del

potencial RKS RKS-0Ca

n 7 o n o’o

| ' 400 86-4 149, 333

10 2-2 48 10-7

U-L 44 95 178 397

463 100 448 100

50mVv

10 s

FIGURA 49: Trecuencia de aparicidon de 1las DP positivas
y DP negativas de PEs controles e incubados en

. 42 -
ausencia de Ca en el bano externo.
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como presencia de ouabaina y/o amiloride, etc@étera y 2) que existe total
independencia entre los valores de las DP positivas y las DP negativas

. . +2 -
medidas en ausencia de Ca en el bano externo.

v 7 40
Y [ ]
... ° .Cl u
.. A .... A' %
A .vA‘o.'...oo 4 20 b=
o e el e 2
- RAL A 30. o o :
W o %e¢ 3
<
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-80 -60 =40 -20 0

DP neg., myv

|
FIGURA 50: Relacidn entre las DP positivas y DP negativas

medidas en: a) PEs controles (O0) o incubados en
presencia de ouabaina (0), amiloride (v) o 25 mM
de Na+ (#) en el bano externo y b) PEs suspendidos
en SRT en ausencia de Ca+2 (®) y presencia de oua-
bafna (m), amiloride (v), 25 mM de Na  (a) o O mM

+ ~
de Na (a) en el bano externo.

Como se analizarda mas detalladamente en la Discusidn, pareceria que las
DP negativas se originarian en la membrana apical y las DP positivas en
la membrana basal del tegumento del PE, ambas DP medidas con respecto al
bano externo. Si este fuera el caso, la diferencia de las DP positivas
menos las DP negativas (DPpos-DPneg) corresponderia a la DP de la mem-

brana basal pero con referencia al interior del sincicio (FIgura 51).
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FIGURA 51: Relacidn lineal obtenida entre las DP positivas-

DP negativas y las DP negativas de PEs controles
. . +2 .

incubados en ausencia de Ca y presencia o au-
sencia de ouabaina (10-4 M), amiloride (10—4 M)
o 25 mM de Na+ en el bario externo. La recta ex-

trapola a un valor de -25 mV.

Se estudid entonces si existia alguna relacidn entre las DP negativas y

. +2 - .
las (DPpos-DPneg) en ausencia de Ca en el bano externo. La Figura 51

muestra que existe una relacidén lineal independiente de todas las otras

condiciones experimentales,

Dicho de otra manera, que a medida que se

depolarizan las DPnegativas, se hiperpolarizan las (DPpos-DPneg). En

. +2
resumen, la ausencia de Ca

la basal del tegumento del

- Modificaciones de las DP

externo afectaria tanto la barrera apical como

PE.

inducidas por el suero de un paciente afectado

de hidatidosis.

Se sabe que los hué@spedes intermediarios afectados por hidatidosis, entre



los cuales se incluye el hombre, posee inmunoglobulinas especificas circu-
lantes detectables en el suero con la prueba de inmunoelectroforesis
(Caprin y col., 1967) o de aglutinacion de latex (Williams y Prezioso,
1970). Estas inmunoglobulinas al igual que otras macromoléculas del
huésped atraviesan la membrana laminar situandose sobre la membrana ger-
minal del quiste hidatidico (Coltorti y Varela Diaz, 1974).

Se estudid entonces si alguna de las inmunoproteinas contenidas en el
suero de paciente hidatidico (SPH) reaccionaria con la superficie del PE
y las modificaciones del sincicio que podria ocasionar, Se realizaron
un conjunto de experiencias donde los PEs, extraidos de la forma habitual,
se colocaron en presencia de suero humano normal y de paciente hidatidico
(titulo test de latex 1:320) total e inactivado de acuerdo a la técnica
de inmunofluorescencia indirecta (ver Materiales y Métodos). Luego se so-
metieron a un examen cualitativo y cuantitativo mediante microscopia Op-
tica y de fluorescencia. Se observd fluorescencia distribuida md@s o menos
homogéneamente s6lo en aquellos PEs que fueron incubados en presencia de

SPH (Figura 52).

FIGURA 52: agen de un PE incubado en presencia de suero de paciente

hidatidico yde antisuero humano de acuerdo ala técnica de

inmunofluorescencia indirecta. Se observa una fluorescencia

homogénea sobre la superficie del PE.

O ==




Los PEs muertos al igual que ganchos y ventosas de PEs viables poseen
autofluorescuncia que pudo ser descartada por comparacidon con el estado
de integridad de los mismos. El examen cuantitativo reveld un 47 de po-
sitividad s6lo en aquellos PEs incubados con SPH total o inactivado a 56°C

con una significancia menor del 5% respecto de sus controles (Tabla 12).

Preincubacidn Suero % fluorescencia
SRT 0 *
SRT 4+ suero humano total 0
normal dil1.1:10 inactivado 0
SRT + suero de total 4
paciente hidatidico dil.l:10 inactivado 4
* P< 0,05
TABLA 12

Por otra parte se midieron las DP en un PE en presencia de SPH (dil.l:10)
pudiéndose observar una notable e irreversible depolarizacidn de las DP
con respecto a su control que alcanza su midximo efecto 20 minutos después
del agregado de SPH (Figura 53). La Tabla 13 muestra los valores de las
DP obtenidos en PEs controles y PEs tratados con suero humano normal o
de paciente hidatidico total o inactivado. Nuevamente se observa que
s6lo el SPH total produce una significativa depolarizacidn de las DP
de -52 a -27 mV.

Estos resultados sugeririan que existen en el suero del paciente hida-
tidico inmunoproteinas capaces de interactuar con antigenos de superfi-
cie del PE. La reaccidn inmunoldgica ocasionaria en presencia de comple-

mento modificaciones significativas en las DP medidas a través del tegumento.
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FIGURA 53: Efecto del sucro total (A) o inactivado (O) de un paciente
hidatidico (titulo 1:3200) sobre las DP de un PE control.
ObServese que el suero total (O) o inactivado (x) de un
individuo normal diluido 1:10 no producé cambios significa-

tivos en las DP.

Medicidn en DP

mV
SRT =52 + 2 (88) *
SRT + suero humano normal total dil.1l:10 -50 + 1 (20)
SRT + suero humano normal inactivado
dil.1:10 -52 + 1 (27)
SRT + suero paciente hidatidico total x
dil.1:10 =27 £ 3 (21)
SRT + suero pacient hidatidico inactivado
dil.1l:10 =53 + 2 (27)
* P 0.001

TARLA 13



A continuacién sc calcularon las PR (PK) en presencia de SPH con los

b

registros de DP mostrados en la Tabla 5 y los correspondientes flujos de

+ . - . . .- ,
Rb' medidos por Reisin y Cybel en las mismas condiciones experimentales

(Tabla 14),

Medicion en Jin Rb DP PRb
ymol/g.s hora mV (cm seg—l)xKﬁ

SRK + ouab. 107* M 19.1 + 0.2 (2) =42 + 2 (4) 4.1 + 0.2 (4)

SRK + ouab. 107* M +

suero paciente hidatidico 37.5 + 1.3 (2) -27 + 3 (5) 10.0 + 0.8 (6)

total dil. 1:10

TABLA 14

Se pudo observar que la P_. en presencia de SPH es significativamente mayor

Rb

respecto a sus controles. La depolarizacidn de la DP y el aumento de la PRb

originada en PEs incubados con suero de paciente hidatfdico a titulos 1/3200

serian consecuencia de alteraciones tempranas de las membranas del PE (Ka-

ssis y col., 1976; Yarzabal y col., 1976).



. cm + -
Curva en f. de Condicidn |K |i [c1™|. PNa/PK Pcl/P
+ -4 *
|k l, SRK + ouab.10 M 60. 1 6 0.319 1.32
|K+| SRT + ouab.10™ M 62.7 12 0.17 2.4
) + amil.10-4M : ) ’
+ -5
|K |o SRK + Val.l0 °M 40 15 0.20 0.90
+ -4 t
[Rb" | SRT + ouab.10™ M 48.3 9.7 0.151 0.73
+ -4
| Na o SRT + ouab.10 M 47.1 7 0.29 1.41
. )
[Na™| SRT-OCa + ouab. 10" M 30.9 18 0.46 0.99
+ -
|ca 2|° SRT + ouab.10 "M 60 18 Var Var
|Ba+2|° SRT + ouab.10 M 40 8 Var Var
|Ami1]| SRT + ouab.10™ M 60 7 Var 1.35
% D.S.: 1.343 ‘
¥ D.S.: 0.1698
TABLA 17
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DISCUSION

- Localizacién de las DP

Debido a las caracteristicas del sincicio tegumentario, principalmen-
te su delgado espesor (2-3 uym) es en principio dificil establecer con
certeza el punto en el cual se encuentra el ME cuando se realizan las
mediciones de las DP. Sin embargo, los registros obtenidos en PEs en
presencia de DOCNa o suero de paciente hidatidico fueron {tiles para
determinar algunas evidencias respecto de la localizacidn ?e la barrera
de DP negativa. El DOCNa, debido a su accidn detergente sobre las mem-
branas celulares, produce una rapida e irreversible depolarizacidn de la
DP negativa en concentraciones de 1.0%Z y 0.1%, llegando en algunos casos
a valores de O mV con DOCNa al 1% y ocasiona ademas, rotura y desprendi-
miento de vesiculas segmentarias al cabo de 5 minutos de exposicidn del
PE al detergente (Pappas, 1982). En consecuencia, si se considera que
la barrera de la DP negativa se origina en el tegumento, las modificacion;s

en las DP observadas se podrian atribuir a alteraciones en la permeabili-

dad de las membranas tegumentarias producidas por el DOCNa, Esta sal
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soluble ejerce sobre la superficie del PE un efecto similar al descripto

por Connie y col. (1982) en Schistosoma mansoni donde el detergente

Triton X-100 es capaz de remover el tegumento y producir la desaparicion
del potencial elé&ctrico correspondiente a ese compartimiento.

Una serie de experiencias realizadas con suero de un paciente hidati-
dico (SPH) sugeririan que la DP negativa se origina a través de la membra
na tegumentaria externa del PE. En este sentido pudimos conocer los si-
guientes aspectos: la localizacidn de inmunoproteinas del SPH (titulo 1:3200)
sobre la superficie del PE y la significativa e irreversible depolarizacidn
que sufre la DP en menos de 8 minutos debido a la accidn litica que ejer-
cen las inmunoproteinas sobre dicha superficie. Si bien la importancia de
los resultados hallados se analizarin posteriormente, el hecho de observar
la presencia de anticuerpos unidos a la superficie del PE, conjuntamente
con la rapida e irreversible depolarizacidn de la DP negativa, constituyen
una evidencia en favor de que la barrera de la DP negativa se situaria en
la membrana tegumentaria externa del PE.

Por otra parte, el promedio de las DP medidas en PEs aislados fue de
-53+1 mV con respecto al bafio externo. Este valor no difiere significati-

vamente del potencial elé&ctrico tegumentario informado en Schistosoma mansoni

por Connie y col. (1982) que fue de -51.4+0.6 mV a pesar qe las diferencias
existentes entre ambos pardsitos. Miemtras que estos ltimos valores fueron
obtenidos en machos de tenia adulta, los PEs son el estadio larval del

Echinococcus granulosus donde el .tegumento presenta caracteristicas morfold-

gicas distintas al del parasito adulto.

- Efecto de inhibidores metabdlicos sobre las DP

El 1A, conocido por su accidn inhibitoria de la glucélisis, bloquea la

sintesis de ATP e impide el almacenamiento de la energia necesaria para el
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funcionamiento de la bomba Na/K en preparaciones bioldgicas tales como
glébulo rojo (Lew, 1971).
El estudio de los posibles efectos del IA sobre las DP en PEs de

Echinococcus granulosus permitid relacionar las mismas con la actividad

metabdlica del pardsito. En Resultados se muestra la significativa depo-
larizacidn observada en PEs incubados en presencia de IA y teniendo en
cuenta lo informado por Reisin y col. (1980) respecto a la alteracidn que
se produce en el balance de Na+ y K+ como consecuencia del tratamiento

de los PEs con IA, se pensaria que la degradacidn de glucdgeno proporcio-
na la energia requerida para el transporte activo en el PE. Si este fue-
se el caso, la depolarizacidn de la DP seria consecuencia de la inhibicidn
dela bomba Na/K debido al bloqueo que el IA ejerce sobre la glucolisis

rd -
anaerdbica.

- Caracterizacidn del componente de las DP ouabaina-sensible

El uso de la oubaina, glicdsido cardiaco que inhibe especificamente el
transporte activo mediado por la ATPasa Na-K, Mg dependiente (Schatzman,
1953; Garrahan y Glynn,1967) permitid observar que parte de la DP medida
a través de la barrera tegumentaria dgl PE es sensible a la ouabaina. Es
decir que en presencia de esta droga, la DP a través del tegumento del PE
sufre una depolarizacidn de caracteristicas similares a lé informado por
Fetterer y col. (1978) y Connie y col. (1982) en machos adultos de

Schistosoma mansoni. Como este componente de la DP ouabaina-sensible

se manifiesta tanto en PEs frescos como en aquellos ricos en Na+ (Tabla 1)
se pensd en la existencia de una bomba Na/K que actuaria de manera elec-
trogénica (Adrién y Slayman, 1966; Marmor y Gorman, 1969; Finn, 1973).
Esto tiene maxima importancia cuando se trata de altas actividades de

transporte activo y flujos pasivos asociados a compartimientos relativamente
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pequenos, como lo es el tegumento del PE, ya que la inhibicidén de una
bomba no electrogénica también ocasionaria una depolarizacidon de la DP
en presencia de ouabaina, directamente asociada a la alteracifn de las
) + + . o aeid
concentraciones de Na y K . Por consiguiente la depolarizacidon en este
. - . - + .
caso seria secundaria a la caida relativamente rapida del K intracelu-
-~ e = - - - . +
lar y se deberia a una disminucidn del componente electrodifusivo del K
y no a un fenSmeno directamente relacionado a la actividad de la bomba
Na-K. Sin embargo, las experiencias realizadas con PEs aislados enrique-
. + . .
cidos con Na (Figura 13) permiten descartar esta posibilidad. Estas ex-
. . . . . N +
periencias mostraron que si1 a PE incubados en ausencia de K externo se
. . . +
los transfiere a una solucidn que contiene 5 mM de K, se produce, en
menos de 1 minuto, una notable hiperpolarizacién de la DP, la cual es
bloqueada pocos segundos después de la introduccidn de la ouabaina. Cdlcu
los realizados en base al volumen aparente del tegumento y flujos unidi-
. + . . . -
reccionales de K (Cantillo y col., 1980) permiten estimar que no seria
factible explicar la hiperpolarizacidon de las DP como resultado de cam-
. . o + . .
bios en los gradientes electroquimicos de K . Considerando un flujo de
+ 3 . .
entrada de K al tegumento del PE de 4.6 ymol/cm™ min y asumiendo una
+ - . - .o
IK |i de 60 mM, se esperaria que un minuto después de modificar de 0 a
+ ~ + . -
5 mM la IK [0 que bainia al PE, la ]K |i se incrementaria a 64.6 mM (ver
L. L+ + .
Apéndice). Pero este aumento de las |K Ii y IK Io puesto en la ecuacidn
de G-H-K es insuficiente para explicar la hiperpolarizacién experimental-
mente observada. En otras palabras, el componente dela DP sensible a
la ouabaina revela la existencia de una bomba de Na-K de caricter elec-
o . + -
trogénica, la cual es activada por K externo. La misma puede ser tam-
.. . + + . +
bién activada por Rb o Cs cuando estos iones reemplazan al K del
bafio externo (Skou, 1960, 1965; Hoffman, 1966). Sin embargo, el compor-

3 . . . +
tamiento de los iones es diferente. Mientras el Rb es capaz de reemplazar
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- - - + - - L
casi totalmente la accidn del K en el sistema de activacidon de la bomba,
por lo menos en lo que respecta al comportamiento de las DP (Figura 20),

+ . . ;-

el Cs sblo es capaz de reemplazar parcialmente este idn (Tabla 3).

Se establecid también que el efecto maximo que la ouabaina produce

- - - [ +

sobre las DP es mucho mas rapido en PEs ricos en Na que en los PEs
frescos (Figura 12 y 13). Esto podria explicarse suponiendo que el

. .. + . . + .
enriquecimiento con Na y posterior presencia de K externo activa un
mayor nimero de bombas o bien aumenta el nimero de intercambio de iones

+ + ..

Na y K por bomba, que en las condiciones de los frescos, las que luego

son inhibidos por la ouabaina.

- Caracterizacidn del componente de las DP ouabaina-insensible

a) Sensibilidad de las DP a los cationes monovalentes:

Nuestros estudios sobre el componente de las DP ouabaina-insensible
demuestran que esti asociado a los gradientes electroquimicos de K+ y
Na+ externo. En particular, la hiperpolarizacidén de las DP observada a
medida que disminuye 1la |K+|° es del orden de las informadas para otras
membranas epiteliales (Zeiske y Van Driessche, 1979) o tegumentarios
(Fetterer y col., 1980). E1l valor de la PK de 6.1 x 10_7 cm seg"l esti-
mado a partir de las mediciones del JiJIK y las DP correspondientes se
encuentra en el rango hallado para otras preparaciones tales como miisculo
(1.1 x 10_7 cm.seg-l, Casteels, 1969; 7 x 10_7 cm seg-l, Hodgkin y
Horowick, 1959).

Las disminucidn de la |Na+|o también produce una hiperpolarizacidn
de las DP. Si bien este efecto es comin a la mayoria de los epitelios
vertebrados (Okada y col., 1975) no lo es para otras membranas tegumenta-

rias tales como Schistosoma mansoni donde en condiciones similares se

produce la depolarizacidn de las DP (Fetterer ycol., 1980). El analisis
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y ajuste de los pardmetros de las distintas curvas de las DP en funcidn de
las concentraciones de Na+ y de K+ (Figuras 17, 18 y 24) permitid estimar
que la P&a seria de 0.17 a 0.32, Estos resultados indicarian que las DP
respecto de los cationes Na+ y K+, son fundamentalmente sensibles al K+
externo y mucho menos al Na+ externo.

Se esperaria entonces que el tegumento del PE se comportara como un
electrodo de Kf a ]K+h)60 mM. Sin embargo, las pendientes obtenidas estin
en el rango de 17 a 50 mV/década (Figuras 17 y 18). En otras palabras,
en las distintas condiciones experimentales probadas, nunca se logrd una
pendiente de 58 mV por un cambio de 10 veces en la |K+|0. Zeiske y
Van Driessche (1979) informan- una DP con respecto a la| K+|o de 15,5 a
36 mV/década en piel de rana. Fetterer y col. (1980) encuentran una

pendiente de 30 mV/década en el tegumento de tenia adulta de Schistosoma

mansoni.

Una posible explicacién seria que la barrera que genera la DP no sdlo
+ + . .- - . - - .
es permeable al K y al Na sino también al C1 y que este 1idn se distri-
buye en estado estacionario de acuerdo al tratamiento de G-H-K (ecuacidn 3).
Por consiguiente, la ecuacidn de Nerst, ailn en altas concentraciones de

+ PR !
K externo, no seria valida para los valores de DP hallados.

b) Sensibilidad de las DP al Cl externo:

La ausencia de C1 en el bafio externo no produce cambios significativos
en los registros de las DP medidas durante 20 minutos. Esta insensibili-
dad de las DP observada cuando se altera la concentracidn de Cl~ externo,

similar a lo que ocurre en tenia adulta de Schistosoma mansoni (Fetterer y

col., 1980), podria ser debido a que las membranas tegumentarias del PE
poseen a) una suficientemente alta PCl que permite la distribucidn en

equilibrio de este idn en pocos segundos (Hodgkin y Horowick, 1959) o bien



b) una P baja que impide que la DP sca afectada por la reduccidn del Cl

Cl
externo (Steffani y Steinbach, 1969).

Teniendo en cuenta los valores de los paradmetros obtenidos por el ajuste
de las distintas curvas de DP en funcidn de la concentracidén de los catio-
nes monovalentes, se observa que la |Cl_|i estimada estd en el rango de
6 a 18 mM manteniéndose constante bajo distintas concentraciones de K+ y
de Na' externo. Este valor de la |Cl_|i es ligeramente menor al calculado
si este idn se distribuyera en equilibrio (ver Apéndice). Por otra parte,
la Pél calculada esti entre 1 y 1.4 (Tabla 17), lo cual sugeriria que la
barrera donde se genera la DPnegativa es muy permeable al Cl1 . Se plan-
tea antonces el problema de explicar cual es la razdnm por la cual la
|Cl_|i no esti en equilibrio en la |Cl_|o. Si se considera el volumen
del tegumento de 0.217 cm3/g.ps (ver Apéndice) y la |Cl_|i miéxima estima-
da de 18 mM, se puede calcular un contenido de C1° en el tegumento de
5.4 ymol por gramo de peso seco de PEs (ver Apéndice). Reisin y Rotunno
(1981) midieron la salida neta de ClNa del PE en presencia de sacarosa
durante 30 minutos e informaron una velocidad de flujo de 0,67 ymol/g.ps min
en ese intérvalo de tiempo. Si se supone que todo el Cl1 medido proviene
del tegumento, sdlo se necesitarian é minutos para lavar los 5,4 mol/g.ps
calculados anteriormente. Como &€ste no es el caso, es evidente que el
Cl™ proviene de un compartimiento mds profundo del PE, muy posiblemente
del espacio extracelular, y que las membranas tegumentarias son muy per-
meables a este anidén. Reisin y Cantiello (1979) aportan evidencias de
que la concentracidn de ClNa en el espacio extracelular del PE es similar
a la del medio de incubacidn (SRK). De lo expuesto hasta aqui se podria
concluir que la insensibilidad de la DP medida cuando se alterd la |Cl_|o
seria consecuencia de una tendencia del compartimiento extracelular para

alcanzar un estado estacionario con el bafio externo, mds que con el compar
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tamiento tegumentario de manera que no se afectaria la concentracidn de
Cl” en este compartimicnto. Lsto implicaria que la permeabilidad aparen-
te de C1  correspondiente a la barrera basal debia ser mayor que la co-
rrespondiente a la barrera apical. Si bien este punto no puede ser direc
tamente demostrado, el modelo propuesto permite explicar los resultados

experimentales obtenidos.

- . . |
- Efectos de farmacos, drogas y cationes divalentes sobre el componente

de las DP ouabaina insensible.

a) Accidn del Amiloride

La membrana apical del tegumento del PE es permeable al Na+, como se
ha demostrado por la sensibilidad de las DP a los cambios de la |Na+|o.

Se estudid entonces el efecto del amiloride sobre las DP medidas a tra-
vés del tegumento del PE. Se sabe que esta droga es un potente inhibidor
del transporte de Na+ en preparaciones bioldgicas tales como vejiga de
sapo (Bentley, 1980), vesicula biliar de sapo (Balaban y col., 1979),
epitelio renal (Sariban-Sohraby y col., 1983).

En nuestra preparacion, el amiloride produjo una significativa hiper-
polarizacidn de las DP debido a la disminucién de la P'a, la cual se calcu
15 de acuerdo a la ecuacidn 5. Se considerd que en presencia de amiloride
existen por lo menos dos componentes de la Pﬁa’ uno insensible y otro sen-
sible a esta droga. Como en el ajuste de la curva (Figura 27b) se modificd
la P! y no la P!, con respecto a sus controles (Tabla 17) es evidente

Na Cl

que el amiloride estaria inhibiendo especificamente la PNa a través del

tegumento del PE. La inhibicidn de la PNa responderia adecuadamente a

una cinética no competitiva en una constante aparente de inhibicidn media
-8 .o ]
de 5 x 10 ° M (ecuacidn 5). Este valor concuerda con la constante de afi-

nidad del amiloride en piel de rana: 1.02 x 10_8 M_l (Cuthbert y Shum,1974)
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y con la constante aparente de inhibicidn media en t@ibulo cortical aisla-
do: 7 x 10_8 (0'Neil y Boulpaep, 1979) y epitelio remal: 5 x 10_8 (Sari-
ban-Sahraby y col., 1983).

En todos los experimentos en los cuales se midieron las DP en presen-
cia de amiloride, la midxima concentracidén usada de este diurético fue de
10_4 M. Soltoff y Mandel (1983) informan que el amiloride a concentra-
ciones mayores de 10_3 M produce adeﬁﬁs del efecto diurético por bloqueo

de la P un bloqueo de la bomba de Na/K en t{ibulo proximal renal de

Na’
conejo. Sin embargo esta posibilidad puede ser descartada pues las con-
centraciones de amiloride wusadas habitualmente en nuestra preparacion
ocasionarian unadisminucidn de menos del 5% en la actividad de la bomba de
Na/K en t{ibulo renal (Figura lc, Soltoff y Mandel, 1983).

En conclusién, el efecto que el amiloride produce sobre las DP seria
consecuencia de la inhibicidn que esta droga ocasiona en la permeabilidad
del Na+ a través del tegumento del PE.

Por otra parte se probd el TAP, bloqueante especifico de la entrada
de cationes en epitelios de '"baja resistencia'" (Moreno, 1975; Balaban y
col., 1979) y se demostrd que las DP no se afectan por la presencia de
esta droga. Estos resultados sugeririan que: 1) el TAP, a diferencia del
amiloride, es incapaz de bloquear la PNa y 2) el tegumento del PE, a dife
rencia de las membranas epiteliales clasicas, no presentaria uniones es-
trechas como ya observd Morseth y col. (1967) estudiando la morfologia
del parasito.

b) Accidn del Ba2+

Los resultados experimentales presentados en Resultados demuestran que
+2 . .
el Ba ~ tiene un importante efecto depolarizante sobre las DP de las mem-

branas tegumentarias del PE. Este efecto puede ser atribuido a una



disminucidn de la PK' Evidencias en este sentido aportan el ajuste de
la curva de DP = f|Ba+2|o (Figura 33) donde los parametros P'Na y Pél
aumentan con la |Ba+2|o (ecuaciones 6 y 7). Este aumento puede ser con-

secuencia de un aumento tanto de la P! como de la Pél o bien una dismi-

Na
nucidén de la PK' Este punto pudo ser aclarado cuando se calcularon las
PRb a partir de la ecuacidn 4 con los registros de las DP de PEs ricos

+ - . . +2
en Na tratados con ouabaina en presencia y ausencia de 10 mM de Ba

~ . . . + .
en el bafo externo y los correspondientes datos de influjos de Rb medi-

dos por Cybel y col. (1984b) en las mismas condiciones experimentales.

! +2

Se observd que la P_, disminuye significativamente en presencia de Ba

Rb

con respecto a sus controles (24%) (Tabla 15). Por consiguiente, el efec

. . +2 . .
to depolarizante sobre las DP producido por el Ba =~ seria consecuencia

directa de la disminucidn de la PRb (PK)'
Medicidn en J1an DP PRb
umol/g.s hora LY (em seg"l)xlo7
SRK + ouab.10™* M 32.9+1.1 (27) —45+1 (2) 6,8+0.3 (27) *
SRK 10 mM Ba+2 +
- _ *
b 104 18.9+1.2  (4) 26+1 (7) 5.240.5 (7)
* P <0.01
TABLA 15

Estas conclusiones se corresponden con el efecto del Ba+2 descripto en
midsculo esquelético (Werman y col., 1961; Nishi y Soeda, 1964; Sperelakis

y col., 1967), axdén gigante de calamar (Eaton y Brodwick, 1980) y membra-

nas epiteliales (Van Driessche y Zeiske, 1980; 0'Neil, 1983), en las cua-

. - - - - . o, - - +
les este catidn divalente produce la disminucidn de la conductividad de K
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. + . y - . - -
por oclusidn del canal de K . En las experiencias realizadas en presencia
+2 P o -
de Ba = se observd que el efecto que este idn produce sobre las DP es par-
cialmente reversible y se manifiesta en un tiempo no mayor de 2 minutos
- . - d +2
después del traslado del PE a la solucidn que contiene Ba ~. Dado que en
general la permeabilidad pasiva de las membranas celulares es mucho menor
a los cationes divalentes que a los monovalentes, estos resultados sugeri-
- - - - - - +2
rian que en nuestras condiciones experimentales, la accidon del Ba sobre
la PK se ejerce desde la superficie tegumentaria externa. Estudios con
. . +
microelectrodos, en piel de rana permeable a K , claramente muestran que
. +2 + . .
los iones Ba bloquean los canales de K desde el lado apical (Hirschmann
. . . 2 +
y Nagel, 1978). También Nagel (1978) establecid que los canales de K de
la membrana basolateral en piel de rana se bloquean por la presencia del
+2 - .
Ba = cuando éste se encuentra en la solucidn serosa.
Por otra parte, si se comparan las P&a y Pél obtenidas como parimetros
de ajuste (ecuacidén 6 y 7), se observa que ambas estarian compuestas por
. . . +2
lo menos por dos componentes: uno insensible y otro sensible al Ba .
- . - . . +2
Este Ultimo componente representaria la accidn del Ba ~ sobre la PK’ la cual
estaria de acuerdo con un tipo de inhibicidén no competitiva. Van Driessche
. . +2 +
y Zeiske (1980) cuando estudian el efecto de Ba sobre los canales de K
de la cara apical de piel de rana en un amplio rango de concentraciones
+ . .
encuentran que el bloqueo de los canales de K es aparentemente competiti-
- r + - - id .
va a mas altas concentraciones de K . Mas alin, estudios realizados en
axon gigante de calamar (Armstrong y col., 1982) permitieron analizar la
cinética de bloqueo y desbloqueo del mecanismo de depalarizacidn retardada,
fendmeno que es consecuencia de la activacidn y desactivacidn de canales
+ e . +2 . ..
de K que son inhibibles por el Ba . En estos estudios se establecid
que el bloqueo es claramente competitivo. De manera que el modelo de

e et e ew . +2
inhibicidn no competitivo que se postula para el efecto del Ba sobre la
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PK debe ser entendida como una aproximacidén macroscdpica para bajas
concentraciones de K+. La constante aparente de inhibicidn media (KO.S)
obtenida (ecuacidén 6 y 7) fue de 1 mM, la cual estd en concordancia con
la constante aparente de disociacidn Ba-sitio,informada por Cybel y col.
(1984b) a partir de las mediciones de flujos de K+.

El hecho de que el Ba+2 disminuya la PK y en consecuencia depolarize
las DP en presencia de Ca+2 externo (Tabla 15) y no produzca efecto algu-
no sobre la PK y las DP (Figura 43a) en ausencia de Ca+2 en el bano ex-
terno (Tabla 16), podrfa explicarse de la siguiente manera, que el Ba+2
bloquee: 1) la P, activada a través de un mecanismo muy especifico por el

K
Ca+2 interno como ocurre en células cromafines adrenales (Yellen y col.,
+2
1984); 2) 1la PK activada por el Ca externo o bien 3) la PK pero que el
efecto quede enmascarado debido al drastico aumento de la permeabilidad

- - - - - I3 +2 -
catidnica inespecifica que produce la ausencia de Ca = externo. Existen

evidencias en favor de esta Gltima posibilidad, es decir que el ].’,a+2 blo-

quee la PK pero que el fendmeno no pdede ser detectado en ausencia de Ca+2
externo.
Medicibn en Jian DP PRb

ymmol/g.s hora mV (cm seg‘l)xlo7
SRK + ouab.10™* M 23.3+ 2 (15) 41+l (13)  5.140.5 (15) *
SKR - 0Ca + ouab.10™* M 28.5+0.6 (14)  -24+3 (8)  8.0+0.5 (14) *

+2
ﬁﬁf?’fﬁ-i ; miBa ¥ 26.6+ 2 (2) -22+1  (2) 7.740.7 (2)
* P < 0.001
TABLA 16
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Teniendo en cuenta que el efecto del Ba+2 depende de la DP inicial (Figura
. . +2 - .
34), es posible sugerir que el Ba = afectaria en menor medida a las DP en
, + . . .z . .
ausencia de Ca 2 debido a la depolarizacidn que este catidn divalente pro-

duce sobre las DP. Los calculos de la P, realizados indicarian que el

K

+2 .o . ees . . +2 o
Ba ~ no modifica significativamente la PK en ausencia de Ca en el bano
externo (Tabla 16). Una posible interpretacién de este fendmeno podria

. +2 o .
ser que la ausencia de Ca externo desenmascara una via catiOnica ines-
Papp e ot . . . .
pecifica que transportaria K independiente de los otros mecanismos preexis
tentes como describen Van Driessche y Zeiske (1982) en piel de rana. En
. .. .. . 2 +2 .

consecuencia, la disminucidn de 1la PK por accidon del Ba = en ausencia de

+2 - L - g . -
Ca =~ no podria detectarse por el aumento inespecifico de la permeabilidad
tegumentaria. Sin embargo, los resultados obtenidos no descartan la posi-

v +2 . +2 . .
bilidad que el Ba =~ afecta una PK activada por Ca = externo. La dilucida-
cidn de esta cuestidn requerirZ futuros estudios. Por otra parte,si es

. . - . +2 - 3
posible descartar la hipOtesis de que el Ba actle sobre una PK activada
+2 . . . - .

por Ca  interno. En experiencias que se analizaran posteriormente se

demuestra que la quinina bloquea la P, independiente de la presencia de

K
+2 . PR . -
Ca =~ externo. En consecuencia, la quinina posiblemente estaria actuando
sobre una PK distinta de 1a bloqueable por Ba+2. Como en dtras preparacio-
nes bioldgicas (Armando-Hardy y col, 1975; Lew y Ferreyra, 1978; Burgess,
.. ; +2 .
1981), la quinina bloquea especificamente la PK activada por Ca  interno,
. e +2 -
nuestros resultados sugeririan que el Ba  no estaria afectando este me-
canismo. Hasta aqui entonces podemos considerar que la depolarizacidn
. +2 . +2 ~
de las DP producida por el Ba  en presencia de Ca en el bano externo,
es especifica de este catidén divalente, se produce por un mecanismo inde-
. ; . +2
pendiente de la bomba Na/K y de la PNa’ lo cual sugiere que el Ba = actua
ria sobre un mecanismo especifico de la PK'

Respecto del mecanismo por el cual el Ba+2 bloquea la P se han

(P

K Rb)
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propuesto modelos para explicar su accidn, teniendo en cuenta el efecto
+2 + - - -
del Ba sobre canales de K en otras preparaciones como axon gilgante
de calamar (Armstrong y col., 1982). La interpretacidn mas plausible
+2 . . . _
se basa en el hecho de que el Ba =~ posee un radio cristalino similar al
+ - - Ld > -~
K pero esti doblemente cargado por lo que la energia de interaccidn en-
+2 . . 2.
tre el Ba = y los sitios electronegativos de los canales es mas intensa
. . " + ..
que la correspondiente a la interaccidén K -sitio. En favor de este meca
nismo estdn los experimentos de Armstrong y Taylor (1980). En las membra
. +2 . P ey s
nas tegumentarias del PE, el Ba  pareceria actuar como un inhibidor no
. .. + .
competitivo del movimiento de K y esto se puede explicar porque las expe
. . . . + . .
riencias se realizaron a bajas |K Io’ rango en el cual Van Driessche y

Zeiske (1980), por ejemplo obtienen una cinética no competitiva.

c) Accidn de quinina

Los estudios realizados en PEs en presencia de quinina demostraron que
la depolarizacién de las DP observadas serian consecuencia de la disminu-
cidn de la PK' La quinina en preparaciones como globulo rojo bloquea es-
pecificamente la conductancia del K+ activada por Ca+2 (Armando-Hardy vy
col., 1975; Reichstein y Rothstein, :'1981). En c&lulas excitables, ademis
de la corriente de K+ activada por Ca+2, bloquea la corri?nte de rectifi-
cacidén retardada de K+ activada por voltaje y la corriente de entrada ri-
pidas de Na+ y lenta de Ca+2 (Herman y Gorman, 1984; Yeh y Narahashi,
1976). En consecuencia, los resultados obtenidos en presencia de quinina
en el tegumento del PE, el cual se comporta de manera similar a otros sin-
cicios eléctricamente no excitables (Fetterer y col., 1980), sugieren

que la fraccidn de la P, sensible a esta droga tendria similares caracte-

K

risticas que las descriptas en gldbulo rojo. De esta manera existiria en
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el PL una PK activada por Ca+2. EL e¢fecto de la quinina sobre una fraccidn
de la PK es independiente de la presencia de Ca+2 en el bano externo (Ta-
bla 11). Por consiguiente, la quinina estaria actuando sobre un mecanismo
que es activado por el Ca+2 interno y que intervendria en la regulacidn

de la P, como sucede en gldbulo rojo (Sze y Solomon, 1979).

K

d) Efecto del Ca+2 y otros cationes divalentes.

Las experiencias expuestas en Resultados demostraron que la depolariza-
cidén de las DP negativas y aparicidn de las DP positivas producidas por la
. +2 - P . . 3
ausencia de Ca en el bano externo es: a) especifica de este catidn diva-
lente; b) sensible y c) tiene lugar tanto en ausencia como en presencia
- . . +2 .
de ouabaina, amiloride, Ba =~ y quinina. De manera que el efecto de la au-
] +2 iy .- -
sencia de Ca  sobre las DP no se puede atribuir a modificaciones de la PK
+2 .. . . . .
bloqueable por Ba = o quinina o a cambios en la PNa amiloride sensible.
Una plausible interpretacidn para este fendmeno seria que este mecanismo

es independiente de la bomba Na/K, de la P a amiloride sensible y de la P

N K

Bd+2 sensible o quinina sensible. El ajuste de la curva experimental que
se muestra en la Figura 45b sugeriria que la ausencia de Ca+2 externo pro-
duce un aumento de la permeabilidad catidnica inespecifica. Los datos ob-
tenidos del ajuste de las ecuaciones 8 y 9 -en un rango de 0.05 a 2,5 mM

de la |Ca+2|o- indicarian que mientras la Pél disminuye con el aumento de
+2|

la |Ca+2|°, la PL  aumenta, de manera inversa el cuadrado de la |ca
|

Si bien el significado fisico de esta relacidn no es claro, la forma como

se modifican las permeabilidades relativas de Na+ y de Cl~ pueden explicar

se sdlo si se considera que las PNa y P

+2
a |

K aumentan cuando disminuye 1la

|c Mis aln, los cdlculos de las PR realizados a partir de las me-

o b

+
diciones de flujos de Rb y las DP correspondientes en soluciones con y
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. +2 . epa .
sin Ca (Tabla 11) demuestran que la PK (PRb) aumenta significativamente
. +2
en ausencia de Ca = externo respecto de los controles.
La existencia de una permeabilidad selectiva a cationes que sdlo condu-
. +2 ~ . .
cen en ausencia de Ca = en el bano externo fue descripta por Van Driessche
y Zeiske (1982) para la membrana apical de piel de rana donde estos auto-
res establecieron, mediante la t@&cnica de medicidn de corriente de corto-
) ; . . +2 3
circuito y sus fluctuaciones, que si todo el Ca es removido de la solu-
. 2 . . . + .
cidn externa o mucosa o bien si la concentracidn de H intracelular es re-
ducida se desenmascaran canales selectivos a cationes que conducen en para-
+ . . .
lelo con los canales de Na sensibles al amiloride.
Las evidencias mencianadas respecto de que la depolarizacidn de las
. . . . +2
DP negativas observadas en PEs suspendidos en soluciones libres de Ca
son debido a un aumento de la permeabilidad selectiva a cationes, no
iy e +2 . ;
descarta la posibilidad de que el Ca  externo intervenga en otros mecanis
P . s i +2
mos tales como la P, inhibible por quinina o la PK inhibible por Ba ., En

K

d . L +2 » .
ambos casos la disminucidn de la |Ca |0 ocasionaria una reduccidn de la P

=

la cual podria no ser detectada debido al aumento de la permeabilidad catid
nica en general. Sin embargo, el hecho de que la quinina disminuye la PK
ya sea en presencia como en ausencia de Ca+2 externo (Tabla 11) indicaria
que este idn divalente no esta directamente relacionado con la PK quinina-
sensible. Por otra parte en lo que concierne al Ba+2, los calculos de PK
demuestran que sdlo en presencia de Ca+2 en el bafio externo, el Ba+2 produ-
ce la disminucidn de la PK (Tabla 15?. Estos resultados pueden indicar

que la PK sensible al Ba+2 estaria afectada de alguna manera por el Ca+
externo. Teniendo en cuenta lo expuesto hasta aqui es posible sugerir

que en PEs suspendidos en soluciones libres de Ca+2, el aumento de la
permeabilidad catidnica corresponderia a un desbloqueo de canales especi-

. . . e ot + . .
ficos para cationes monovalentes que conduciria K o Na indistintamente,
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» o avs +2
los cuales en condiciones control estarian inhibidos por el Ca externo.
Estos canales serian independientes de aquellos que transportan especifi-
+ + iy . - .
camente Na o K y que se describieron mas arriba.
El otro aspecto que establecimos al explicar las experiencias en ausen
. +2 . . s o
cia de Ca =~ externo es la mayor frecuencia de aparicidn de las DP positi-
vas, que alcanzan en algunos casos valores de hasta +30 mV. Como ya se
analizd en Resultados, existen evidencias en favor de que las DP positivas
se originarian en la membrana basal del tegumento. Si esto fuese asl, en
- . +2 e .
soluciones libres de Ca =, se afectaria tanto la barrera apical como la
basal del tegumento. Estos resultados podrian interpretarse que como con-
secuencia del aumento de la permeabilidad catidnica que produce la ausencia
+2 . o , .
de Ca ©~ en la membrana apical (57%), se alteran las concentraciones intra-
. + + . .
tegumentarias de Na y K . Teniendo en cuenta que la DP negativa se depo-
- - . - & - +
lariza en esta condicidn experimental, es evidente que la entrada de Na
. + .
al tegumento es mayor que la salida de K, posiblemente por que los cana-
les catidnicos descriptos mas arriba poseen una mayor selectividad para el
+ + cw e +
Na que para el K . El aumento de la concentracidon interna de Na  puede
llevar a la activacion de los mecanismos de transporte situados en la mem-
- - + .
brana basal, las que tenderian a reestablecer niveles de Na tegumentarios
mds bajos. Ademas, esta interpretacidn fue reforzada por la observacidn
. . . +2
de que las DP positivas, medidas en ausencia de Ca externo, desaparecen
+ . -
a |Na t >10 mM (Figura 46), y que por otra parte se detectan con mis
. . .o . + .
frecuencia deflexiones positivas en PEs ricos en Na . Estas observaciones,
.y .. . . + .
si bien indirectas, pues no se puede establecer la concentracidon de Na in-
trategumentario, constituyen datos en favor de que el aumento de la con-
.. + . . . -~
centracién de Na tegumentario estaria involucrado en el potencial eléc-
trico de la barrera basal. Un mecanismo plausible seria la existencia de

|
una bomba Na/K situada en la membrana basal tegumentaria, la cual seria
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. + . . . . .
activada por el Na intrategumentario. Esta hipdtesis concuerda con lo
informado por Ussing y Zerahn (1951) respecto a la existencia de un trans
3 + - . .
porte activo de Na a través de la cara interna de piel de rana. Estable
cieron de manera general las propiedades epiteliales de la membrana basal,
la cual estaria asociada a la actividad de una ATPasa (Farquhan y Palade,
. . . . + +
1964). Esta actividad fue relacionada al transporte activo de Na y K
por Skou (1960). Bonting y col. (1962) demostraron la presencia de una
. + + -
ATPasa dependiente de Na y K en homogenato de piel de rana.
Se puede resumir lo expuesto al decir que el mecanismo propuesto para
. - . +2 ~
explicar los fendmenos observados en ausencia de Ca = en el bafio externo
es que se desenmascara un camino conductivo a cationes monovalente que
. - . o + ;
ocasionarla un aumento de la concentracidén de Na tegumentaria. En conse
cuencia, se produciria una depolarizacidn de las DP negativas y aparicién

de las DP positivas.

Para finalizar, de los resultados experimentales a los que se analizd
el comportamiento de las DP respecto de la concentracidn de iones monova-
lentes, efecto de inhibidores y drogas, accidn de cationes divalentes,
nos permitid SU8e¥it un minimo circuito eléctrico andlogo para representar
las propiedades eléctricas pasivas del tegumento. Las DP negativas que
corresponderian a la membrana apical y cuyo valor es de =51 + 1 mV (168)
tendria al menos dos componentes. Uno ouabaino-sensible que se atribuye

. + + ) - . .
al transporte activo de Na y K y otros ouabalno-insensible que represen
- 3 - . + + - .
taria el movimiento pasivo de Na , K y Cl (Figura 54a).

El transporte activo se debe a la existencia de una bomba Na/K de
caracter electrogénica. El transporte pasivo (mecanismo electrodifusi-
vo) estaria integrado por lo menos por los siguientes componentes de per

meabilidades: permeabilidad pasiva de: a) K+; b) Na+; c) C1~ y d) cationes



monovalentes (Figura 54a). El componcente de permeabilidad de K+ seria
en parte inhibida por el Ba+2, otra inhibida por quinina y un tercer
componente residual o de pérdida (leak de K+). El componente de permea
bilidad de Na+ seria en parte bloqueado por amiloride y finalmente el
componente sensible a cationes monovalentes seria inhibidd por concentra
ciones mayor de 0.3 mM de Ca+2 externo.

La bomba Na/K se esquematizdo elé@ctricamente mediante un generador y
los componentes pasivos mediante la resistencia (RI) y fuerza electromo-
triz (EI) correspondiente a cada uno de los iones 51) involucrados (Figu-
ra 54b).

Por otra parte, las DP positivas medidas en ausencia de Ca+2 externo,
se atribuyen a la membrana basal tegumentaria (segunda barrera) y serian
independientes de las DP negativas. Los mecanismos que originan las DP
positivas no lo establecimos aiin. Sin embargo, evidencias indirectas su-
geririan la existencia de una bomba Na/K activada por Na+ interno, ubica-

da en la membrana basal del tegumento (Figura 54a).

e) Efecto de inmunoglobulinas del suero de paciente hidatidico

Los sueros de los huéspedes intermediarios afectados de hidatidosis,
entre los cuales se encuentra el hombre, poseen inmunoglobulinas (Igs)
especificas circulantes (Capron y col., 1967). Nos interesd entonces tra
tar de establecer posibles interacciones inmunolégicas humorales de un
suero de paciente hidatidico (SPH) con PEs cultivados '"in vitro". Concre-
tamente determinar que factor o factores inmunitarios plasmdticos presen-
tan actividad escolicida (Kassis y col., 1976) y si el complemento "per
se" o anticuerpos especificos individuales ya sea el termoestable o el
termoldbil (Yarzabal y col., 1977) es el responsable de este fendmeno.

La importancia de estos estudios radica en que seria posible determinar
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si las Igs de SPH intervienen de alguna manera en los mecanismos de trans-
porte involucrados en la evolucién y formacidén del quiste hidatidico.
Ademis se podria explicar un fendOmeno conocido desde hace muchos aios,

el cual consiste en que ratones inoculados intraperitonealmente con

1000 o 2000 protoescdlices, al cabo de nueve meses habitualmente desarro-
llan entre 20 y 40 quistes peritoneales.

En Resultados se muestran las experiencias realizadas 'en presencia de
SPH. La incubacién de las PEs con el SPH de acuerdo a la técnica de
inmunofluorescencia indirecta mostrd la localizacién de Igs distribuidas
uniformemente sobre la superficie de los PEs. Las Igs serian: a) especi-
ficas ya que no se detectan en aquellos PEs incubados con suero de indivi
duos normales, usados como control y b) termoestables pues estaban presen
tes también en los PEs en contacto con SPH inactivado a 56°C durante 30
minutos (Figura 52).

Las observaciones est&n en concordancia con lo informado por Ali-Khan
(1974a), quien encuentra que, en ratones hidatidicos, se produce un aumen
to de anticuerpos especificos durante el curso de la infeccidn. Ali-Khan
y Siboo (1981) detectan anticuerpos de alta y baja afinidad como asi tam-
bién presencia de complemento sobre la superficie de los quistes de rato-

nes inoculados con Echinococcus multilocularis. Por otra parte, medicio-

nes de las DP realizadas en presencia de SPH (dil. 1:3200) mostraron una
rapida e irreversible depolarizacidn con respecto a sus controles (Figura
53), no detectdndose alteraciones de las DP en PEs suspendidos en SPH inac
tivado o suero humano normal a la misma dilucidn. Mas ailin los calculos

de las P (PK) indicarian que los cambios de las DP observadas y el signi-

Rb

ficativo aumento de la PRb en PEs incubados con SPH total (dil. 1:3200),
serian consecuencia de alteraciones tempranas de la permeabilidad en ge-

neral de las membranas tegumentarias del PE como ocurre en Taenia
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Taenialformis en su estadio larval (Murrell, 1971). En otras palabras,

las Igs especificas en combinacidn con el complemento producirian modi-

ficaciones de los mecanismos de transporte del pardsito. Los resultados
encontrados descartan la posibilidad de que el complemento 'per se" oca-
sione alteraciones sobre el tegumento similares a las descriptas por

Kassis y col. (1976) en PEs de Echinococcus multilocularis. Si bien no

se conoce con exactitud el rol antiparasitario asociado a estas Igs, se
sabe que anticuerpos especificos IgG1 s0lo (Musoke y Williams, 1975) o
IgG1 en composicidn con Inga (Mitchell y col., 1980) confieren protec-

cidn a ratones contra el estadio larval de la Taenia Taeniaeformis, pero

también se ha postulado que la IgG1 de ratdn se une al Mesocestoides corti

y bloquea los mecanismos de defensa del huésped (Mitchell y col., 1977).

Sin embargo en PEs de Echinococcus granulosus mantenidos en cultivo fue

posible demostrar que el SPH produce una notable accidn escolicida en
menos de tres horas (experiencias no mostradas en esta tesis) (Ibarra y
col., 1984). En consecuencia, se concluye que existirian inmunoproteinas
del SPH, capaces de producir alteraciones en la permeabilidad del tegumen

to del PE en presencia de complemento.
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— CONCLUSIONLES FINALLS

El objetivo de mi tesis es el de establecer de qué manera, a través de
qué mecanismos y a cuales estructuras se asocian las DP medidas en el or

ganismo larval del Echinococcus granulosus. La caracterizacidn de estos

sistemas de transporte es un aspecto fundamental para entender los meca-
nismos que intervienen en la evolucidén y formacidén del quiste hidatidico
secundario. Este proceso es el resultado de una lenta, sostenida y pro-
gresiva acumulacidn de agua y ClNa en el interior de un saco derivado del
tegumento del parasito (Devé, 1946; Smith y col., 1967; Reisin y Cantiello,
1979; Reisin y col., 1981). El anadlisis de los estudios de las DP reali-

zados a partir de los empalamentos de los PEs de Echinococcus granulosus

mediante microelectrodos sugeriria que las DP negativas se originarian

por la presencia de la membrana apical tegumentaria (barrera m3s externa).

Los sistemas de transporte que intervendrian en el mantenimiento de las

DP negativas serian: a) el componente electrogénico del transporte activo
+ + - - 3 . . o -

de Na ' y K sensible a la ouabaina; b) el mecanismo de difusidn pasiva de

+ oy . I . +2

K cuya permeabilidad puede ser inhibida en un 247 por la presencia de Ba

y en un 377% por la presencia de quinina. De esta manera, la barrera exter
. f oy -7 -1 ;

na tiene una permeabilidad al K de (6.1 + 0.5) x 10 ° cm seg = parcialmen-

+2 . P .
te bloqueable por Ba =~ o por quinina. En este Gltimo caso, el mecanismo

- - » > o - - +2 -
de inhibicidn actuaria sobre un componente de P, activado por Ca inter-

K
no; c¢) un transporte pasivo de Na+ cuya permeabilidad relativa (P&a) fue
de 0.32. Esta Pﬁa total seria en un 447 inhibido por la presencia del
amiloride (10_4 M); d) el movimiento pasivo de Cl~, idn altamente permea-
ble cuya permeabilidad relativa respecto al K+ se estimd en 1.3; e) un

transporte pasivo de cationes monovalentes que sblo se manifiesta en solu-

. . +2 .
ciones libres de Ca , el cual no puede ser reemplazado por otros catilones



divalentes. En ausencia de Ca+2 externo, el aumento de la PRb (PK) es del
57%. Como paralelamente se observa una depolarizacidn de las DP, es eviden
te que la permeabilidad de Na+ deberia aumentar m3s que la del K+. En con-
secuencia, la selectividad de esta via seria mayor para el Na+ que para el

+
K.

Respecto de las DP que se originan en una barrera mias profunda, posi-
blemente la membrana basal del tegumento, sus propiedades y mecanismos nos
son practicamente desconocidos hasta el presente. Por lo analizado en la
Discusidn, el valor de aproximadamente +20 mV medidos en ausencia de Ca+2
externo, podria interpretarse como consecuencia del componente electrogéni-
co de bombas Na/K situadas en la membrana basal del tegumento del PE. Sin
embargo, un anidlisis directo y detallado respecto de la segunda barrera de
potencial el&ctrico serian necesarios para dilucidar los sistemas de trans

porte de esta lGltima membrana como la efectuada para caracterizar la barre-

ra mis externa.



ESPACIO
EXTRACELULAR TEGUMENTO SOL. EXTERNA
Na+ |
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~Sa
0+ P
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N
———— C" _
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‘GURA 5%a: Esquema de los flujos idnicos asociados a las DP de las membranas

del tegumento sincicial.
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FIGURA 54b: Modelo eléctrico de los &istintos componentes que con-

- tribuirian a las DP originadas a través del tegumento

del PE.
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APENDICL

Volumen del tegumento del PE

Reisin y Cantiello (1979) de una serie de mediciones realizadas en PEs
suspendidos en SRK, establecieron que en promedio un PE posee un diimetro
mayor de 170 x 10-4 cm y un didmetro menor de 113 x 10_4 cm. Los autores
asimilaron la forma de un PE invaginado a la de una elipse de revolucidn

prolato y calcularon el volumen de un PE de la siguiente relacidn:

4
2 . .
VW = — a b donde a es el semieje menor y b es el semieje mayor
3

De esta manera informan que en promedio un PE tiene un volumen de
1.137 x 10°° en’.

En base a estos resultados es posible calcular el volumen del tegumento
como la diferencia entre el volumen de un PE y el volumen hipotético que
ocuparia el mismo PE sin la presencia del tegumento. Para calcular este
dltimo volumen se supuso un espesor de tegumento de 3 ym y €ste se restd a
ambos diametros del PE. Luego se aplicd la relacidn anterior obteniéndose

un valor de 0.983 x 10_6 cm3. En consecuencia el

vteg = (1.137 - 0.983) x 1078 cm> = 0.154 x 107 cn

3

A continuacidn se obtuvo el volumen tegumentario por g.ps de la siguiente

manera:
-6 cm3 PEs cm3 cm3
\Y = 0.154 x 10 ~ —— x 879507 — x 1.602 — = 0.217 —~
teg PE cm3 gps gps
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Concentracidn tegumentaria de Cl~

Si se considera que el Cl tegumentario se distribuye en equilibrio con
respecto al bafio externo, la concentracidn tegumentaria de Cl  se puede

calcular a partir de la ecuacidn de Nerst donde:

RT 17|, ) e <
DPe—— 1n — &y jer], = |e1] e
F |ex] * °

Para una DP de =51 mV medida en PEs suspendidos en SRT que corresponde a
una |01'|o de 162 mM, se calculd que la |c1’|i seria de 24 mM si este idn

se distribuyera en equilibrio con el medio externo.

Contenido de Cl1 en el tegumento

De los resultados obtenidos respecto a la concentracidn tegumentaria de
Cl™ ya sea que este idn se encuentre en estado estacionario (Tabla 17) o
en equilibrio, se estima que como maximo la |Cl-|i alcanzaria un valor de
25 mM en PEs controles. Conociendo el volumen tegumentario es posible cal-

cular el contenido de Cl  en este compartimiento de la siguiente manera:

3
clT = 25l L 5217 ™ - 5.4 umol/g.p.s.

teg cm3 g.P-S.

Estimacidén de las DP como resultado de cambios en los gradientes electroqui-

micos de potasio

Reisin y Cantiello (1980) informan en PEs ricos en Na+ en condiciones
control un influjo de K'de 60 pmol/g.p.s. hora. Si se supone que el Jing
corresponde a la entrada neta de K+ al PE, se puede calcular el aumento
de la concentracidn tegumentaria de K’ (A |K+|i) que se produce en un mi-

. . ) +
nuto como consecuencia del gradiente electroquimico de K .
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3
o umo 1 1 mmol 1 hora 1 gps qn €m- mM
alx Ii 6 g.p-S. hora 1000mol 60 min  0.217 cm3 Logo e =“® mn

Si se considera que un PE rico en Na+ posee una |K+|i de 60 mM, un minuto
después del traslado del mismo de una solucidn libre de K+ a otra que con-
tiene 5 mM de K en el bafio externo, la |K+|i incrementarfa a 64.6 mM.
Estos datos puestos en la ecuacidn de G-H-K permitieron calcular las DP
antes y después de un minuto de producido el cambio del PE de 0 a 5 mM de

+ . » . o e e
K externo obteniendose como resultado que las DP no se modifican signifi-

cativamente.

- 123 -



"BIBLIOGRAFIA

- Adrian, R.H. y Slayman, C.L. 1966 Membrane potential and conductance
during transport of sodium, potassium and rubidium in frog muscle,
J. Physiol. 184: 970-1014

- Agosin, M. y Repetto, Y. 1963 Studies on the metabolism of Echinococcus

granulosus VIII. Reactions of the tricarboxylic acid cycle in Echinococcus

granulosus scolices. Comparative Biochem. and Physiol. 8: 245-261
- Ali-Khan, Z. 1974 Host-parasite relationship in echinococcosis. I.
Parasite biomass and antibody response in three strains of inbread mice

against graded doses of Echinococcus multilocularis cysts. J. of

Parasitol. 60: 231-235

- Ali-Khan, Z. y Siboo, R. 1981 Echinococcus multilocularis: distribution

and persistence of specific host immunoglobulins cyst. Exp. Parasitol.
S51: 159-168

- Armando-Hardy, M.; Ellory, J.C.; Ferreira, H.G.; Fleminger, S. y Lew,
V.L. 1975 Inhibition of the calcium-induced increase in the potassium
permeability of human red blood cells by quinine. J. Physiol. (London)

250: 32p

- 124 -



Armstrong, C.M.; Swenson, R.P. y Taylor, S.R. 1982 Blocking of squid
axon K channels by internally and externally applied barium ions. J.
Gen. Physiol. 80: 664-681

Armstrong, C.M. y Taylor, S.R. 1980 Interaction of barium ions with
potassium channels in squid giant axons. Biophys. J. 30: 473-488
Balaban, R.S.; Mandel, L.J. y Benos, D.J. 1979 On the cross-reactivity
of amiloride and 2, 4, 6, triaminopyrimidine (TAP) for ?he cellular entry
and tight junctional cation permeation pathways in epithelia. J. Menm.
Biol. 49: 363-390

Benos, D.J.; Simon, S.A.; Mandel, L.J.; Cala, P.M. 1976 Effect of
amiloride and some of its analogues on cation transport in isolated frog
skin and thin lipid membranes. J. Gen. Physiol. 68: 43

Bentley, P.J. 1968 Amiloride: a potent inhibitor of sodium tramsport
across the toad bladder. J. Physiol. 195: 317-330"

Bonting, S.L.; Caravaggio, L.L. y Hawkins, N.M. 1962 Studies on sodium-
potassium-activated adenosinetriphosphatase. 1IV. Correlation with cation
transport sensitive to cardiac glycosides. Arch. Biochem. Biophys. 98:
413-419

Burguess, G.M.; Claret, M. y Jenkinson, D.H. 1981 Effects of quinine
and apamin on the calcium-dependent potassium permeability of mammalian
hepatocytes and red cells. J. Physiol. 317: 67-90

Cantiello, H.F.; Ibarra, C.A. y Reisin, I.L. 1980 Flujos de K+ y po-

tenciales eléctricos a través de las membranas del Echinococcus granulosus

incubado "in vitro". IX Reunidén Anual de la Sociedad Argentina de Biofi-
sica, Bermejo, Mendoza.

Cantiello, H.F. y Reisin, I.L. 1982 Transporte activo de K+ y sitios

de alta afinidad a la ouabaina en el tegumento del protoescdlex (PE) de

Echinococcus granulosus, su ausencia en el quiste hidatidico (Q.H.)

XVIII Reunidn Nacional de la Sociedad Argentina de Investigacidn Bioquimica

y XI Reunidn Nacional de la Sociedad Argentina de Biofisica, Cdrdoba, Argentina



Caprdén, A.; Vernes, A. y Biguet, J. 1967 Le diagnostic immunoelectro-

phoretique de 1'hydatidose. Pages 27-40 in "Le kiste hydatique du foie'
(Journées Lyonnaises d'Hydatidologie) SIMEP Ed. Lyon.
Casteels, R. 1969 Calculation of the membrane potential in smooth

muscle cells of the guinea-pig's Taenia coli by the Goldman equation.

J. Physiol. 205: 193-208

Civan, M.M.; Kedem, O. y Leaf, A. 1965 Effect of vasopressin on the
electrical potential of the toad bladder under conditions of zero net
Na transport. Fed. Proc. 24: 588

Claret, M. y Mazet, J.L. 1972 Ionic fluxes and permeabilities of cell
membranes in rat liver. J. Physiol. 223: 279-295

Coltorti, E.A. y Varela Diaz, V.M. 1974 Echinococcus granulosus:

penetration of macromolecules and their localization on the parasite

membranes of cyts. Exp. Parasitol. 35: 225-231
Connie, S.; Bricker, R.; Pax, A. y Bennett, J.L. 1982 Microelectrode

studies of the tegument and sub-tegumental compartments of male Schistosoma

mansoni: anatomical location of sources of electrical potentials.
Parasitology 85: 149-161

Cortelezzi, E. 1938 Parasitologia animal. Los protozoarios y vermes
parasitos. Ed. Olivieri y Dominguez. La Plata.

Cuthbert, A.W. y Schum, W.K. 1974 Binding of amiloride to sodium
channels in frog skin. Mol. Pharmacol. 10: 880-891

Cybel, B.L.; Ibarra, C.A. y Reisin, I.L. 1984a Effect of Ca2+ on the

electrical potentials of the syncytial tegument of the Echinococcus

granulosus protoscolex (PE). IV Pan-American Biochemistry Congress,
Buenos Aires, Argentina
Cybel, B.L.; Ibarra, C.A. y Reisin, I.L. 1984b Effect of Ba2+ on the

+ + cq s .
Rb o K permeability across the tegument of Echinococcus granulosus

protoscolex (PE) IV Pan-American Biochemistry Congress, Buenos Aires,

Argentina

- 126 -



Chandler, A.C. y Read, C.P. 1965 Introduccidén a la Parasitologia.

Ed. Omega, Barcelona

Devé, F. 1946 L'echinococcose secondaire. Masson et cie y Paul Deve,
Paris.

Eaton, D.C. y Brodwick, M.S. 1980 Effect of barium on the potassium
conductance of squid axon. J. Gen. Physiol. 75: 727-750

Farquhar, M.G. y Palade, G.E. 1964 Functional organization of amphibian
skin. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 31: 569-577

Fetterer, R.A.; Pax, R.A. y Bennett, J.L. 1980 Schistosoma mansoni:

characterization of the electrical potential from the tegument of adult

males. Exp. Parasitol. 49: 353-365

Fetterer, R.H.; Pax, R.A.; Strand, S. y Bennett, J.L. 1978 Schistosoma

mansoni: physical and chemical factors affecting the adult male musculature.
Exp. Parasitol. 46: 59-71

Finn, A.L. 1973 Ouabain-dependent potassium-potassium exchange in the
toad bladder. J. Mem. Biol. 12: 301-315

Frankenhaeuser, B. y Hodgkin, A.L. 1957 The action of calcium on the
electrical properties of squid axons. J. Physiol. 137: 218-244

Fromter, E. 1972 The route of passive ion movement through the epithelium
of Necturus gall bladder. J. Mem. Biol. 8: 259-301

Fromter, E. y Diamond, J. 1972 Route of passive ion permeation in
epithelia. Nature New Biology 235: 9-13

Gardos, G. 1956 The permeability of human erythrocytes to potassium.

Acta Physiol. Acad. Sci. Hung. 10: 185

Garrahan, P.J. y Glynn, I.M. 1967 The behaviour of the sodium pump in

red cells in the absence of external potassium. J. Physiol. 192: 159-174
Giebisch, G.; Klose, R.M.; Malnic, G.; Sullivan, W.J. y Windhager, E.E.
1964 Sodium movement across single perfused proximal tubules of rat

kidneys. J. Gen. Physiol. 47: 1175-1194



Gilbert, 1971 Biophysics and Physiology of excitable membrane.
339-378, W. Adelman Ed.

Glinn, I.M. 1956 Sodium and potassium movements in human red cells.

J. Physiol. 134: 278-310

Goldman, D.E. 1943 Potential, impedance and rectification in membranes
J. Gen. Physiol. 27: 37-60

Greenway, D.F. 1952 Zooparasitos y Zooparasitosis humanas. Universidad

de Codrdoba, Octava Ed., Cérdoba |

Grinstein, S. y Erlij, D. 1978 Intracellular calcium and the regulation

of sodium transport in the frog skin. Proc. R. Soc. Lond.B 202: 353-360
Harris, J.E. 1941 The influence of the metabolism of human erythrocytes

on their potassium content. J. Biol. Chem. 141: 579-595

Herman, A. y Gorman, L.F., 1984 Action of quinine on ionic currents of
molluscan pacemaker neurons. J. Gen. Physiol. 83: 919-940

Hille, B.; Wodhull, A.M. y Shapiro, B.I. 1975 Negative surface charge
near sodium channels of nerve, divalent ions, monovalent ions, and pH.
Phylos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 270: 301-318

Hillyard, S.D.; Zeiske, W. y Van Driessche, W. 1982 A fluctuation analysis
study of the development of amiloride-sensitive Na+ transport in the skin

of larval bullfrogs (Rana Catesbeiana). Biochim. Biophys. Acta 923;

455-461

Hirschmann, W. y Nagel, W. 1978 The outer membrane of frog skin:
impermeable to K+? Pfluergers Arch. 373: R48

Hodgkin, A.L. y Horowitz, P. 1959 The influence of potassium and chloride
ions on the membrane potential of single muscle fibres. J. Pﬁysiol. 148:
127-160

Hodgkin, A.L. y Huxley, A.F. 1952 Currents carried by sodium and potassium
ions through the membrane of the giant axon of Loligo. J. Physiol. 116:

449-472

- 128 -



Hodgkin, A.L. y Katz, B. 1949 The effect of sodium on the electrical
activity of the giant axon of the squid. J. Physiol. 108: 37-77

Hoffman, J.F. 1966 The red cell membrane and the transport of sodium

and potassium. Amer. J. Med. 41: 666

Hoffman, J.F. 1969 1Invited discussion: the interaction between tritiated
ouabain and the Na-K pump in red blood cells. J. Gen. Physiol. 54: 343-353
Ibarra, C.A.; Cybel, B.L.; Cantiello, H.F. y Reisin, I.L. 1984 Accidn

del Mebendazol sobre el estadio larval del Echinococcus granulosus estudia

do "in vitro'. XXIX Reunidn Sociedad Argentina de Investigaciones Clinicas.

Mar del Plata, Argentina.

Kassis, A.I.; Gob, S.L. y Tanner,' C.E. 1976 Lesion induced by complement

"in vitro" on the protoscoleces of Echinococcus multilocularis: a study
[

by electron microscopy. Exp. J. Parasitol. 6: 199-211
Kedem, 0. 1960 Criteria of active transport., Membrane transport and
metabolism. Proc. of a Symp. Praga, August 22-27, Ac. Press

Kilejian, A. 1966 Permeation of L-proline in the cestode. Hymenolepis

diminuta. J. of Parasitol. 52 N® 6: 1108-1115
Lee,D. 1966 The structure and composition of the helminth cuticle.

Parasitol._ﬁ: 187-254

Lew, V.L. 1971 On the ATP dependence of the Ca2+-induced increase in

K+ permeability observed in human red cells. Biochim. Biophys. Acta 233:
827-830

Lew, V.L. y Ferreira, H.G. 1976 Variable Ca-sensitivity of a K selective
channel in intact red cell membranes. Nature (London) 263: 336-338

Lew, V.L. y Ferreira, H.G. 1978 Calcium transport and the properties of
a calcium-activated potassium channels in red cell membrane. In: Current

Topics Membranes and Transport 10: 217-277

- 129 -



Li, J.H.Y. y Lindemann, B. 1983 Competitive blocking of epithelial
sodium channels by organic cations: the relationship between macroscopic
and microscopic inhibition constants. J. Mem. Biol. 76: 235-251
Lineweaver, H. y Burk, D. 1934 J.A.C.S. 56: 658

Lumsden, R.D.; Oaks, J.A. y Alworth, W.L. 1970 Cytological studies

on the absorptive surfaces of cestodes. IV. Localization and cytochemical
properties of membrane-fixed cation binding sites. J. of Parasitol. éé:

736-747

Lussier, P.E.; Podestid, R.B. y Mettrick, D.F. 1978a Effect of ATP on

amino acid transport by Hymenolepis diminuta. J. of Parasitol. 64:

1139-1140

Lussier, P.E.; Podesta, R.B. y Mettrick, D.F. 1978b Hymenolepis diminuta:

amino acid transport and osmoregulation., J. of Parasitol. Ef;~1140r1141
Marmor, M.F. y Gorman, A.L.F. 1970 Membrane potential as the sum of
ionic and metabolic components. Science 167: 65-67

Mazzocco, P. 1923 Composition de'liquide hydatique. Compt. Rend. Soc.
Biol. Paris 88: 342

Mc Manus, I.J. 1967 Comparative biology of red cells. ' Fed. Proc. 26:
1821-1826

Michaelis, L. y Menten, M.L. 1913 Die kinetik der invertin wirkung.
Biochem. Ztchu. 49: 333-369

Mitchell, G.F.; Marchalonis, J.J.; Smith, P.M.; Nicholas, W.L. y Warner,
N.L. 1977 Studies on immune responses to larval cestodes in mice.

Immunoglobulins associated with the larvae of Mesocestoides corti.

Australian J. of Exp. Biol. and Med. Sci. 55: 187-211
Mitchell, G.F.; Rajasekariah, G.R. y Rickard, M.D. 1980 A mechanism
to account for mouse strain variation in resistance to the larval cestode,

Taenia taeniaformis. Immunology 39: 481-489

- 130 -



Moreno, J.H. 1975 Blockage of gallbladder tight junction cation-
selective channels by 2-4-6 triaminopyrimidinium (TAP). J. Gen. Physiol.
66: 97-115

Morseth, D.J. 1966 The fine structure of the tegument of adult

Echinococcus granulosus, Taenia hydatigena and Taenia pisiformis.

J. of Parasitol. 52: 1074-1085
Morseth, D.J. 1967 Fine structure of the hydatid cyst and protoscolex

of Echinococcus granulosus. J. of Parasitol. 53: 312-325

Murrell, K.D:. 1971 The effect of antibody on the permeability control

of larval Taenia taeniaformis. J. of Parasitol. 57 N° 4: 875-880

Musoke, A.J. y Williams, J.F. 1975 Immunoglobulins associated with

passive transfer of resistance to Taenia taeniaformis in the mouse.

Immunology 28: 97-101

Nagel, W. 1976 The intracellular electrical potential profile of the
frog skin epithelium. Pfluegers Arch. 365: 135

Nagel, W. 1978 Ba++ decreases gK in frog skin. Fed. Proc. zz: 569
Nagel, W. y Hirschmann, W. 1980 K+-permeability of the outer border
of the frog skin (R. temporaria). J. Mem. Biol. 52: 107-113

Nishi, S. y Soeda, H. 1964 Hyperpolgrization of a neurone membrane by
barium. Nature 204: 761-764

O'Neil, R. 1983 Voltage-dependent interaction of barium ;nd cesium
with the potassium conductance of the cortical collecting duct apical
cell membrane. J. Mem. Biol. 74: 165-173

O'Neil, R.G. y Boulpaep, E.L. 1979 Effect of amiloride on the apical
cell membrane cation channels of a sodium-absorbing potassium secreting
renal epithelium. J. Mem. Biol. 20: 365-387

Okada, Y.; Soto, T. y Inouye, A. 1975 Effects of potassium ions and
sodium ions on membrane potential of epithelial cells in rat duodenum.

Biochim. Biophys. Acta 413: 104-105



Pappas, P.W. 1982 Solubilization of the membrane-bound enzymes of

the brush-border plasma membrane of Hymenolepis diminuta (cestoda)

using nonionic detergents. J. of Parasitol. 68(4): 588-592
Pappas, P.W. y Read, C.P. 1973 Permeability and membrane transport

in the larva of Taenia crassiceps. Parasitology 66: 33-42

Pappas, P.W. y Read, C.P. 1975 Parasitological review: membrane
transport in helminth parasites: A review. Exp. Parasitol. 37: 469-530
Read, C.P. 1978 Parasitismo Animal pp.l1l11-122, Campana Ed. Continental
S.A. México.

Read, C.P. y Simﬁons, J.E. 1963 The physiology and biochemistry of
tapeworms. Physiol. Rev. 43: 263

Read, C.P.; Simmons, J.E. y Rothman, A.H. 1960 Permeation and membrane
transport in animal parasites: amino acid permeation into tapeworms from
elasmobranchs. J. of Parasitol. &f: 33-51

Reichstein, E. y Rothstein, A. 1981 Effects of quinine on Ca2+-induced
K+ eflux from human red blood cells. J. Mem. Biol. 59: 57-63

Reisin, I.L.; Cantiello, H.F. 1979 Balance de agua y electrolitos durante

el estadio precoz de vesiculizacidn del protoescdlex de Echinococcus

granulosus. Rev. Arg. Parasitol. 1 N° 1: 29-40
Reisin, I.L.; Cantiello, H.F. y Rotunno, C.A. 1977 Active transport of

sodium and potassium in protoscolices of Echinococcus granulosus. Primer

Simposio Intern. Parasitologfa, Santiago de Chile

Reisin, I.L. e Ibarra, C.A. 1980 Existencia de una via alternativa para

el consumo de oxigeno en protoescdlices de Echinococcus granulosus. Rev.

Arg. Parasitol. l: 15-22

Reisin, I.L. y Pavisic de Falid, C.I. 1984 Membrane permeability of

secondary hydatid cysts of Echinococcus granulosus. Determination of the

water diffusional and osmotic permeability coefficients through a

sincytial membrane. Mol. Biochem. Parasitol. 12(1): 101-116

- 132 -



Reisin, I.L.; Rabito, C.A. y Cantiello, H.F. 1981 Water and electrolytic

balance in protoscolices of Echinococcus granulosus incubated "in vitro'":
i

effect of metabolic inhibitors. Inter. J. for Parasitol. £l_N°5: 405-410
Reisin, I.L.; Rabito, C.A.; Rotunno, C.A. y Cereijido, M. 1977 The
permeability of the membranes of experimental secondary cysts of

. 1 .
Echinococcus granulosus to ( 4C)mebendazole. Int. J. for Parasitol. 7:

189-194

Reisin, I.L. y Rotunno, C.A. 1981 Water and electrolytic balance in
protoscoleces of Echinococcus granulosus incubated "in vitro'": general
procedures for the determination of water, sodium, potassium and chloride
in protoscoleces. Inter. J. for Parasitol. 11 N°5: 399-404

Rossi, R.C. y Garrahan, P.J. 1984 A non-linear regression program for
microcomputers. IV Pan-American Biochemistry Congress, Buenos Aires,
Argentina

Rotunno, C.A.; Kammerer, W.S.; Pérez Esandi, M.V, y Cereijido, M. 1974
Studies on the permeability to water, sodium, and chloride of the

hydatid cyst of Echinococcus granulosus. J. of Parasitol. 60 N°4: 613-620

Sariban-Sohraby, S.; Burg, M.B. y Turner, R.J. 1983 Apical sodium uptake
in toad kidney epithelial cell line A6. Am. J. Physiol. gﬁé: (Cell Physiol.
14): €1677C171

Schanne, O.F.; Lavallee, M.; Laprade, R, y Gagué, S. 1968 Electrical
properties of glass microelectrodes. Proc. of the I.E.E.E. 56: 1072-1082
Schantz, P.M. 1978 Hidatidosis: magnitud del problema y perspectivas de
control en América Latina. Contribucidn del Centro Panamericano de Zoono-
sis (OPS/MS).

Schatzmann, I.J. 1953 Herzglykoside als hemmstoffe fur den aktiven

kalium-und natrium transport durck die erythrocyten membran. Helv. Physiol.

Acta 11: 346-354



Schwabe, C.W. 1959 Host-parasite relationship in echinococcosis 1.
Observations on the permeability of the hydatid cyst wall. Am. J. Trop.
Med. Hyg. 8: 20-28

Skou, J.C. 1960 Further investigations on a Mg++ + Na+— activated
adenosinetriphosphatase, possibly related to the active, linked transport
of Na+ and K+ across the nerve membrane. Biochim. Biophys. Acta 42: 6-23
Skou, J.C. 1965 Enzymatic basis for active transport of Na+ and K+
across cell membrane. Physiological Review 45: 596-617

Smith, J.D. 1962 Studies on tape worm physiology V.Axemic cultivation

of hydatic organism. Echinococcus granulosus, establishment of a basis

technique. Parasitology 52: 44l
Smith, J.D. 1967 Studies on tape worm physiology XI."In vitro"

cultivation of Echinococcus granulosus from protoscoleces to strobilate

stage. Parasitology 57: 111
Smith, J.D. y Davies, Z. 1974 Ocurrence of physiological strains of

Echinococcus granulosus demonstrated by '"in vitro" culture of protoscoleces

from sheep and horse hydatid cysts. Inter. J. for Parasitol. 4: 443-445
Smith, J.D.; Howkins, A.B. y Barton, M. 1966 Factors controlling the

differentiation of the hydatid organism Echinococcus granulosus into

cystic or strobilar stages "in vitro". Nature 211: 1374-1377
Smith, J.D.; Miller, H.J. y Howkins, A.B. 1967 Further analysis of
the factors controlling strobilization, differentiation and maturation

of Echinococcus granulosus "in vitro". Exp. Parasitol. 21:31

Soltoff, S.P. y Mandel, L.J. 1983 Amiloride directly inhibits the Na,
K-ATPase activity of rabbit kidney proximal tubules. Science 220: 957-959
Sperelakis, N.; Schneider, M.F. y Harris, E.J. 1967 Decreased K+
conductance produced by Ba++ in frog sartoriums fibers. J. Gen. Physiol.

50: 1566-1583



Stefani, E. y Steinbach, A.B. 1969 Resting potential and electrical
properties of frog-slow muscle fibres. Effect of different external
solutions. J. Physiol. 203: 383-401

Szasz, I.; Sarkadi, B. y Gardos, G, 1978 Effect of drugs on the
calcium-dependent rapid potasssium transport in calcium-loaded intact
red cells. Acta Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung. 13:133

Sze, H. y Solomon, A.K. 1979 Calcium-induced potassium pathway in
sided erythrocyte membranes vesicles. Biochim. Biophys. Acta 554:
180-194

Thompson, D.P.; Pax, R.A. y Bennett, J.L. 1982 Microelectrode studies

of the tegument and sub-tegumental compartments of male Schistosoma

mansoni: an analysis of electrophysiological properties. Parasitology

85: 163-178

Thompson, D.P.; Pax, R.A. y Bennett, J.L. 1984 Schistosoma mansoni:

a comparative study of schistosomula transformed mechanically and

by skin penetration. Electrophysiological responses to a wide range

of substance. Parasitology 88: 477-489

Tosteson, D.C.; Cook, P.; Andreoli, T. Y Tieffenberg, M. 1967 The
effect of Valinomycin on potassium and sodium permeability of HK and LK
sheep red cells. J. Gen. Physiol. 50: 2513-2525

Ussing, H.H. y Windhager, E.E. 1964 Nature of shunt path and active
transport in the frog skin epithelium. Acta Physioi. Scand. 61: 484-504
Ussing, H.H. y Zerahn, K. 1951 Active transport of sodium as the
source of electric current in the short-circuited isolated frog skin.
Acta Physiol. Scand. 23: 110-127

Van Driessche, W. y Zeiske, W. 1980 Ba2+-induced conductance fluctuations
of spontaneously fluctuating K+ channels in the apical membrane of frog

skin (Rana temporaria). J. Mem. Biol. 56: 31-42

- 135 -



Van Driessche, W. y Zeiske, W. 1982 Cation-selective channels in the
apical membrane of frog skin inmasked by decreasing external |Ca2+|

and intracellular |H+]. Arch. Internat. de Physiologic et de Biochimie
90: 5-6

Werman, R.; Mc Cann, F.V. ¥y Grundﬁest, H. 1961 Graded and all-or-none
electrogenesis in arthropod muscle. I. The effects of alkali-earth

cations on the neuromuscular system of Romalea microptefa. J. Gen.
Physiol. 44: 979-1027

Williams, J.F. y Prezioso, U. 1970 Latex agglutination test for

hydatid disease using Boemer slides. J. Parasitol. 56: 1253-1255
Windhager, E.E.; Boulpaep, E.L. y Giebisch, G. 1966 Electrophysiological
studies on single nephrons. Proc. Third. Inter. Congr. Nephrol. 1l: 35-47

(Karger, Basel/New York)

Yarzabal, L.A.; Dupas, H.; Bout, D. y Caprdn, A. 1966 Echinococcus

granulosus: distribution of hydatid fluid antigens in tissues of the
larval stage I. Localization of the specific antigen of hydatid fluid
(Antigen 5). Exp. Parasitol. ﬂg: 391-396

Yarzabal, L.A.; Dupas, H.; Bout, D.; Nague?ra, F. y Capron, A. 1977

Echinococcus granulosus: the distribution of hydatid fluid antigens in

the tissues of the larval stage II. Localization of the thermostable
lipoprotein of parasitic origin (Antigen B ) Exp. Parasitol. 42: 115-120
Yeh, J.Z. y Narahashi, T. 1976 Mechanism of action of quinidine on
squid axon membranes. J. Pharmacol. Exp. Ther., 196: 67-70

Yellen, G. 1984 1Ionic permeation and blockade in Ca2+ activated Kt
channels of bovine chromaffin cells. J. Gen. Physiol. 84: 157-186
Zeiske, W. y Van Driessche, W. 1979 Saturable ' pathway across the
outer border of frog skin (Rana temporaria): kinetics and inhibition

by Cs+ and other cations. J. Mem. Biol. 47: 77-96

- 136 -



	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Símbolos y abreviaturas
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones finales
	Apéndice
	Bibliografía

