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'INTRODUCCION

- Epitelios X sincicios

La estructura y función de los organismos vivos se mantiene, debido

entre otras propiedades, a la existencia de membranascelulares e intra

celulares que separan compartimientos entre sí y a éstos del medio exteE

no. La importancia funcional de las membranascelulares que constituyen

entre el 50 y el 90 por ciento del peso seco total de las células,

no se reduce sólo a limitar compartimientos sino que es la estructura

sobre la que tiene lugar otros procesos fundamentales de los organis­

mostales como,entre otros, la fosforilación oxidativa, la síntesis

de ácidos grasos, la conducción nerviosa. En los organismos multice­

lulares el intercambio de materia con el medio externo y aün entre las

diversas estructuras celulares se realiza a través de entidades especia

lizadas que se conoce comomembranas epiteliales. Estas membranas se

halla constituidas por una o más capas de células íntimamente unidas en­

tre sí en localizaciones muyespecíficas. Cada una de ellas presenta una

polarización morfológica que está relacionada con las propiedades de trans



porte asimétrico de materia que caracteriza su función. Las propiedades

de las membranasepiteliales son muchasveces el resultado del trabajo

conjunto y coordinado de los distintos mecanismos localizados en las mem

branas plasmáticas de cada una de las células que componenel epitelio.

En numerososestudios realizados en una gran variedad de epitelios

tales comomucosa intestinal (Giebisch y col., 1964), tübulo renal (Windna

ger y col., 1966), vejiga urinaria (Civan y col., 1965), piel de rana

(Ussing y Windhager, 1964; Benos y col., 1976), vesícula biliar (Fromter y

Diamond, 1972), fue posible establecer que las diversas sustancias pueden

atravesar las membranasepiteliales 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 vía paracelular, donde el

intercambio se'realiza a través de las uniones intercelulares conocidas

como"uniones estrechas". La relativa contribución al pasaje de electro­

litos y agua de cada una de estas rutas permitió clasificar a los epitelios

comode baja y alta resistencia ("leaky y tight epithelia") respectivamen­

te (Fromter, 1972; Fromter y Diamond, 1972). Los epitelios de baja resis­

tencia comovesícula biliar, intestino, tübulo renal proximal posee una

resistencia transpitelial en el rango de 100 a 500 Qcm2y el pasaje de

agua, iones inorgánicos y moléculas de no electrolitos se realiza fundamen­

talmente a través de las uniones estrechas mientras que los epitelios de

alta resistencia comopiel de rana, vejiga urinaria, glándulas salivales,

poseen una resistencia transpitelial de 1000 a 2000 Qcm2y utilizan prin­

cipalmente la vía celular para incorporar agua y solutos. La conductancia

observada en los epitelios de baja resistencia se debe a que aproximada­

mente el 99%de la corriente transepitelial pasa por las uniones estrechas,

mientras que en los de alta resistencia 1a corriente transepitelial tiene



lugar fundamentalmentepor la vía transcelular. Es decir que la existencia

de los epitelios de baja y alta resistencia está 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+obien elevados potenciales eléctricos comoconsecuen­

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 aün cuando la concentración de este electrolito

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

gradientes sólo son posible de mantener debido a la muybaja permeabilidad

de las uniones intercelulares.

En contraste con esto, los epitelios de baja resistencia realizan prin­

cipalmente funciones de absorción de grandes volúmenes de agua e iones en

concentraciones isosmóticas con el medio externo.

Si bien las membranasepiteliales se observan en un amplísimo rango de

especies biológicas desde insectos a mamíferos, existe un¡extenso grupo de

organismos en los que estas membranastienen 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 remedaa

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 microscópica del tegumento de los platelmintos y su relación

con el transporte biológico.

Estructura:

Los platelmintos son lombrices planas más o menos alargadas provistas de



un ganglio cerebral y de un sistema de canales continuos para la excreción.

Noposeen aparato circulatorio ni respiratorio. La mayoría son hermafrodi­

tas. Están provistos por lo general de aparatos de fijación: las ventosas

y los ganchos. Dentro de la clase de los platelmintos se distinguen los

cestodes cuya características principal es que carecen de aparato digesti­

vo. Su cuerpo segmentado está revestido por un tegumento, que unido a una

capa muscular superficial, forman una especie de tubo llamado músculo cutá­

neo, cuyo rol es el de imprimir los movimientos característicos de las lom­

brices. Por consiguiente, el tegumentoes una estructura fundamental para

el mantenimiento de la vida en los cestodes ya que una de sus funciones

más importantes es incorporar nutrientes del medio externo (Cortelezzi,

1938). Estudios de microscopía electrónica de varios miembros de la fami­

lia de los teniados-—cestodesque poseen cuatro ventosas musculares- mues­

tra que el tegumento de los mismos tiene una estructura sincicial con un

citoplasma continuo de células con una significativa actividad metabólica

(Lee, 1966). Los tegumentos tienen básicamente la mismamorfología dentro

de las distintas clases de platelmintos (Morseth, 1966). Unacaracterísti­

ca general de este tipo de estructura es que presentan la superficie exter­

na cubierta por numerosas proyecciones llamadas microtricnas que recuer­
dan las microvellosidades de la mucosa intestinal de los mamíferos. Las

pequeñas evaginaciones de la membranaapical, son comparadas habitualmen­

te con el ribete en cepillo de las células epiteliales de la mucosade

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 partículas y de filamentos estructurales. Morseth

(1966) informa que la parte distal de las microveflosidades de todas las

especies de parásitos examinadastienen características similares a las de



las células intestinales de mamíferos. La ünica diferencia es que, al

microscopio electrónico poseen formaciones densas que le darían rigidez

a las terminaciones, permitiéndole al parásito mantener su posición den­

tro del intestino del huésped. En principio se asoció a estas diminutas

proyecciones de 1 umde longitud con la absorción de nutrientes. Sin em­

bargo, las microvellosidades además de aumentar el área de absorción del

tegumento, previenen la expulsión del parásito y producirían una acción

abrasiva sobre las células del huésped que aumenta la concentración del

material celular de éste en las proximidades de la superficie de la lom­

briz (Morseth, 1966).

Las microvellosidades están recubiertas por una membranacelular que,

a su vez, recubre todo el parásito indicando que las proyecciones superfi­

ciales del citoplasma distal son estructuras intracelulares. Las carac­

terísticas protectivas de la superficie tegumentaria posiblemente se

deben a 1a presencia de una capa de mucopolisacáridos y a la continuidad

de su membranaplasmática. El citoplasma distal está limitado en su par­

te basal por la membranacitoplasmática la que a su vez descansa en una zo

na fibrosa con filamentos irregularmente distribuidos en íntimo contacto

hacia abajo con las fibras musculares. Dicho citoplasma contiene muchas

vesículas, mitocondrias y cuerpos celulares localizados en su región basal.

Esta parte citoplasmática modificada de las células tegumentarias es de im

portancia fundamental, pues está expuesta a los nutrientes y jugos diges­

tivos en el intestino del hüesped. Por consiguiente, a través del cito­

plasma distal, los helmintos no sólo obtienen las sustancias que necesi­

tan, se protegen de las enzimas del huésped, sino que también eliminan al­

gunos de los desechos metabólicos. Debajo de las capas musculares se en­

cuentra el citoplasma perinuclear del tegumentoel cual se asienta sobre

el parénquima. Este citoplasma está limitado por la continuación de la



membranadel citoplasma distal y posee mitocondrias, retículo endoplasmá­

tico rugoso, complejo de Golgi y el nücleo que frecuentemente contiene un

gran nucleolo (Figura 3b). Se han observado extensiones citoplasmáticas

que conectan el citoplasma distal con el que rodea al núcleo, comoasí

también gránulos adyacentes al citoplasma perinuclear que son caracterís­

ticas del tipo de los gránulos de glucógeno.

Las células tegumentarias, las cuales son claramente multinucleadas,

contienen grandes cantidades de lípidos y de grupos sulfihidrilos. Se

ha demostrado la presencia de una serie de enzimas comofosfatasa ácidas

y alcalinas, algunas estereasas no específicas, colinesterasas, amilopep­

tidasas, glucuronidasas comoasí también isocitrato, glutanato, cetoglu­

tarato, succinato y lactato deshidrogenasas entre otras (Read y Simmons,

1963). Todas estas características y la presencia de un número importan­

te de mitocondrias sugieren el activo papel del tegumento en la absorción

de sustancias.

Por último 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 estarían asociados a la función de absorción. Sin embargo

su existencia no ha sido confirmada ya que podrían no ser canales sino

glóbulos del medio los que serían 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 vía intertegumento. Bañados en un medio de compleja

composición comoes el intestino, la evolución y propagación del parásito

dentro del huésped depende directamente de los procesos involucrados en la

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



fundamentalimportancia estudiar las diferentes características del trans­

porte de sustancias a través de las membranas tegumentarias a fin de com­

prender la fisiología y eventualmente sus aplicaciones en el desarrollo de

una quimioterapia adecuada de estos parásitos.

Estudios realizados respecto al consumode aminoácidos (aa) en parásitos

permitieron caracterizar los siguientes sistemas de transporte: 1) difusión

simple en donde la absorción de aa es directamente proporcional a la conCen

tración del mismo. Por ejemplo la entrada de L-prolina y ácido glutámico

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

existe una relación no lineal de velocidad de entrada en función de la con­

centración externa del aa distinguiéndose en algunos casos inhibición com­

petitiva (específica) 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 concentración del sustrato

(Lineweaver-Burk, 1934). Estos procesos mediados tendrían su origen en

por lo menoslos siguientes sistemas de transporte o "transportadores" de

aa: a) básicos; b) ácidos y c) neutros (Pappas y Read, 1975); 3) combina­

ción de difusión simple y facilitada comoocurre en la absorción de lisina,

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

sugieren la presencia deun sistema de transporte básico y 4) transporte

activo sensible a ATP. Lussier y col. (l978a)informan que una parte del

consumo de aa neutros depende directamente de la concentración de ATPen

Hymenolepis diminuta. Los autores sugieren la presencia de una ATPasa

insensible a 1a ouabaína 1a cual tendría un rol muyimportante en 1a re­

gulación del volumencelular (Lussíer y col., 1978b).



La revisión de Pappas y Read (1975) provee varios ejemplos respecto al

consumode carbohidratos, en especial glucosa y de lípidos en distintos

cestodes y nematodes.

En general, si bien es sumamenteGtil caracterizar en estos términos

un sistema de transporte se deben comprobar varios fenómenos. Para el

caso específico del transporte activo es fundamental asociarlo directamente

al gasto energético que lo posibilita y a la real acumulacióndel sustrato

en contra de su gradiente electroquïmico (Kedem, 1960). Ambosfenómenos

son experimentalmentebastante difíciles de establecer. Los datos histo­

químicos y microfotográficos fueron los primeros en aportar conocimientos

sobre el tema. Se observó que policationes (coloides catiónicos) comola

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

su efecto catiónico (Lumsdeny col., 1970) y que por otra parte, la ferri­

tina (coloide aniónico) no era absorbido en cantidades significativas a pH

mayores de 5. Esto permitió postular que el aspecto superficial del tegu­

mento del parásito es fundamentalmente elctronegativo (Lumsdeny col.,

1970). Por otra parte estudios electrofisiológicos realihados en Schisto­

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

1982; Thompsony 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 tegumental sería sensible a

la ouabaína por lo que Connie y col. (1982) postularon la presencia de un

transporte activo en el tegumentodel parásito.

Todos estos primeros datos aportaron conocimientos preliminares impor­

tantes sobre las características eléctricas y de afinidad de cargas en

las membranasde los parásitos pero, únicamente los conocimientos sobre per

meabilidad de las mismas son básicos y fundamentales para entender su fi­

siología. La permeabilidad de las membranasbiológicas y sus característi­
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cas de transporte dependen de muchos factores relacionados con el soluto

y con la membrana. Por parte del soluto, tales comola concentración

del mismo a ambos lados de la barrera, el tamaño de la molécula, su coe­

ficiente de partición o su polaridad. En cuanto a las características

de la membrana, intervienen su composición química y su estructura. El

problemaparticular que nos atañe está relacionado con la caracterización

de los mecanismosde transporte que originan el potencial eléctrico a tra­

vés del tegumento del Echinococcus granulosus en su estadío larval.

Bcobiología y ciclo biológico del Echinococcus granulosus.

, . * . . . .El genero Echinococcus comprende varias especies de cestodes muy diminu­

tos que viven comoadultos en los intestinos de animales caninos y felinos.

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

las especies productora de quistes hidatídicos en el hombrey animal domés­

ticos. El Echinococcus granulosus tiene una epidemiología selvática y pas­

toril a la vez. La infestación se conoce mejor, naturalmente, en las re­

giones donde se transmite entre perros y ganado particularmente lanar y más

o menos frecuentemente pasa al hombre (Chandler y Read, 1965). Este cesto­

de tiene una distribución cosmopolita y en nuestro país predomina en las

provincias ganaderas con cría ovina tales comoBuenos Aires, provincias

patagónicas, etcétera. La magnitud del problowa que presenta la hidatido­

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

de los datos publicados por Schantz (1978) respecto al número de casos,

existentes a partir de catastros radiológicos. Aproximadamente2000/100.000

habitantes sufren o han sufrido hidatidosis en la Argentina. Los últimos

estudios de prevalencia indican que en las regiones endémicas alcanzan valo­

res del 1,5% (Reunión Congreso Internacional de Hidatidología, 1983).

(*): parásitos que pertenecen al Phylum: Dlatelmintos. Clase: Cestodea.
Subclase:Cestodaria. Orden: Cyclophilidea.



El parásito adulto mide de 3 a 5 mmdc largo por 1/2 mmde ancho a nivel

del último segmento y habita en el intestino delgado de cánidos. El ta­

mañode los anillos del parásito aumenta hacia el extremo caudal siendo

el último maduro el cual contiene de 500 a 800 huevos (Chandler y Read,

1965). La cabeza tiene un rostelo protráctil, armadode una doble hile­

ra de 28 a 50 ganchos y se une a la cadena de anillos o estróbila a tra­

vés del cuello. Los proglótidos grávidos son los que se expulsan con las

materias fecales del perro quedandoen libertad los huevos que, en gran

cantidad contaminan el suelo, los pastos, el agua, etcétera de donde serán

recogidos por los huéspedes intermediarios (ovinos, bovinos y porcinos)

y accidentalmente por el hombre (Figura l). Los jugos digestivos del hués­

ped liberan los embriones encapsulados que pasan al intestino. Allí los

embriones liberados emergende sus cápsulas y atraviesan 1a pared intesti­

nal localizándose en hígado o bien por vía sanguínea llegan al pulmón.

Eventualmente lo hacen en otras localizaciones no tan freduentes (Greenway,

1952). En las distintas vísceras el parásito larval, vesiculizándose va

creciendo lentamente dentro de la estructura de un quiste (Figura 2). De

la membranainterna del mismo, propia del parásito, se originan múltiples

quistes fijos o vesículas germinativas así comolos escólices larvarios

llamados protoescólices. El ciclo se cierra con la ingestión de dichos

protoescólices en cánidos domésticos o salvajes (Figura 1) (Read, 1978).

Las características del medio que los protoescólices encuentra en el

intestino del huésped ya sea intermediario o definitivo es de fundamental

importancia. Las vesículas germinativas ingeridas por los cánidos liberan

los protoescólices por la acción de la pepsina gástrica, pero no evaginan

a pH ácido. A pH neutro su evaginación es lenta, incrementándose notable­

mente en presencia de sales biliares. Los protoescólices toleran muy

bien el taurocolato, componenteprincipal de la bilis canina, no así el

_ 10 _



el desoxicolato o glicocolato presente en 1a bilis de los hervíboros. Estas

sales producen la lisis del tegumentodel protoescólix y su consecuente

muerte (Read, 1978).

A partir de In profunda implantaCíñn<h1 protocscólex cvaginado en una

cripta de Lieberkjün comienzael desarrollo estrobilar del mismo. Este

tipo de unión que Smith (1962) llama "placental" a su huésped le proporcig

na la interacción necesaria para su nutrición y crecimiento.

El desarrollo de técnicas específicas de cultivo para Echinococcus granu­

¿2533 "in vitro" posibilitaron una evolución diferente del protoescólex

tanto hacia su forma adulta de tenia, comolarval de hidátide (Smith, 1962;

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

Morfología del estadío larval del Echinococcus granulosus

La larva del Echinococcus granulosus se caracteriza por su estructura

quística, la que contiene un líquido: el fluido hidatídico. La pared

quística está representada por dos membranasadosadas totalmente diferentes

del punto de vista morfológico. La membranamás externa o laminar está

constituída por una serie de láminas superpuestas concéntricamente. Su

composición química es similar a la quitina, razón por la cual se desig­

na a esta membrana también con el nombre de quitinosa. Es permeable y deja

pasar sustancias de alto peso molecular comoinmunoglobulinas (Coltorti

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

se encuentra 1a germinativa o prolígena, la que posee una estructura simi­

lar a la descripta para helmintos que se refirió más arriba (Figura 2).

E1 contenido del quiste hidatídico está representado por una cantidad más

o menos grande de líquido y por estructuras que se generan a partir de la

membranaprolígena. Estas estructuras son las vesículas hijas, las vesícu­

las prolígeras y los escólices.



Vosículus hiins: Sc desarrollan n cxpcnsns del quiste madre y presentan

la mismaestructura del quiste. Es decir, membranalaminar y gcrminativa.

Esta última con capacidad para producir vesículasprolígeras, escólices y

líquido hidatídico. Las vesíCulas hijas pueden ser endógenas o exógenas

segün se desarrolle en el interior del quiste o fuera de él.

Vesículas prolígeras: En épocas variables de la vida de la larva se for­

mana nivel de la gcrminal unos espesamientos que al crecer hacia el inte­

rior del quiste, se ahuecan para formar pequeñas vesículas que quedan uni­

das a la capa germinativa por el pedículo (Figura 2). En el interior de

estas vesículas también por un proceso de crecimiento e invaginación poste­

rior, se van a desarrollar los escólices o cabezas de futuras tenias. Las

vesículas prolígeras son elementos de 250 a 500 umde diámetro, su número

larval es variable, comovariable asimismo es el nümerode escólices que

ellas contienen. Por rotura del pedículo que las une a 1a capa germinativa

las vesículas prolígeras quedanlibres en el líquido hidatídico y éstas a

su vez por rotura de la pared ponen en libertad a los escólices (Figura 2).

Escólices: Los escólices son formaciones ovoideas, algo achatadas en los

polos, de superficie lisa, de unos 190 umde diámetro mayor y 145 pm de diá­

metro menor (Figura 3aI). Presenta una doble hilera de ganchos refrin­

gentes y brillantes dispuestos transversalmente que corresponden a1 ros­

telo. Desde la zona de los ganchos y en formn vertical a la misma, se obser

va una hendidura que llega hasta el polo anterior y que corresponde a 1a

hendidura de invaginación del escólex. En la mitad anterior y a ambos 1a­

dos de la hendidura de invaginación se observan dos de las ventosas del

escólex mirándose por la parte cóncava. En el parénquima y hacia la parte

posterior se revela la existencia de células vibrátiles con funciones ex­

cretoras provistas de pequeños canalículos que se reünen en cuatro cana­

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



externa de la vesícula prolígera por pequeñosorificios. La descripción

anterior corresponde a un protoescólex 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

atrás, a continuación las cuatro ventosas salientes y en la parte posterior

el cuello con los elementos celulares ya señalados. Los escólices están

recubiertos por las membranastegumentarias a_través de la cual se realiza

el intercambio de materia con el medio externo.

Estructura microscópica del tegumento del protoescólex

La estructura general de una célula tegumentaria del protoescólex es

similar a la descripta anteriormente para helmintos y se puede observar

en la Fibura 3b. Las extenciones citoplasmáticas de las células que están

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 PASpositivo es fácilmente visible. Es una

fina malla filamentosa que no cubre toda la superficie del protoescólex

sino sólo el área que no posee proyecciones superficiales. En los proto­

escólices que han sido cultivados durante m5" de un mes en medios especia­

les se ha perdido esta cobertura y las proyecciones están completamente

desarrolladas en toda su zona posterior. En cuanto a las ventosas, sus

paredes están formadas por el citoplasma distal del tegumento (Morseth,

1967).

Propiedades de transporte del estadío larval del Echinococcusgranulosus

Hasta el presente son muypocos los estudios sobre la fisiología y más

particularmente sobre las propiedades de las membranasde los parásitos



del género Echinococcus, tanto en su estadío larval comoadulto. Fue

Schwabe (1959) quien llamó la atención sobre la necesidad de realizar

estudios sobre la permeabilidad de las membranasdel quiste hidatídico y

él llegó a plantear las diferentes propiedades de 1a membranagerminal

respecto de la laminar. Segúnese autor, la germinal sería la responsa­

ble del control de la permeabilidad y la osmorregulación, y el papel de

la laminar comoestructura inerte sería responsable del crecimiento del

quiste. Los estudios de permeabilidad al agua y electrolitos de las pare­

des del quiste hidatídico fueron realizados por Rotunno y col. (1974)

quienes desarrollaron una técnica específica que les permitió medir los

flujos de agua y electrolitos en quistes secundarios de Echinococcus gra­

nulosus de infecciones experimentales de ratones. A partir de un análisis

cinético considerando tres compartimientos: la cavidad del quiste, su pared

y el medio de incubación, estos autores demostraron la alta permeabilidad

difusional al agua y la relativamente baja permeabilidad al Na+y al Cl­

lo que concuerda con los primeros datos de Schwabe.

La importancia de utilizar esta metodología de estudio es que permite

analizar los mecanismosde penetración de otras moléculas tales comoaa,

azúcares y drogas potencialmente efectivas. Reisin y col. (1977) estudia­

ron la permeabilidad a la única droga hasta el momento,presuntamente efec­

tiva en el tratamiento quimioterapéutico de Jl hidatidosis humana, el me­

bendazol. En dicho trabajo se midieron las permeabilidades al mebendazol

y al agua que incluía estimaciones del espesor aparente de las capas de

agua no mezcladas. Establecieron que las capas de agua no mezcladas tienen

una contribución significativa a la resistencia al pasaje de agua y al

mebendazol aunque la contribución para este último es menor que para el

caso del agua (49%de la resistencia total a su pasaje) (Reisin y col.,

1984).



Por otra parte, Cantiello y Reisin (1980) logran un importante avance

en el conocimiento del balance y transporte de electrolitos en protoescó­

lices de Echinococcus granulosus. Determinan que aproximadamente un 50%

del influjo de potasio (rubidio) ingresa al protoescólex mediante un me­

canismo de transporte activo (bombaNa/K) ouabaíno inhibible. Establecen

que el influjo de potasio activo tiene una cinética saturable y sigmoidea

respecto de la concentración externa de potasio y que es activada por el

contenido interno de sodio, mientras que el influjo pasivd correspondería

a un mecanismode difusión simple. Cantiello y Reisin (1980) estudiaron

además la distribución de potasio a partir de la incorporación de 42Ky

establecieron que el potasio se disbribuiría en por lo menosdos comparti­

mientos, uno pequeño y de rápido intercambio yotro grande y lento. Recien

tes estudios de ligadura de ouabaína tritiada en protoescólices realizada

por Cantiello y Reisin (1982) permiten establecer: a) que existen sitios

específicos para la ouabaína accequibles desde el baño externo; b) la can­

tidad aproximadade sitios específicos asociados a la actividad de trans­

porte activo de potasio; c) las características cinéticas y el cálculo de

la constante de disociación para la interacción de la ouabaína-3H con los

sitios específicos.

El objetivo de esta tesis es analizar los 1ecanismosde transporte que

originan el potencial eléctrico a través del tegumentodel Echinococcus

granulosus en su estadío larval.
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FIGURA3aI: Imagen de un PE FIGURA 3aII: Imagen de un PE
evaginado.invaginado.
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- Obtención de los parásitos.

Los protoescólices (PES) de Echinococcus granulosus (variedad ovina)

(smith y Davis, 1974) se obtuvieron de quistes hidatídicos de hígados

y pulmonesde ovejas infectadas. De las vísceras recién extraídas de

animales sacrificados en frigoríficos se procedió a separar los PES.

El fluido hidatídico se extrajo de los quistes por medio de un sistema

de aspiración conectado a un sistema de succión que se colectó en fras­

cos de 500 ml de capacidad. Una vez decantada la suspensión, se descar­

tó el fluido hidatídico y los PES sedimentados se resuspendieron en SRK.

La suspensión se filtró a través de gasas a fin de retener las membranas

de los quistes, otros restos de tejido, coágulo, etc. y luego de decan­

tarla se descartó el sobrenadante. Posteriormente los PEs se colocaron

repetidas veces en grandes volúmenes de solución Ringer Krebsdescartando

cada vez el sobrenadante a fin de lavarlos adecuadamente.

Finalmente, la suspensión de PEs fue aspirada y expelida repetidamen­

te mediante una pipeta para separar los PES adheridos a 1a membranager­

minal de las vesículas hijas y poder contar con una suspensión de PEs

libres. Los PES así obtenidos se usaron inmediatamente o bien se mantu­



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

para evitar la proliferación bacteriana.

- Soluciones

Dentro del quiste hidatídico, los PEs intercambian agua y electrolitos

con el medio que los.rodea. Este medio es el líquido hidatídico, el cual

contiene las substancias esenciales para el mantenimiento del Echinococcus

granulosus en su estadío larval. La composicióndel líquido hidatídico

(Mazzocco, 1923) en por 100 cm3 es: ClNa: 0.65; glucosa: 0.06; albümi­

na: 0.02; grasas: 0.04; agua: 98.7; extracto: 1.3; cenizas: 0.83. La
l

densidad varía entre 1006 a 1009 y la reacción es alcalina. A fin de

conservar los PEs "in vitro" se usó la solución Ringer Krebs (SKR)de si­

milar composición que el líquido hidatídico (Reisin y Rotunno, 1981). En

la Tabla siguiente se muestra la composición del SRKy las modificaciones

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

bógeno (02, 95%; C0 5%) hasta alcanzar un pH final de 7.3 a 7.4.2,

ClNa ClK Cleg C0 HNa PO H Na glucosa C12Ca Cle3 4 2

mM mM mM mM mM mM mM mM

SRK 121 5 1.2 22.5 1.2 5.6

SRK-0K 126 — 1.2 22.5 1.2 5.6

SRK-1K 125 1 1.2 22.5 2 5.6 2.5

SRK-75K 51 75 1.2 22.5 1.2 5.6 2.5

SRK-121K — 121 1.2 22.5 1.2 5.6 2.5 ­

SRK-OK-25Cs+ 101 — 1.2 22.5 1.2 5.6 2.5 25

También se usó solución Ringer-Tris (SRT) que es un Ringer Krebs modifica­

do donde se reemplazó el tampón C03H2-CO3HNapor Tris-ClH de pH final 7.3.

A continuación se muestra 1a composición de la SRTy las modificaciones que

sobre ella se realizaron.



N .
Cl a ClK CLzMg P04 HNa2 7H20 P04H2Na glucosa ClZNa

mM mM mM mM mM mM mM

5SRK-pH 6.1 146

ClNa ClK Cleg Tris C1H glucosa CJZCa C1 colina

mM mM mM mM mM rnM mM mM

SRT 145 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5

SRT 25Na 0K 25 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 120

SRT25Na 1K 25 1 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 119

SRT 25Na3K 25 3 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 117

SRT25Na5K 25 5 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 115

SRT25Na 10K 25 10 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 110

SRTZSNa30K 25 30 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5 90

SRT-25Na60K 25 60 1.2 12.5 7. 3 5.6 2.5 60

SRT25Na 120K 25 120 1.2 1.25 7.3 5.6 2.5

ClNa Cle Cl Mg Tris C1H glucosa Cl Ca2 2

mM mM mM' mM mM rnM

SRT01(le 144 1 1.2 12.5 7.3 ¡5.6 2.5

SRT OKSRb 140 5 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5

SRTOK7Rb 138 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5

SRTOK lORb 135 10 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5

SRTOK 25Rb 120 25 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5

SRTOK-lOORb 45 100 1.2 12.5 7.3 5.6 2.5



ClNa ClK Cleg Tris C1H glucosa CIZCa Clcolina

mM mM mM mM mM mM mM mM

SRT-ONa 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 145

SRT-lNa 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-SNa 5 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 140

SRT-lONa 10 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 135

SRT-SONa 50 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 95

SRT-lOONa 100 5 1.2 8 4.5 5.6 2.5 45

ClNa ClK Cl Mg Tris ClH glucosa C1 Ca2 2

mM mM mM mM mM mM mM

SRT-OCa 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-O.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-O.5Ca 145 S 1.2 10.8 6.0 5.6 0.5

SRT-lCa 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-SCa 145 5 1.2 4.6 2.6 5.6 5.0



CINn ClK Cleg Trís CIH glucosa ClzBa

mM mM mM mM mM mM mM

SRT OCa 0.lBa 145 5 1.2 11.3 6.4 5.6 0.1

SRT OCa 0.5Ba 145 5 1.2 10.8 6.0 5.6 0.5

SRT OCa lBa 145 5 1.2 10.1 5.6 5.6 1

SRT OCa ZBa 145 5 1.2 8.7 4.8 5.6 2

SRT OCa 5 Ba 145 5 1.2 4.6 2.6 5.6 5

SRT OCa 10 Ba 145 5 1.2 1.8 1 5.6 10

ClNa ClK Cleg Tris C1H glucosa CIZSr

mM mM mM mM mM mM mM

SRT-OCa OMg 145 5 13.1 7.5 5.6

SRT-OCa 0.1Mg 145' 5 0.1 13.0 7.4 5.6

SRT-OCa 0.5Mg 145 S 0.5 12.5 711 5.6

SRT-OCa lMg 145 5 1 11.7 6.9 5.6

SRT-OCa 2Mg 145 5 2 l0.4 6.1 5.6

SRT-OCa 3Mg 145 S 3 9.1 5.3 |5.6

SRT-OCa SMg 145 5 5 6.5 3.6 5.6

SRT-OCa IOMg 145 5 10 1.8 1.0 5.6

SRT-OCa lOSr 145 5 1.2 1.8 1.0 5.6 10
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GluNa SOAH SO Mg Trís 804“ glucosa Glu Ca sacarosa2 4 2 2

mM mM mM mM mM mM mM mM

SRT-OCl 145 2.5 1.2 10 2.2 5.6 2.5

SRT-OCl-ZSNa-IK 25 0.5 1.2 10 2.2 5.6 2.5 246

SRT-OCl-ZSNa-SK 25 2.5 1.2 10 2.2 5.6 2.5 240

SRT-OCl-25Na-60K 25 30 1.2 10 2.2 5.6 2.5 172

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

P04H2Na: 0.2; pH: 7.2

- Drogas y reactivos

Todas las drogas y reactivos usados fueron de calidad proanálisis. Los

inhibidores usados: ouabaína, desoxicolato de sodio, quinina y valinomici­

na fueron de Sigma Chem.Corp.; iodoacetato de BDHLabs.;2,4,6triaminipirimidina

de Aldrich Labs y amiloride de Sintyal Labs.

- Técnicas empleadas

—Enriguecimiento en sodio

Para producir la estimulación de los sistemas de transporte, se incubó
|

los PEs en SRK-OKdurante 16 horas a 4°C. De esta manera se obtuvo PEs

. + . .
ricos en Na y deplec1onados de pota51o.

—Sistema de medición eléctrico de las DP

El sistema de medición eléctrico de las DP consistió en empalar
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los PES con microelectrodos (ME) tipo Ling-Gerard preparados comose refiere

más abajo. El MEsc conectó a través del electrodo Ag/ClAg/C1_ a un segui­

dor catódico y a un preamplificador con ganacia variable. La salida del

preamplificador que además posee un compensador de la capacitancia, se co­

nectó en paralelo a un osciloscopio Trío (30 MH3)y a un graficador que

permitió el mismo tiempo que inscribir cada medición de DP observar la se­

ñal 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 cámara de medición por un lado y a

tierra por el otro (Figura 4b). La observación de los PEs antes, durante

y después del empalamentose realizó mediante un microsc0pio invertido

(Carl Zeiss) con un aumento habitual de x200.

Todo el sistema de medición se colocó dentrode una caja de Faraday que

lleva a tierra cualquier señal ajena a la medición. Esta caja contruída

con tejido de alambre y caños metálicos permitió disminuir el ruido hasta

menor de 0.6 mvolt. valor aceptable para el rango de las DP registradas en

el tegumento del PE.

—Diseño de los ME:

Los MEconsisten en tubos capilares dotados con fibra de llenado (Frede­

rick-haer &Cb.) de 5 cm delongitud y 0.15 cm de diámetro externo cuyos

extremos terminan en puntas de tamaño entre 0.2 a 0.3 um. Estas puntas

se obtienen mediante un estirador de pipeta que posee una lámina de pla­

tino 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 tracción

positiva. El vidrio que por el calor se deforma y por la presión ejerci­

da se estira, forma una estrangulación cada vez más delgada hasta sepa­

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



como c1 descripto se obtuvieron 2 ME.

Posteriormente se procedió al llenado de los MEobtenidos por inmersión

de éstos en una solución de ClK 2.8 Mdurante unos minutos dejando fuera

el extremo más fino. De esta manera se llenó este_extremo por capilaridad

mientras que el resto se completó introduciendo 1a solución de ClK con

jeringa y aguja muy fina diseñadas para ello. Luego los MEse guardaron

en cámara húmeday se usaron hasta 48 horas de elaborados sólo aquellos

de resistencia de punta entre 20 y 30 MQ.

- Propiedades de la punta del ME.

La medición de DPmediante la técnica de MErequiere realizar un control

estricto sobrelasprOpiedades 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 MEcon resistencia de punta entre 20 y 40 MQ, siendo

descartados cuando se observaron cambios del 10 al 20%de su valor. Las

resistencias fueron controladas antes y después del empalamentodel PE du­

rante 1a experiencia, mediante un circuito generador de pulsos cuadrados

adicionado al preamplificador. El pulso cuadrado de amplitud 0.5 volt. p-p,

pasa a través del MEdispuesto en el sistema de medición y produce, debido

a su resistencia de punta, una diferencia de potencial eléctrico 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 MEusados fue entre 2 y 5 mV

Estos se midieron mediante un milivoltímetro Orión cuyos bordes terminales

se conectaron a los extremos libres de dos electrodos de Ag/ClAg/Cl- que

terminan en un ME‘yun puente de agar respectivamente. Previo a 1a medi­

ción del potencial de punta de un ME,se estableció el cero del milivol­

tímetro colocando puentes de agar en los terminales libres de amboselec­
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trodos de Ag/ClAg/Cl_ (2.8 M).

- Procedimientos empleados para 1a medición de la DP

Procedimiento I:

El primer procedimiento consistió en la medición de las DP en una población

de PEs (Figura 4a). Los registros de las DP se obtuvieron a partir de empa­

lar los PES suspendidos en una cámara de plexiglass que contiene en su cen­

tro una red de tejido de nylon de monofilamentos que forman un retículo cda

drado de 100 um de lado. De esta manera los PEs cuyos diámetro mayor osci­

la entre'120 y 140 umquedan suspendidos en la red en un volumen aproxi­

mado de SRK de 1.5 ml.

Procedimiento II:

El segundo procedimiento consistió en 1a medición de las DP en un mismo

PE (Figura Ab). El PE suspendido en SRKy colocado en un portaobjetos

que posee seis cavidades independientes fue aspirado en una micropipeta

preparada comose refiere más abajo. La micropipeta montada sobre un mi­

cromanipulador y conectada a un sistema de vacío, permitió retener el PE

elegido previamente. El cambio del PE de un baño a otro se realizó por

rápidos 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 solución experimental en tiempos menores o

iguales a 15 segundos.

- Diseño de la micropipeta

Las micropipetas se elaboraron a partir de capilares de vidrio Pirex de

2,5 mmde diámetro externo colocados en el estirador de pipetas. Debido

al calor aplicado al vidrio mediante el filamente de tungsteno se confec­
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FIGURAAa: C) cámara de medición; M.E.) microelectrodo;

E) electrodos Ag,ClAg,ClK2.8M; Pr) preamplífi­
cador; Os) Osciloscopio.

Eos

FIGURA4B: PE)protoescólex; 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 diámetro interno de las mismas entre 60 y 80 um. Luego se sometieron

a las puntas a cortas exposiciones de calor generado en el mismofilamento

hasta lograr fundir y redondear las aristas del vidrio que posibilitó ma­

nipular los PEs sin dañarlos.

- Prueba de inmunofluorescencia indirecta

Los PEs obtenidos de la manera habitual se lavaron repetidas veces con

PBS que contiene además 1%de albúmina y 0.1% de azida sódica. Se dejó

decantar a 4°C y se descartó el sobrenadante. Luego se tomaron cuatro

alícuotas de PEs de 0.1 ml cada una y se resuspendieron en SO ul de suero

de individuo normal total o inactivado (3P minutos a 56°C) y Suero de pa­

ciente hidatídico total o inactivado diluidos ambos a1 10%en PBS. Se

incub6 30 minutos a 4°C y posteriormente se lavaron repetidas veces en

PBS. De nuevo se dejó decantar descartando el sobrenadante. A continua­

ción se agregó inmunoglobulina de conejo anti gamaglobulina humangrconju­

gada con isotiocianato de fluoresceína y diluída al 0.01% incubándose 30

minutos a 4°C. Se lavó 2 o 3 veces repitiendo el procedimiento anterior

y se resuspendió en un volumen pequeño. Luego, los PEs obtenidos en las

distintas condiciones se colocaron en un portaobjetos y se observaron con

microscopio de fluorescencia.

*Lainmunoglobulina de conejo fue cedida gentilmente por el Dr. Oscar Burrone.

- Estadistica

Los datos se informan comomedia + un error standard de la media (núme­

ro de casos). La media se calculó con la fórmula:

zxi
N

í =
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donde N es cl número dc casos y Xi cada valor individual. El error estan­
dard se obtuvo de la ecuación:

ES = donde DS (desviación standard) se calculó de:

2 2
in - N(2x1)

N (N - 1)

Las rectas de regresión y coeficientes de correlación lineal se calcularon

en una calculadora Texas modelo SR 51-II. El grado de significación "p"

se obtuvo a partir del cálculo del valor "t" de Student y su respectiva

probabilidad se halló en tablas de Student para los grados de libertad

n = N - 2 donde N es el número total de casos.

Para el tratamiento de los resultados obtenidos con suero de paciente

hidatïdico mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta, se apli­

có la prueba del X2.

PEs preincubados en Fluorescencia ,Nofluorescencia Totales

Suerode paciente hidatídico a c e

Suero de individuo normal b d f

Totales g h k

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

por la siguiente fórmula:

x2 = (bc- k
efgh
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donde se estableció, dc acuerdo a las tablas del X2, que un valor de

X223,85 que corresponde'a una probabilidad del 5%(P(0.05) era sufi­

ciente para considerar que en una asociación de 2 x 2 como la represen­

tada anteriormente, las frecuencias observadas en ambasdistribuciones

difieren significativamente entre sí.

Algunas de las curvas que se indican en Resultados fueron calculadas

mediante el uso del programa elaborado por Rossi y Garrahan (1984). Se

empleó una calculadora Texas TJ 99/HA,



RESULTADOS

I. Registros de las DPen poblaciones de protoescolices.

- Distribución de los valores

Los registros de las DP se midivron en PEs suspendidos en una cámara

de plexiglass de acuerdoalprocedimiento] ya descripto en la sección Mate­

riales y Métodos. Las mediciones se realizaron en PE frescos y en PE
. + . . .

ricos en Na . En ambos casos las exper1enc1as se efectuaron en ausenc1a
u -4 l - ­o en presenc1a de 10 Mde ouabaina. Para cada una de las cond1c1ones

experimentales, las distribuciones de los registros de las DPindividua­

les se analizaron mediante histogramas. Se observó que todas las distri­

buciones tienen características monomodalescon una sola población detec­

table (Figura 5). Por otra parte los PEs frescos presentan una ligera
. . + .a51metría con respecto a los PEs ricos en Na donde pareceria que en es­

. . . . . + .tos ultimos el enr1quec1m1ento en Na produce un desplazamiento de los va­

lores hacia DPmás negativos con una menor dispersión en sus poblaciones.

En presencia de ouabaína, tanto para PEs frescos comopara aquellos ricos
+ . . ., ., . . .en Na , la distribuc1on de poblac1on de las DP muestra una a51metr1a hac1a

la derecha que podría explicarse comoconsecuencia de la variabilidad de

la sensibilidad de cada PEzlla ouabaína. Por otra parte, los registros de



las DP obtenidos comoconsecuencia de empalar en distintas regiones de un

mismoPE no parecerían presentar una distribución topográfica distinta

a las descriptas más arriba. Mediciones de las DPrealizadas mediante el

procedimiento II que se describirán posteriormente confirman estas conclg

siones.

- Duración de los registros de las DP.

El análisis de los registros de las DPmuestra que la duración de cada

una de ellas no es constante sino que varió entre valores menores de 1 se

gundo a 6 segundos o más. En algunos casos favorables, particularmente

cuando el MEpareció penetrar tangencialmente a la superficie del PE, fue

posible registros de DPpor períodos más prolongados (Figura 6).ComolOS'ví

lores de las DP pueden depender del tiempo de empalamento debido al "se­

llado de 1a membranacelular en derredor del ME(Schanne ycol.,1968) se

analizó qué relación existe entre la duración de los registros de las DP

y el valor de los mismos. La Figura 7 muestra que 1a duración de las DP,

agrupadas en intervalos de 1 segundo, es independiente de la duración 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

indicarían que los DPregistrados aün durante empalamentos de un segundo re­

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

I + n l ‘ A- Valores de las DP en PEsfrescos o ricos en Na . Aceion de la ouabaina.

Estudios de Reisin, Cantiello y Rotunno (1977) mostraron que un 50%de

la entrada del K+al PE puede ser inhibida por 1a ouabaína y postularon

la existencia de una bombaNa/K ouabaína-sensible que regula el balance
+ + . ,

de Na y K en los PEs. Teniendo en cuenta estos resultados se trato de
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FIGURA5: Histograma correspondiente a PE frescos o ricos en Na

incubados en SRKen presencia o en ausencia de ouabaína
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-34­



._'DP,mV

75

._
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FIGURA7: Efecto que produce la duración de los registros sobre
las DP medidas.
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establecer si la bombaNa/K contribuye al mantenimiento de las DP (Cantie­

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

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

b c

0 b

' ' sv}­l
50mV

T -4 ¡bs o­

varousmucas museos PWNESCOLICES"¡(305 EN SODIO
a) medidos en SNK-0K
b) medidos en SNK-5K
c) medidos en SNK-5K+ ouabafna 10-4 M.

a) medidos en ¿HK -5K
b) medidos en SNK-5K+ ouabafna lO-LM.l

FIGURAS8 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 depolarizó par­

cialmente a —35mVpor el agregado de 10-4 Mde ouabaína en el baño 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 mVen ausencia de K+externo, se hiperpolarizaron notablemente a

—60mVpor la introducción de 5 mMde K+ en el baño externo y esta hiper

polarización pudo ser inhibida por el agregado de ouabaína (Tabla 1).



Condición Medición en I II*

Dl’neg DPPOS DPneg DEPOS

mV

SRK 49:1 (351) —53¿1(57)
PEs frescos _4

SRK+ouab.10 M —35¿1(113) 47:1 (4)

SRK—0K 42:1 (9) +15:1(9) -28i2 (4) +19i1(4)

PES ricos en Na+ SRK 41:1 (163) 43:3 (4)

SRK+ ouab. 1o" M 41:3 (171) 4.2¿2 (4) -—

* experiencias realizadas en población de PEs
**experiencias realizadas en un PEs aislados

'ïABLA 1

Ademásde las DP negativas observadas en SRK-OK,se produjo la aparición

de deflexiones positivas que desaparecen por el agregado de 5 mMde K+ en

el baño externo. El significado de estas DPpositivas son analizadas más

abajo. Estos resultados similares a los obtenidos con el procedimiento II,

demuestran que existen por lo menos dos componentes de las DP, uno ouabaí­

no sensible activado por K+externo y otro ouabaíno insensible en concor­

dancia con aquellos descriptos por Marmory Górman (1970) en neurona de mo­

lusco.

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

a 4°C.

Los PEStienen la propiedad de resistir fuera de su huésped intermediario
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por tiempos prolongados aün a bajas temperaturas conservando su vitalidad

y viabilsidad. Reisín, Rabito y Cantiello(1981) midieron los

flujos de entrada de K+o Rb+ en PEs incubados a 4°C hasta una semana y

establecieron que el mecanismode transporte activo está presente durante

todo ese período. Las mediciones de las DP en función del tiempo de conseE

vación de los PEs a 4°C en SRKmuestran una notable y progresiva hiperpola­

rización 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 preincubación de 1

a 2 horas a 37°C en una nueva solución de SRK, se observa que las DP no son

significativamente diferentes a los valores de los PEs frescos.
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FIGURA10: Efecto que produce sobre las DP la preincubación
durante 1/2 hora (O) o 2 horas (O) de los PES

conservados a 4°C por períodos de hasta 25 días.

- Efecto del iodoacetatosobre la DP

Agosin y Repetto (1963) demostraron que el parásito obtiene energía en
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condiciones nnueróbicas fundamentalmente a partir de la degradación de glu­

cógeno en ácido láctico. Reisin e Ibarra (1980) establecieron que el con­

sumo de 02 se inhibe en un 56%con respecto a los controles por acción 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 mMde IA. Estos resultados indicarían que la principal

fuente energética de los PEs está asociada a 1a glucólisis, de manera que

1a degradación de glucógeno porporcionaría la energía necesaria para los

mecanismos de transporte activo que mantienen el balance de Na+ y K+ en el

PE. Si así fuese, debería existir una relación entre las DPy la actividad

metabólica de la glucólisis anaeróbica. Se midieron entonces, las DPen

presencia de un inhibidor de la glucólisis, el IA en concentraciones de

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

37°C, se produce una significativaiairreversibledepolarización en los regig

tros de las DPcon respecto a los controles.

- Efecto de triaminopirimidina sobre las DP

La 2-4-6 triaminopirimidina(TAP),en epitelios de baja "resistencia"

(leaky epithelia) aumentanotablemente su resistencia eléctrica y su meca­

nismo sería resultado del bloqueo del movimientode cationes a través delas

uniones estrechas(Morenq1975)Enepiteliosde "alta resistencia" eléctrica

(tight epithelia), este fármaco bloquea específicamente los canales de

Na+ubicados en la membranaapical celular malabany'coL,1979) Lascaracterísti

cas del tegumentodel PE, si bien se asemeja funcionalmente al modelo de epitelios

formados por células con áreas 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 TAPsobre el tegumento del PE. En estas experiencias

se midieron las DP de PE frescos, en presencia y en ausencia de 10 mMde

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 SRKa pH 6.1 pues se sabe que el TAP

ejerce su máximoefecto a ese pH debido a que se encuentra en la forma

disociada más activa (Moreno, 1975). Además, en otras experiencias se

demostró que variaciones de pH de 6.1 a 7.4 no modifican significativamen

te las DPcon respecto a sus controles (Tabla 2).

Medición en DP

mV

SRK -50 i 1 (93)

SRK + IA, 1 mM —37 i 2 (1.1)l

SRK pH 7.2 —58i 2 (34)

SRK pH 6.1 —60 i 2 (69)

SRK pH 6.1 + TAP 10 mM —56 i 2 (54)

TABLA 2

Hasta aquí de las experiencias realizadas en población de PEs en las

cuales se midieron las DPde acuerdo al procedimiento I, se establece

que: a) desde el punto de vista de los registros de las DPnegativas,

existiría una sola población de valores; b) los registros de las DPson
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independientes de la duración de las mismas; c) las DP dependen del metabo­

lismo del parásito y d) existen por lo menos dos componentes de la DP, uno

snesible a la ouabaína, y otro insensible a esta droga, que se estudió en

detalle en preparaciones de PEs aislados.



II. mistros de las DPen PEs aislados

En este capítulo 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 medición de PEs aislados radica en que es posible

elegir un determinado PE y estudiar las DPdel mismosometido a distintas

condiciones experimentales. De esta manera, las DP de cada PE sirve como

su propio control y es posible analizar la sensibilidad del mismoa dis­

tintos tratamientos con drogas, cambio de la composición del baño externo,

etc.

. . , . + . ,- Med1c16n de las DP en PES frescos o ricos en Na . Acc16n 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

SRKlos PEs frescos y en SRK-0Klos PES ricos en Na+. Los PES suspendidos

en SRKse los colocó en un portaobjetos excavado que posee seis cavidades

independientes a las que se agregó en una de ellas SRKy en otra SRKcon

10-4 Mde ouabaína. Las observaciones de los PEs para su manipulación y

empalamentose hicieron mediante microsc0pio óptico invertido. Se selec­

cionó un PE, aspiró y retuvo con la micropipeta (Figura 11) y mediante un

rápido cambio de la posición de la p1atina,se trasladó el'PE de una a otra

de las cavidades del portaobjetos conteniendo otra solución de SRKdonde

se midieron las DP. A continuación se repitió el procedimiento descripto

y el mismo PE se suspendió en SRKen presencia de ouabaïna midiéndose nue­

vamente las DP. El cambio del PE de un baño a otro se realizó en pocos

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

no mayores a 15 segundos. La Figura 12 muestra una experiencia en la cual
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FIGURAll: Medición de las DP en un PE mediante microelectrodo.

Los PES se transfieren de un baño a otro mediante

una micropipeta.
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FIGURA12: Efecto de la ouabaína sobre las DP en un PE fresco donde

se detecta el componente de la DP inhibído por ouabaína

(10‘4 M)
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se midieron las DP en un PE fresco. Los círculos llenos representan los

valores obtenidos mediante cada empalamento individual del PE en condi­

ciones control (SRK)y del mismo PE en presencia de ouabaína. Se puede

observar que las DP cuyo valor promedio es de —47mVen condiciones con­

trol se despolariza significativamente a —27mVen presencia de la ouabaína.

Por otra parte se realizan mediciones similares en PEs ricos en Na+. El

protocolo experimental seguido en estos casos fue el de bañar al PE en:

1) SRK-OK, 2) SRKy 3) SRKen presencia de 10-4 M de ouabaína. 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+externo se registró una

DP de —28mV. La introducción de 5 mMK+ en el baño externo hiperpolariza

1a DP a —58mV. El posterior agregado de ouabaína produce una rápida depo­

larización de 1a DP de —58mVa —34mV. La respuesta a la ouabaína 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 solución que contiene ouabaína mientras que en PEs

frescos, la depolarización máximaproducida por la ouabaína ocurre 10 mi­

nutos después (Figura 13). Su posible significado será visto en Discusión.
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FIGURA13: Efecto de la ouabaína sobre las DP en un PE rico en Na+.

, -4
El componente de 1a DP inhibido por ouabaina (10 M)

. +es activado por K externo.



En la Tabla 1 se presentan los valores promedios para las DPobtenidas

en estos experimentos. En PES ricos cn Na+ su5pcndidos en SRK-OKa más

de las habituales DPnegativas se registraron DPpositivas cuya aparición

fueron independientes de las DPnegativas y que desaparecen en presencia

de 5 mmde K+ en el baño externo. Su significado será analizado más ade­
lante.

El análisis de los datos obtenidos con el procedimiento II confirmó

las propiedades de las DPobservadas con el procedimiento I. En particular,

la ausencia de K+externo comola presencia de la ouabaína depolariza las

DP tanto en PEs controles como en PEs ricos en Na+. Se pudo establecer

entonces la existencia de una DPlocalizada sobre la superficie del PE,

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

+ . +- Efecto del Cs sobre las DP en ausenc1a de K externo

En algunas preparaciones biológicas tales comoel glóbulo rojo (Skou, 1965;

Hoffman, 1969) la bomba de Na-K puede ser activada por el Cs+ cuando éste

reemplaza al K+en el baño externo. Se exploró entonces si la DPes 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 DPen esta condición, se tomaron registros en presencia de

SRK-OKcon 25 mMde Cs+ para finalmente registrar las DP luego del agregado

de 10-4 Mde ouabaína. La Tabla 3 muestra que en presencia del Cs+ externo

tiene lugar una significativa hiperpolarización de la DP, la que es parcial

mente inhibida por la ouabaína. Se estableció además la aparición de las

DPpositivas a lo largo de todo el protocolo experimental. Si se comparan

las DP de PEs ricos en Na+ medidas en presencia de Cs+ (Tabla 3) con las

DPmedidas en SRK(Tabla 1), se observa que no son similares. En presencia
+ . n Ilde 25 mMCs , la hiperpolarizac1on respecto de sus controles es menor que



. + . . aen presenc1a de 5 mMde K . Sin embargo en presenc1a de ouabaina, en ambas

condiciones las DPson similares. Este ofocto se podría atribuir a que el
+ . ., + . .Cs puede reemplazar parc1almente la aceion del K para activar el Sistema

de la bomba Na-K.

Medición en DP DP
. nes EOS

mV mV

SRK-0K 48:2 _(61) +193 (45)

sux-ox-zs mMCs+ -46i1 (112) +17i1 (82)

SRK-OK-ZSmMCs+ + ouab.10-4 M 49:2 (45) +14i 3 (7)

TABLA 3

- Registros de las DPen PEs suspendidas en SRT. Distribución de sus valores.

Los PE frescos o conservados a 4°C se preincubaron en SRKa 37°C durante

2 horas y se suspendieron en SRTpara su empleo en las distintas experiencias.

Habitualmente los períodos de medición, en PEs suspendidos en SRKno se exteE

dieron más allá de 20 minutos. Sin embargo un problema que plantea el uso

de 1a SRKes el de gasear con C02, debido a que haría imposible la observa­

ción del empalamento. En consecuencia, a lo largo de una experiencia se

elimina C0 de la SRKque altera el pH de 1a misma. El reemplazo de 1a so­
2

lución tamponada C03H-:C03H2del SRKpor TriszClH (SRT) sin producir

variaciones significativas en los registros de DP,permiti6 realizar expe­

riencias más largas sin necesidad de controlar la presión parcial del C02

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



Medición en DP

mV

SRT -51 i 1 (168)

SRT + ouab. 10'4 M —37i 2 (21)

TABLA 4

Ademásla distribución de los valores de las DPde PEs aislados medidos

en SRTy SRTen presencia de ouabaína tiene similares características a

los obtenidos en SRK,o sea una sola población distinguible (Figura 14).

Por otra parte, el análisis de los registros de las DPque corresponden

a empalamentos realizados en distintas regiones de un mismoPE separa­

das aproximadamente 45° una de otra, indican que los valores medidos

no son significativamente diferentes entre sí. Dicho de otra manera,

las DP obtenidas como consecuencia de empalar varias veces a un mismo PE

son independientes de la topografía del parásito.

- 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 SRKy preincubados en SRK, 2 horas a 37°C. Las mediciones se realizaron

en PESaislados en condiciones control y en presencia de desoxicolato.de
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Nn+ (DOCNa) en concentraciones de l, 0.1% (P/V) en SRT. La

Figura 15 muestra unn experiencia dv este tipo donde se observa que para

las dos concentraciones usadas de DOCNa,el detergente produce una signifi

cativa e irreversible depolarización de la DPque alcanza su valor máximo

en menos de 10 minutos. En algunos casos el DOCNa ocasionó la total

desaparición de las DP. Por otra parte la observación microscópica de

los PES tratados con 1%de DOCNa permitió constatar que se producen alte­

raciones del tegumento, formaciónde evaginacionesy posterior formación y

desprendimiento de pequeñas vesículas. Todos estos fenómenos fueron obseï

vables en los primeros 5 minutos de exposición del PE a1 detergente.
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FIGURA15: Efecto del DOC0.1% sobre la DP en un

PE fresco.

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

observadas en presencia de DOCNa.



Medición en DP

mV

SRT -48 i 3 (4)

SRT + DOC 0.1% -18 i 6 (2)

SRT + DOC 17. —10 i 1 (2)

TABLA 5

Es importante mencionar aquí que la observación de una DPprácticamente

deO mVcuando se empala un dado PE en presencia de DOCNa indicaría que

las DPtegumentarias registradas en cualquier condición experimental, son

independientes de la presión que ejerce la punta del MEsobre la superfi

cia del PE (Nagel, 1976).

- Sensibilidad de la barrera de DPa variaciones de la concentración de
+ ­K en el bano externo.

Las experiencias que se refieren a continuación tuvieron por objeto es­

tudiar la sensibilidad donde se genera la DPa las variaciones de la con­
., + + . ' . .

centrac1on externa de K (IK lo). La Figura 16 muestra una experiencia

donde se midieron las DP a un mismo PE cn condición control y en presencia
+ a o a a} +

de 1 mM IK lo. Se observo que la dlsminuc10n de la IK lo de 5 a 1 mM

produce una notable y reversible hiperpolarización de las DP con respecto

a sus controles.
. . +

Para analizar mas detalladamente el efecto de la IK lo sobre las DP

se realizaron experiencias en las que se midieron las DPde PEs ricos en
+ -4 , . . . .

Na tratados con 10 Mde ouabaina y suspendidos a distintas concentrac12
+ . ., .nes externas de K (Figura 17). Se establec1o que las DPtse depolarizan
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FIGURA16: Efecto de la disminución de Ki

externo sobre las DPen un PE fresco.
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FIGURA17: Efecto del K+ externo sobre las DP de un PE tra­

tado con ouabaína. La suma de las concentraciones

de Na+ y K+ cn el baño externo se mantuvo constante

(145 mM). La linea continua se calculó de acuerdo a

la ecuacion dc C-H-K. Los parámetros se indican en
la Tabla 17.



. . + .
notable y progre51vamente a medida que aumenta la [K lo. En este tipo de

. + , . .protocolo experimental el K externo se reemplazo equ1va1cnte a equivalen­
+ _ + , +

te por Na de manera que 1a suma de IK Io + LNa lo se mantuvo constante e

igual a 145 mM. La curva de 1a Figura 1? se calculó asumiendo que las

DP medidas a través de las membranas tegumentarias del PE tiene dos com­

ponentes distintos: uno directamente asociado a los gradientes electroquí­
. + + - , ..

micos de Na , K y Cl que responderia a 1a ecuaCion de Goldman (1943),

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

+ + ­
RT IK | + P' |Na| + P' |c1 I.

DP = -—- ln o Na o Cl 1 -+DPreogénico (1)
+ + ­

F IK|i+P'NaINa |i+P'C1|c1|o

Dadoque en otras membranasepiteliales que transportan activamente Na+

tales como glóbulo rojo (Glynn, 1956; Mc Manus, 1967), músculo (Hodgkin

y Horowitz, 1959; Casteels, 1969), hígado (Claret y Mazet, 1972) axón gi­
. + + l

gante (Hodgkin y Huxley, 1952), la INa Ii<3í INa Io y la PNa<: PK, se supu

so que en eltmgumento del PE ocurre lo mismo. En consecuencia se despreció
+ -¿ .

el producto (P'Na INa Ii) quedando una ecuac1on de Goldman, Hodgkin y Katz

reducida (GHK), donde:

+ + —­
RT |1< | +P' [Na] +P' |01|.

DP = —-—ln o Na o C1 1 -+DPreog€nico (2)
+ —

F IK |. + P'C1|C1|o1

Cuando se midieron las DP en PES tratados en ouabaína, se consideró que el

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

+ , + ­
DP = E ln [K [0+ P NaINa lo + p'C1|01 ¡i

F

(3)
+ _

IK |i+ P’C1|C1 Io



Por consiguiente, para la descripción analítica de la curva de la Figura 17

se requirió fijar los siguientes parámetros: las permeabilidades relativas
+ - . . - ­

de Na (P'Na) y de Cl (P'Cl) y las concentrac1ones internas de Cl (I Cl Ii)
+ +

y de K (IK Ii) que se muestran en la Tabla 17.
o o I + II

Comoen la exper1enc1a de la Figura 17 el aumento del K se realizo a
+ l

expensas del Na externo, el efecto sobre las DPobservadas seria consecuen
. , . + . ., .Cia no solo de los cambios de K externo Sino tambien de los cambios de la

., + + . .
concentrac1on externa de Na (INa lo). Mas adelante se describe el efecto

. . . . . + + ..
produc1do sobre las DP debido a mod1f1cac1ones en 1a [Na lo a IK Io flJa

y constante y se demuestra que en presencia de amiloride,cambios en la

INa+Iono modifican las DP (Figura 26). Por consiguiente, en las siguien­
. . . . . -4 ' ,tes experienCias se .midieron las DP a PE suspendidos en 10 Mde ouabaina

-4 . . . + .
y 10 Mde amiloride. Las concentrac1ones de K externo variaron entre 1

y 150 mM. En estas condiciones también tiene lugar una progresiva depolari­
., . + .

zac1on de la DP en la medida en que aumenta la IK Io (Figura 18). Las curvas

se ajustaron mediante la ecuación 3 y los parámetros se obtuvieron a traVÉS'

de un método iterativo hasta encontrar la mínimadesviaciónestandard. Los

resultados se muestran en 1a Tabla 17.

DP,mV

1- 5 50 150

+
FIGURA18: Efecto del K externo sobre las DP de un PE

tratado con ourïnína y amiloride. La linea con­
tinua se calculó de acuerdo a 1a ecuación de G-Hy K.

los parámetros se indican en Tabla 17.



En experiencias ya descriptas establecimos que el reemplazo de C1 por

gluconato no modifica significativamente las DPpor períodos de hasta

25 minutos. Se midió entonces las DP de PES tratados con ouabaína y ami­
. . . . + . ., ­

loride , sometidos a distintas IK Io en una situa01on en 1a que el Cl

se reemplazó por gluconato. Nuevamentese observó un importante depolari­
., . + .

zac1on de las DP a medida que aumenta la IK lo (Figura 19).
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FIGURA19: Efecto del K+ externo sobre las DP de un PE

suspendido en una solución libre de Cl_ y tra­
4

tado con ouabaína y amiloride 10- M.

En una serie de experiencias posteriores se estudió la sensibilidad de
. . ., + ..las DP debido a los cambios de la concentrac1on de Rb en«el bano exter­

+ .- . .
no (IRb Io), pues se sabe que este ion se comportade manera Similar al

+ - I I + g nK (Tabla 6). Se registro las DP en PES ricos en Na en cond1c1ones con­
-4 l ' '

trol o tratados con 10 Mde ouabaina, suspendidos en concentrac1ones
. + ._ .crec1entes de Rb en el bano externo. Se pudo observar (Figura 20) que

+ . . . . .

comoen el caso del IK Io, las DP se depolarizan Significativamente a



, +
medida que aumenta la IRb lo.

. +PEs ricos en Na

Medidos en

4
SRK + ouab. 10' M

SRK — 5 mM Rb+
+ ouab. 10-4 M

La curva teórica en presencia de ouabaína (Figura 20b) se

la ecuación 3.

Jin DP P

umol/g.s hora mV (cm seg-1)x107

27.9:2.2 (14) —4Z:2(4) 6.11p.5 (14)

32.9i1.l (27) —45i1 (2) 6.8:Q.3 (27)

TABLA 6

calculó usando

l l I l l Q
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[Rb]o: ""M

+
FIGURA20: Efecto del Rb externo sobre las DP de un PE: a)freg_

co (o) y b) incubados en presencia de 10-4 Mde oua­

baína (O). La suma de las concentraciones externas de

N51"Y K+se mantuvo constante (145 mM).Lacurva continua se

calculó en los parñmetros indicados en la Tabla 17. La
linea discontinua se obtuvo restando de la anterior

8 m V que se atribuyen al componentezeogénico.



Los pnrñmetros so obtuvieron con metodos iterativos y los valores calcula­

dos de K . de Cl- . 'unto con la P' P P se m e t an e(I Il) y (I Il) J Na ( Na/ Rb) u S r n la

Tabla 17. Por otra parte los punto experimentales medidos en condiciones

control puede ser descripto por ecuación 2 con los mismosparámetros ante­

riores a los que se le sumó un valor constante de -8 mVque se atribuye

al componente reogéhico de 1a DP.

Hasta aquí los resultados obtenidos sugerían que el componente de DP
. + + , . . .

sen51b1e al K o Rb externo tendria propiedades compatibles con un mecanig

mo fundamentalmente difusivo. En otro grupo de PEs de esta serie de expe­
. . , . . . . , . . . +r1enc1as se uso valinom1c1na, un ionofero de alta espec1f1c1dad para el K ,

cuya acción fue establecida por un extenso númerode investigaciones reali

zadas enrnembranasepiteliales (Tosteson y col., 1967). El objetivo de estas

experiencias fue el de estudiar si era posible aumentar la sensibilidad de
+ . . .las DPa1 K externo y desplazar las permeabilidades relativas en la ecua­

ción 3. La Figura 21 mostró que nuevamente la DP se depolarizó a medida
., + ­

que aumenta la concentrac1on de K en el bano externo.

o n

C

> ,
E -30 _

o:
Q

-óO l

¡un MMo
FIGURA21: Efecto del K+ externo sobre las DP de un PE fresco

l

tratado con Valinomicina (10'S M). La linea conti­
nua se cnlculF de acuerdo a la ecuación G-H-K.

Los parámetros se indican en Tabla 17.



La curva externa se calculó de acuerdo a la ecuación 2 con los parámetros

de ajuste de la Tabla 17. Si se comparan las P'Na y P'Cl con 1a corres­

pondiente a 1a curva de DP = fIK+Io en ausencia de valinomicina (Tabla 17),

se observa que estos parámetros se modifican sustancialmente en presencia

de valinomicina. Esto estaría en concordancia con lo que se conoce acerca

de las propiedades de esta droga. También en el tegumento del PE, actua­

rían como un ionóforo que aumenta la PK.

—Cálculo de las permeabilidades aparentes de ngy Rb+

La DPmedida a travésde] tegumento del PE es sensible a la concentración

de K+o Rb+ en el baño externo. Las mediciones eléctricas, comjuntamente

con los flujos de entrada medidos por Cantiello y col., (1980) en PEs

en presencia de ouabaína, contamoscon los datos suficientes para calcular

las permeabilidades aparentes de K+ (PK) o Rb+ (PRb) de acuerdo a la ecua­

ción de Goldman, Hodgkin y Katz

-M
ICeI F x DP

donde P'I+ es la permeabilidad aparente del ión monovalente, Jin es el

flujo de entrada del ión en cuestión, ICe| es la concentración externa de

acción y DP la diferencia de potencial medida. La PKobtenida fue de

6.1 x 10.-7 cm segm1 (Tabla 6). Este valor está en el rango hallado para

otras membranasbiológicas (músculo: 1.1 x 10-7 cm seg-1, Casteels, 1969;

7 x 10-7 cm seg-1, Hodgkin y Horowicz, 1959; hígado: 0.8 x 10-7 cm seg-1,

Claret y Mazet, 1972). Por otra parte se observa que no existen diferen­
. . . . . . + ,

c1as Significativas entre el PKy P Es dec1r que el Rb reemplazariaRb'
+ . . . .totalmente al K Sin produc1r cambios en las propiedades de transporte

del tegumento del PE (Skou, 1965).



- Efecto sobre la DPque produce la ausencia del Cl_ externo

afecta el comportamiento de la barrera de DP al K+.

Comose refirió anteriormente el reemplazo de C1 por gluconato no
l

El estudio del posi­

ble efecto sobre 1a DPque ocasiona la ausencia de Cl_ en el baño externo

mostró que la DPno parece afectarse. En experiencias en las que se reem­

plazó Cl_ por gluconato se observó 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 concentración externa de Cl (ICl lo) en observaciones de duraciones

de por lo menos 25 minutos (Figura 22).
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FIGURA22: Efecto de la ausencia de C1—externo sobre las DP

medidas en un PE control.



La Tabla 7 resume las experiencias en las cuales se midieron las DPa dis­

tintos PEScn presencia y ausencia de C1 externo. La interpretación de

estos resultados se analizarán en la Discusión.

Medición en DP

mV

SRK o SRT —49 :_3 (6)

SRK-OCl o SRT-OCl -47 i 5 (4)

TABLA 7

- Sensibilidad de la barrera de DPa las variaciones de 1a concentración
+ ­de Na en el bano externo.

La barrera de DPes sensible a cambios en la concentración externa de
+ + . + ­

Na (¡Na lo). La ausenc1a de Na en el bano externo produce una marcada

y reversible hiperpolarización de la DP (Figura 23).
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FIGURA23: Efecto de la ausencia de Na+ externo

sobre las DP de un PE fresco.



E1 estudio de 1a respuesta dc las DP dc PEs incubados en presencia de
. . + , . . .,

concontrncnonos vnrlnhlos do Nn externo mostro que Jn dlSNJDUCIOHdc la

+ , , . -p v '
INu Io produce una pr0grc51vu lupurpolnrlzaclon dc Plus frescos o rlcos

+ ,. , -4en Na . Para el caso de lbs [rcscos tratados con ouabalna 10 M, la

curva teórica (Figura 24) se calculó de acuerdo a 1a ecuación 3 con los

parámetros que se muestran en la Tabla 17. Estos resultados indican que

la barrera de DPdetectada es sensible a1 Na+ externo con una P'Na de
0.32.
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FIGURA24: Efecto del Na+ externo sobre las DP en un PE

tratado con ouabaína (10-4 M). Los parámetros
de 1a curva calculada se muestran en Tabla 17.



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

(amiloride) sobre 1a PNq.

El componente de la DP sensible al Na+ descripto más 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); tübulo cortical renal de conejo (O'Neil y Boulpaep, 1979),

vesícula biliar de sapo (Balabín y col., 1979) y bloqueante específico de

los canales de Na+en piel de rana estudiado por análisis de fluctuacio­

nes (Hillyard y col., 1982; Li y Lindemann, 1983). En un grupo de expe­

riencias se observó que el amiloride en concentraciones de 10-4 Mes capaz

de hiperpolarizar significativamente las DPcon respecto a sus controles.

En la Figura 25 se observa un PE en condiciones control. ¡El agregado de

ouabaína depolariza las DPdebido al bloqueo del componentereogénico.

La adición posterior de 10-4 Mde amiloride produce una notable y reversible

depolarización de las DP

or K———5RT-——fl+——————————-OUObÏO-4M._—___________fl-4
k-—Anfi|10 M-—q
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FIGURA25: Registros de las DP en un PE incubado en ouabaína

(lO-4 M) en presencia y ausencia de amiloride
(10-4 M).
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La Tabla 8 resume los valores de DP obtenidos en PES tratados con ouabaína

suspendidos en 10-5 Mde amiloride en el baño externo.

Medición en DP

mV

SRT + ouab. 10'4 M —41 i 1 (4)*

_z.
SRT + ouab. 10 M + l *
amil. 10-J M '57 i 1 (4)

* 1) < 0.001

TABLA 8

En otro grupo de experiencias se estableció que cambios importantes de la
+ . . . . . .

INa Io reallzadas en PEs tratados prev1amente con amllorlde no modlflcan

significativamente las DP (Figura 26).

DP,mV

'60

'80

¡-—-Rrs—-n———+ Amloríde10‘4M-—-———-o-—RTS——-i

FIGURA26: Efecto de la ausencia de Na+ externo
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sobre las DP

en un PE tratado con amiloride (10-4 M).
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Las curvas en las que se relacionaron las DPcon las concentraciones de

amiloride en el baño externo (IAmílIO) mostraron que 10-8 Mde amiloride

en el baño externo fue Suficiente para producir una significativa hiperpo­

larización de las DP. Sin embargo, el máximoefecto de esta droga se ob­

serva a 10-6 M. La curva teórica de un PE en presencia de ouabaína (Fi­

gura 27b) se calculó a partir de la ecuación 3 tomando comoparámetros de

ajuste constantes, las [Cl-Ii; IK+Ii y P'Cl (Tabla 17), mientras que la

P' a se consideró variable con la concentración de amiloride en el bañoN

externo de acuerdo a la siguiente ecuación:

P, ___P,ins + P,Amil l_ ¡Mille (5)
Na Na Na .+

¡(0.5 IAmilIo

' ' . . . + . .
donde P';:S y P'Sgll son las permeabilidades relativas de Na insen51ble

y sensible al amiloride respectivamente y K es la constante de inhibi­0.5

ción media o bien la concentración de amiloride capaz de producir la mitad
I

del efecto máximo sobre la PNa.

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

partir de la ecuación 2 con un DPreogénico constante e igual a -6 mVen
+- e ' I

todas las IAmilIo. Los valores de los parametros ICl Ii, IK li, P Cl y

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

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

Cl

PNaes afectada por cambios en la IAmilIo. Estos resultados indicarían que

no y en cambio la P es independiente de esta droga sugiere que sólo la

l

la PNatendría por lo menosdos componentes:uno.insensible5rotro sensible.

a la acción del amiloride. El componentesensible representaría el 57%de

la PNa, En otras palabras la hiperpolarización del DPobservada en pre­
sencia de amiloride sería consecuencia de la disminución en un 57%de la

permeabilidad de Na.
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FIGURA27: Efecto del amiloride sobre las DP en un PE

control (o) y tratado con ouabaína (o). La
curva continua se calculó con los parámetros
dados en la Tabla 17 y considerando que una

|

Na
(ver texto). La curva discontinua se obtuVO
fracción de la P es inhibida por amiloride

a partir de ln anterior a la que¡se les restó
6 mVatribuidos al componente electrogénico.

- Sensibilidad de la barrera de DPa los cationes divalentes

Los cationes divalentes, especialmente el Ca+2son factores reguladores

claves en muchosprocesos biológicos a nivel de membrana. En eritrocitos

humanos, el Ca+2se enlaza fuertemente a la superficie interna y estimula

la permeabilidad de K+ (Gardos, 1956; Lewy Ferreira, 1976; Lew y Ferrei­

ra, 1978; Sze y Solxnhón, 1979), mientras que en piel de rana el Ca+2

intracelular regula el transporte de Na+(CrinsteinyrErlij, 1978). Re­

cientemente Van Driessche y Zeiske (1982) informan en esta preparación,
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la existencia de canales catiónicos en paralelo con los selectivos a Na+

y K+ que aparecen en ausencia dc Cu+2 externo. Con respecto a las mem­

branas excitables, es bien conocido el importante papel que cumple el Ca+2

en la regulación y control de los potenciales de acción (Frankenhaeuser y

Hodgkin, 1957; Gilbert, 1971; Hille y col., 1975). Finalmente, es preciso

mencionar la acción bloqueante del Ba+2 sobre la conductividad del K+en

músculo (Nishi y Soeda, 1964; Speralakis y col., 1967); axón gigante (Eaton

y Brodwick, 1980; Armstrong y Taylor, 1980; Armstrong y c01., 1982) y mem­

branas epiteliales (VanDriessche y Zeiske, 1980).

Nuestro propósito fue establecer de que manera los cationes divalentes
+2 +2 +2 + .

(Ca , Ba , Mg y Sr 2) regulan la permeabilidad de las membranas tegumen_

tarias.

+2- Efecto del Ba sobre lasDP.

Los registros de DP medidos en PES controles en presencia de 10 mMde
+2 - . . .,

Ba en el bano externo, permitieron observar que este 10n produce una no­

table depolarización de las DPque es parcialmente reversible (Figura 28)
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FIGURA 28: Efecto del Ba+2 (10 mM)

TIEMPO, minutos

sobre las DP en un PE fresco.



+ -; ‘Este efecto del Ba sobre las DP se produce tamblen en Pbs tratados con

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

gas conjuntamente (Figura 31).
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FIGURA29: Efecto del Ba2+ (10 mM) sobre las DP en un PE
tratado con ouabaína (10'4 M).
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FIGURA 30: Efecto del Ba+2 (10 mM) sobre las DP en un PE

tratado con amiloride (10-4 M).
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FIGURA31: Efecto del Ba 2 (10 mM) sobre las DP en un PE

. , -4
tratado suce51vamente con ouabalna (10 M) y
amiloride (10-4 M).

La Tabla 9 resume los valores promedios de DP obtenidos en PES controles
, . +2 .o tratados con ouabalna en presenc1a de Ba en concentrac1ones de 5 o

10 mMen el baño externo.

Medición en DP

mV

9:

SRT ¿49:1 (18)
+2 *

SRT + 5 mMBa -32i3 (4)
+

SRT + 10 mM Ba 2 —35i2 (5)
í

-4 **
SRT+ ouab.10 M -35il (4)

SRT + ouab.10-4 M + 5 mMBa+2 49:1 (2)
-4 +2 H:

SRT + ouab.10 M + 10 mMBa -26i2 (3)

* P < 0.01 ** P< 0.01

TABLA 9



A continuación se midieron las DPen PEs frescos a distintas concentra­

_ +2 +2 ,
Clones dc Bu externo (Inn lo) desde 0.1 u lO mM. Sc observo tanto cn un

PE en condiciones control (Figura 32a) como en un PE tratado con ouabaína

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

que aumenta la ÍBa+2Io

'20
.0 o ' O

É 4do
t -40

m Oa
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0 5 IO

FIGURA32: Efecto de 1a presencia de Ba+2 en el baño

externo (10 mM)sobre las DP en un PE aislado

e incubado en solución Ringer Tris (o) o solg
ción Ringer-Tris + ouabaína (lO-l+ M) (o).

¡A I a +Tambien se tomaron registros de DP en PEs ricos en Na tratados con
, . + . . +2

ouabaina y suspendidos en 5 mMde Rb externo a distintas IBa lo

Nuevamentese observó que este ión divalente produce una depolarización
, . , +2

de las DP cuyo efecto max1mo, en este caso se produjo a 2 mMde Ba

(Figura 33). La curva teórica de 1a Figura 33 se calculó a partir de
-A . — +

la ecuac1on 3 con51derando que la [Cl Ii y IK Ii es constante en todo
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+
c1 rango de las lBa 2Io usadas (Tabla 17), mientras que las PÑa y P'Cl

sc calcularon dc acuerdo u las siguientes ecuaciones:

+
Inn ZIO

, = ,ins ,Ba

PNa PNa + P Na K + lBa+2I (6)0.5

2+

_ B IBa lo, = ,1ns , a

P01 P01 + P Cl K + IBa+2I (7)0.5 o

donde PÑ2ns y Péïns son las permeabilidades relativas de Na+ y Cl­
Ba
C1

meabilidades relativas de Na+y de Cl_ sensibles a la |Ba+2|o y K0 5 es

. . +2 ,Ba ,respectivamente en ausenc1a de Ba externo. P y P son las per­Na

Como
I I

la mitad del efecto máximo que produce el Ba+2 sobre la PNa y PCI.

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

2 I

I I

las PNa y PCl

valor máximocuando la [Ba+ 0)) K0 5, se dedujo entonces que la depola­

rización sobre las DPobservadas en presencia de Ba+2estaría directamen­

' I V r I | ­

te asoc1ado a un aumento de la PNa y Pcl. Ll aumento de PNa y PCl puede

o bien una disminución de P .e c n e enc' e n e e
s r o s cu 1a d u aum nto d PNa y PCl K

Por otra parte en la Figura 34 se muestra la correlación lineal que exis­
. + ­

te entre las DPmedidas antes del agregado de Ba 2 en el bano externo
. . . . + . . . .(DP 1n1c1al) y 1a DP senSible al Ba 2, independiente de las cond1c1ones

experimentales. La recta obtenida que extrapola a un valor de DP. . .in1c1a1

de —28mVindica que: a) el Ba+2'actüa sobre un mecanismo que no es el

que está relacionado con la ouabaína y amiloride, y b) el efecto que el
+ . .

Ba 2 produce es dependiente del voltaje de manera tal que a —28mVel
+2 . , . ., ‘Ba no eJerceria ninguna accion sobre la DP. Lstos resultados podrían

explicarse si se considera que el Ba+2depolariza la DP por bloqueo de la PK.
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FIGURA33: Efecto del Ba 2 sobre las DP en un PE enriquecido en '

+ . - , .
Na en presenc1a de 10 4 M de ouabalna. La 11nea coB
tinua se obtuvo de acuerdo a la ecuación de G-H-K

. +
con51derando que el Ba 2 afecta la P&a y Pél (ver teï
to). Los parámetros de ajuste se muestran en Tabla 17.
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FIGURA34: Dependenc1a del efecto de Ba 2 externo (DP sen51ble a

+2 . . .
Ba ) respecto de la DP 1n1c1a1 de PES controles en

presencia o ausencia de amíloride (10-4 M), en ausencia
de Na+ y/o presencia de K+ (120 mM)en el baño externo.
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En consecuencia,a medida que la DPinicial es menos negativa, el gradiente
+ , . . +2 ,

de K a traves del tegumento del PE dlsmlnuye y el efecto que el Ba eJeE

ce sobre 1a PK afectaría en menor medida a la DP. En Discusión se anali­
, , . . . . . +2zara mas exaustlvamente el p031b1e mecanlsmo de acc16n del 16m 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
. . +2 , . +2

pendldos en SRT 11bre de Ca . Se observo que en ausenc1a de Ca en el

baño externo se produce una significativa depolarización de 1a DPcon res­

pecto a sus controles (Figura 35) y además se produce 1a aparición de de­

flexiones positivas, las cuales son analizadas más adelante.
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FIGURA35: Registro de las DP en un PE aislado, suspendido
. +

en SRT en ausencia y presenc1a de Ca 2 en el
baño externo.
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La depolarizaciñn de las DPque llamaremos negativa para diferenciarla de
. . . . . +2 .las DP p031t1vas, que or1g1nn ln ausencln de Ca se mantuvo en presenc1a

de EDTA(Figura 36) y fue reversible, yn que la rcintroducción de Ca+2

rápidamente hiperpolariza las DPnegativas y produce la desaparición de las
DPpositivas.
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FIGURA36: Efecto de la presencia de EDTA(5 mM) sobre las DP de un PE
. . . +2 ­alslado suspendldo en SRTen ausenc1a de Ca en el bano externo.
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El fenómeno descripto también se manifestó en PEs tratados con 10-4 M

de ouabaína (Figura 37), 10-.4 Mde amiloride (Figura 38), ambas drogas
. + .

conjuntamente (Figura 39) o en presencia de Ba 2 (Figura 40).
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FIGURA37: Registros de las DP en un PE tratado con ouabaína

(10-4 M), en ausencia y presencia de Ca+2 en el
baño externo. |
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En 1a Tabla 10 se muestran las DPpromedios obtenidas en las distintas expe­

riencias.

Medición en DPneg DPpos

mV mV

SRK o SRT —52:1 (117)

SRT-OCa —33¿1 (69) +19i1 (63)

snx o sm: + ouab.1o"‘ M 41:3 (13)

SRK-OCa o SRT-OCa + ouab.1o"‘ M 44:3 (8) +16-_i-_1 (7)

SRT + Amil 10’5 M -58i2 (6)

SRT-OCa + Amil 10'5 M —42¿5 (6) +22i4 (6)

SRT + Amil 10‘5 M + 011.2113.10’4M -57i1 (5)

SRT-OCa+ Amil 10‘5 M+ ouab.1o"‘ M -26i1 (2) +163 (2)

TABLA 10

Unacaracterística importante es que la depolarización de la DPnegativa

medida en ausencia de Ca+2 externo depende de 1a DP registrada en sus res­

pectivos controles. Se pudo establecer que la DPnegativa en ausencia de

Ca+2está linealmente relacionada con e1.valor de la DPmedida en presencia

de Ca+2en el baño externo, independiente de otras condiciones experimenta­

les. La recta de la Figura 41 obtenida, la cual extrapoló a una DPinicial

de -8mVindica que el efecto que la ausencia de Ca+2 produce sobre la DP

es originado por un mecanismono relacionado a la ouabaína, amiloride,
+2 , . .Ba , etcetera y que es dependiente de voltaje.
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FIGURA41: Dependencia del efecto de la ausencia de Caz+

externo (DPsensible al Ca+2) respecto de la
DP inicial en PEs controles o tratados con
ouabaína.

Por otra parte, la depolarización de la DPque se produce en una solu­
., . +2 , . ., .Clon 11bre de Ca , es espec1f1ca de la falta de este catlon dlvalente.

. . . . . +2
En exper1enc1as reallzadas en un mlsmo PE en ausenc1a de Ca y en presen

. . . +2 +2 ,
c1a de concentrac1ones varlables de Mg (IMg lo) se observo que este
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., . . . 2+
cut10n no rCVLcrtc ul. efecto que produJu 1:1 ausencul de Ca sobre la DP

ya sea en presencia como en ausencia de ouabaína (FIgura 42 a y b).
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FIGURA42 a X b: Efecto del Mg+2en ausencia de Ca 2 externo en PEs controles
(o) o tratados con 10-4 Mde ouabaína (D).
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. . . +
Merece menc1onarse que los registros de las DP en SRT libr'e de Ca 2 y Mg

+2

se mantiene también en presencia de 0.5 mMde EGTAagregado a1 baño externo.
., + + .

El ion Ba 2 tampoco reemplaza el Ca 2 externo. La Figura 43 a y b muestra

que este catión divalente tampocorevierte el efecto que produce sobre la
. +2DP la ausenc1a de Ca externo.
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FIGURA43a y b: Efecto del Ba+2 en ausencia de Ca+2 externo sobre las DP de
PEs controles (0) o tratados con 10-4 de ouabaína (D).Los valores de

las DP en OCaOMg son (mV). (O) —3OÏ_2(10) y (O) 4:17il (8) y en OCaOMg en

presencia de ouab.son: (CJ)-39i3 (15)y (I) +16i1 (8), respectivamente.



. . +2Resultados Similares se observaron cuando el Ca externo fue reemplazado
+2 -; -4 ' ­

por Sr (hasta 10 mM), pudiendose observar que este ion no solo es incapaz
. . . +2 .de revertir el efecto sobre la DPproduc1do por la ausenc1a de Ca san que

depolariza aün más las DP (Figura 44).
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FIGURA44: Efecto del Sr+2 en ausencia de Ca+2 en el baño

externo sobre las DPde PEs controles.

El próximo punto de interés fue establecer la sensibilidad de las DPnega­
. ., +2 - +2 .

tivas a la concentrac1on de Ca en el bano externo (ICa lo). En un pri­
. . . . . - + . .

mer tipo de exper1enc1as se modifico 1a [Ca 2Io en un mismo PE suspendido
. + . .

en SRT en ausenc1a de Mg 2 y presenc1a de 2 mMde EDTA. Se observo que

. - +2 - .
concentra01ones tan pequenas como 0.3 mMde Ca , que corresponde a aproxí

+2
madamente ocho veces menos que la [Ca lo en SRT, restablece los valores de
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los controles (Figura 453).
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FIGURA453 y b: Efecto del Ca2+externo sobre las DPde PEs controles (o) o tratados
con 10-4 M de ouabaína (U). la curva continua se calculó con los

parámetros dados en 1a Tabla 17 considerando que una fracción de

la P'Na y de la P'Cl es sensible al Ca+2externo.



Se realizaron entonces experiencias en las cuales se determinó las DPde
. . . +2

PEs controles y tratados con ouabaína suspendidos en distintas ICa Io

en el rango de 0.05 a 10 mM(Figura 45h). La curva teórica correspondiente

a un PE en presencia de ouabaína (Figura 45h), se ajustó a partir de la
, - +

ecuación 3 tomando los parametros |Cl Ii y IK Ii comoconstantespara todo
+2

Iel rango de la ICa o usadas (Tabla 17), mientras que las P&a y Pél se
. . +2 . . . .

con51deraron func1ones del ICa lo de aCuerdo a las Siguientes ecuaCiones:

ins Ca+2
| = v I _

PNa PNa + PNa (1 e) (8)

ins Ca+2
v = I I

PCl PCl + PCl (o) (9)

donde 9 = 1
a b

2 + + 1

lCa+2I ICa+2Io o

P&:ns P'lns son las permeabilidades relativas de Na+y de Cl- respec­
+2 +2

+2] ' P'ca P' a son las ermeabilidadeso’ Na y Cl ¡ p

Las

tivamente,insensible a la |Ca

relativas de Na+y de Cl- sensibles al Ca+2externo y por ültimo a y b

son constantes de disociación aparentes.

A partir del cálculo de la PÑa y P61 de acuerdo a las ecuaciones 8 y 9

se observó que en ausencia de Ca+2 en el baño externo, aumenta la permeabi­

lidad relativa de Na+pero disminuye la permeabilidad relativa de C1_,.lo

que sugeriría que en PEs suspendidos en soluciones libres de Ca+2, aumen­

tarían las permeabilidades aparentes de Na+ y de K+. Una evidencia más

en este aspecto lo constituye las mediciones de las DPrealizadas en'PEs

tratados con ouabaína y suspendidos en concentraciones variables de Na+
_ +2 , .externo, en ausenc1a de Ca externo. Se observo que las DP negativas se
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DP,n1V

. . + . . , a
depolarlzan a medlda que aumenta la INa Io y que las DP p051t1vas solo estan

+ .
presentes a INa Io mayores de 10 mM(Flgura 46).

+20 l" OCa- +ouoboin 10'4 M Á
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FIGURA46: Efecto de la ausencia de Na+2 externo Sobre las

DP en ausencia de Ca+2 externo en un PE tratado

con ouabaína (10"4 M).

, . + , . .,
La curva teorlca de DP= f lNa lo se calculo a part1r de la ecuac1on 3 to­

+IKI-,1 comoparámetros de ajuste (Tabla 17).PI l
Na y PC1

Si se comparan estos valores con los obtenidos en la Figura 24, se observa

mandolas [Cl-Ii;

. + — . .

que mlentras las IK Ii y ICl Ii son-51m11ares en ambos casos, las PÑa y
I

PCl
. +2 ­

la presenc1a de Ca en el bano externo.

. . +2
son mayor y menor respectlvamente en ausenc1a de Ca con respecto a

, , . . +2
Hasta aqu1 se demostro que el efecto que oca51ona la ausenc1a de Ca

enel baño externo es específico de este cación divalente y dado que ocurre
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tanto en presencia comoen ausencia de ouabaína, se tratanía de un mecanismo

independiente dela bombaNa/K.

Hay evidencias que sugerirían que 1a depolarización de las DPnegativas
. .. +2 , .observadas en soluc1ones libres de Ca seria consecuenc1a de un aumento

inespecífico de las permeabilidades aparentes de los cationes monovalentes

comoocurre en piel de rana (Van Driessche y Zeiske, 1982). Sin embargo

no puede descartarse la existencia de un posible mecanismopor el cual el
+2

Ca externo activaría 1a PK.
. . + . .

Ambasposibilidades: 1) una P activada por Ca 2 y 2) una permeabilidad
K

.a u . . u . ¿cationica puesta de manifiesto en ausenc1a de Ca externo, se analizaran

en detalle en la Discusión.

- Efecto de 1a 6-metoxi1-a-(5-vini1- 2--quimi-dinil)-4-quinolinemetanol

(guinina) sobrelas DP.

La posible existencia de una permeabilidad de K+activada por Ca+2 se

investigó mediante el uso de un inhibidor específico comolo es la quinina

que en glóbulo rojo bloquea la PK activada por Ca+2 (Armando-Hardyy col.,

1975; Lewy Ferreyra, 1978; Szasz y col., 1978; Reichstein y Rothstein,

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

depolarización de las DPcon respecto a sus controles. La Figura 39 mues­

tra las DPde un PE aislado primeramente en condiciones control y luego en

presencia de 2 mMde quinina. La depolarización observada es reversible

y se manifestó tanto en PEs controles comoen PEs tratados con ouabaína,

amiloride o ambas drogas conjuntamente (Figura 47). También fue posible

observar que la ausencia de Ca+2posterior al tratamiento de los PEs con

quinina, depolariza aün más las DPnegativas y aparecen las deflexiones

positivas (Figura 47).
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FIGURA47: Efecto de la ausencia de Ca+2 en el baño externo sobre

las DP de PEs tratados con ouabaína (10-4 M), amilori­

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

E1 estudio de las DPen función de la concentración externa de quinina

( Iquininalo ), mostró la depolarización progresiva a medida que aumenta

1a Iquininalo hasta alcanzar un valor máximopara Iquininalo de 2 mM(Figura 43.
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FIGURA48: Efecto de la quinina sobre las DP de PEs controles.



El próximoaspecto que se quiso analizar fue establecer si el efecto produ­

cido sobre la DP sería debido a un bloqueo de la PK dependiente de la

|Ca+2|o. Se calcularon entonces la PRb (PK) a partir de la ecuación 4 con

las DPmedidas en presencia de 5 mMde quinina en ausencia y presencia de

2,5 mMde Ca+2 en el baño externo y los influjos de Rb+ medidos por Cybel

y col. (19843 en las mismas condiciones experimentales. La Tabla 11 mues

tra los resultados obtenidos pudiéndose observar que en presencia de quini­

na, 1a PRbdisminuye significativamente con respecto a sus controles, inde­

pendiente de la ausencia o presencia de Ca+2en el baño externo. En otras

palabras, la quinina estaría bloqueando específicamente un posible mecanismo
. +2 . . . . . .

de PKactivado por Ca interno el cual sería en pr1nc1pio independiente de
. +2 - .

la presenc1a o no de Ca en el bano externo.

Medición en _ Jian DP PRb

mol/g.s hora mV (cm seáJ) x 107

smc + ouab.10-4 M 23.3:2 (15) 41:1 (13) 5.1¿o.5 (15) * +
—4SRK + ouab.10 M +

quinina 5 mM 12.1¿045 (5) 47:1 (2) 3.2io.4 (5) +

SRK-OCa+ ouab.10-4 M 28.5:0.6 (14) 44:3 (8) 8.o¿o.5 (14) *

SRK'OCa+ °“ab'1° M 21,6:0.5 (a) 44:2 (2) 6.1:0.4 (a)+ quinina 5 mM

* P < 0.001 + P < 0.01

TABLA 11

- Significado de las DPpositivas

Se observó que PES en determinadas condiciones experimentales tales como
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el enriquecimiento en Na+ o 1a ausencia de Ca+2externo, se registraron

deflexiones positivas independientes de las DPnegativas (Tablas l, 3 y

10). Conel propósito de estudiar si existe alguna relación entre la api

rición de estas DPpositivas y las DPnegativas, se realizó un análisis

de frecuencia de aparición de las citadas DP. Esto es, se observó los

diversos perfiles de DPobtenidos en cada empalamento (Figura 49), anali

zándose las distintas secuencias de aparición de las deflexiones positi­

vas. Para ello se definió 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 1a frecuencia de aparición más proba­

ble es 1a configuración negativa (86.4%) y sigue a continuación la negati

vo-positivo (9.5%). En ausencia de pa+2 que produce un marcado incremento

de las DPpositivas, la frecuencia más probable es negativo-positivo

(39.7%) y la sigue la configuración negativo (33.3%). Estos resultados

pueden interpretarse sobre la base de que las DPpositivas y negativas

se originan en distintas barreras. Las DPpositivas corresponderían a

una barrera más profundamente situada que la responsable de la DPnegati­

va, posiblemente la membranabasal del tegumento.

Es importante mencionar que si bien la aparición de las DPpositivas

ocurre en aproximadamente un 14%de los controles, el valor de estas DP

no son significativamente diferentes de cero. En cambio, en ausencia de

Ca+2externo no sóla aumenta la frecuencia de aparición de las DPpositi­

vas (Figura 49), sino también el valor de las mismas (Tabla 10). La Fi­

gura 50 muestra la relación existente entre las DPnegativas y las DP

positivas en presencia y ausencia de Ca+2externo pudiéndose observar:

1) la aparición de las DPpositivas fundamentalmente en ausencia de
+2 . + . . . . .Ca y presenc1a de Na independiente de otras cond1c1ones experimentales
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FIGURA49: Frecuencia de aparición de las DP positivas
y.DP negativas de PEs controles e incubados en

. +2 ­ausenc1a de Ca en el bano externo.
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comopresencia de ouabaïna y/o amiloride, etcétera y 2) que existe total

independencia entre los valores de las DPpositivas y las DPnegativas
. . +2 emedidas en ausenc1a de Ca en el bano externo.

' 40
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FIGURA50: Relación entre las DP positivas y DP negativas
medidas en: a) PEs controles (0) o incubados en

presencia de ouabaína (D), amiloride Cv) o 25 mM

de Na+ (O) en el baño externo y b) PEs suspendidos

en SRT en ausencia de Ca+2 (O) y presencia de oua­

baína (I), amiloride (v), 25 mMde Na+ (A) o 0 mM
+ ..de Na (A) en el bano externo.

Comose analizará más detalladamente en la Discusión, parecería que las

DPnegativas se originarían en la membranaapical y las DPpositivas en

la membranabasal deltegumento del PE, ambas DP medidas con respecto al

baño externo. Si este fuera el caso, 1a diferencia de las DPpositivas

menos las DP negativas (DPpos-DPneg) correspondería a la DP de 1a mem­

brana basal pero con referencia a1 interior del sincicio (FIgura Sl).
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FIGURA51: Relación lineal obtenida entre las DPpositivas­
DP negativas y las DPnegativas de PEs controles
. . +2 .
incubados en ausenc1a de Ca y presenc1a o au­

sencia de ouabaína (10-4 M), amiloride (10-4 M)
+ ..o 25 mMde Na en el bano externo. La recta ex­

trapola a un valor de -25 mV.

Se estudió entonces si existía alguna relación entre las DPnegativas y
. +2 - .

las (DPpos-DPneg) en ausenc1a de Ca en el bano externo. La Figura 51

muestra que existe una relación lineal independiente de todas las otras

condiciones experimentales. Dicho de otra manerá, que a medida que se

depolarizan las DPnegativas, se hiperpolarizan las (DPpos-DPneg). En
. +2 , .resumen, la ausenc1a de Ca externo afectaria tanto la barrera apical como

la basal del tegumento del PE.

- Modificaciones de las DPinducidas por el suero de un paciente afectado
de hidatidosis.

Se sabe que los huéspedes intermediarios afectados por hidatidosis, entre



los cuales se incluye el hombre, posee inmunoglobulinas específicas circu­

lantcs detoctablcs en el suero con la prueba de inmunoelectroforesis

(Caprin y col., 1967) o de aglutinuciGn de látex (williams y Prezioso,

1970). Estas inmunoglobulinas al igual que otras macromoléculas del

huésped atraviesan la membranalaminar situándose sobre la membranager­

minal del quiste hidatídico (Coltorti y Varela Diaz, 1974).

Se estudió entonces si alguna de las inmunoproteínas contenidas en el

suero de paciente hidatídico (SPH)reaccionaría con la superficie del PE

y las modificaciones del sincicio que podría ocasionar. Se realizaron

un conjunto de experiencias donde los PEs,extraídos de la forma habitual,

se colocaron en presencia de suero humanonormal y de paciente hidatídico

(título test de látex 1:320) total e inactivado de acuerdo a la técnica

de inmunofluorescencia indirecta (ver Materiales y Métodos). Luego se so­

metieron a un examencualitativo y cuantitativo mediante microscopía 6p­

tica y de fluorescencia. se observó fluorescencia distribuida más o menos

homogéneamentesólo en aquellos PEs que fueron incubados en presencia de

SPH (Figura 52).

FIGURA52: agen oe un ' incu.a.o en presenCiaue suerode paciente
hidatïdico ¿Ide antisuero humanode acuerdo aliitécnica de
inmunofluorescencia indirecta. Se observa una fluorescencia
homogéneasobre la superficie del PE.
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los PESmuertos al igual que ganchos y ventosas de PES viables poseen

autofluorcscuncia que pudo ser dcscartada por comparación con el estado

de integridad de los mismos. El examen cuantitativo reveló un 4%de po­

sitividad sólo en aquellos PESincubados con SPHtotal o inactivado a 56°C

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

Preincubación Suero Z fluorescencia

SRT o *

SRT+ suero humano total 0
normal di1.1:10 inactivado 0

SRT+ suero de total 4 *
paciente hidatídico di1.1:10 inactivado 4

*P<0&5
TABLA 12

Por otra parte se midieron las DP en un PE en presencia de SPH (di1.1:10)

pudiéndose observar una notable e irreversible depolarización de las DP

con respecto a su control que alcanza su máximoefecto 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 hidatídico total o inactivado. Nuevamentese observa que

sólo el SPHtotal produce una significativa depolarización de las DP

de —52 a —27 mV.

Estos resultados sugerirían que existen en el suero del paciente hida­

tídico inmunoproteínas capaces de interactuar con antígenos de superfi­

cie del PE. La reacción inmunológica ocasionaría en presencia de comple­

mento modificaciones significativas en las DPmedidas a través del tegumento.
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FIGURA53: Efecto del suero total (A) o inactivado (D) de un paciente

hidatídico (títúlo 1:3200) sobre las DPde un PE control.

Obáervese que el suero total (O) o inactivado (x) de un

individuo normaldiluído 1:101u)producecambiossignifica­
tivos en las DP.

Medición en DP

mV

SRT -52 :IZ (88) *

SRT+ suero humanonormal total dil.1:10 -50 Ï_1 (20)
SRT+ suero humano normal inactivado
dil.1:10 ‘52 i 1 (27)

SRT+ suero paciente hidatídico total *dil.1:10 '27 i 3 (21)

SRT+ suero pacient hidatídico inactivado
dil.1:10 ‘53 i 2 (27)

* P< 0.001

TABLA 13



A continuaciñn se calcuïaron las PR (PK) en presencia dc SPHcon losb

registros dc DPmostrados en la Tabla 5 y los correspondientes flujos de
+ . . . . . . .Rb medidos por Reisin y Cybel en las mismas cond1c1ones experimentales

(Tabla 14).

Med1c1on en J1n Rb DP PRb

umol/g.s hora mV (cm seg-1)xKfl

SRK+ ouab. 10-4 M 19.1: 0.2 (2) —42i 2 (4) 4.1i 0.2 (4)

SRK + ouab. 10“4 M +
suero paciente hidatídico 37.5 i 1.3 (2) -27 :_3 (5) 10.0 i_0.8 (6)
total dil. 1:10

TABLA 14

Se pudo observar que la P en presencia de SPHes significativamente mayorRb

respecto a sus controles. La depolarización de la DP y el aumento de 1a PRb

originada en PEs incubados con suero de paciente hidatídico a títulos 1/3200

serían consecuencia de alteraciones tempranas de las membranasdel PE (Ka­

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



Curva en f. de Condición IK+I |C1"Ii

.. "k

IK+|° SRK+ ouab.10 4M 60.1 6

IK+I SRT + ouab.10_4M 62 7 12o + ami1.10’4M '

+ _
IK |o SRK + Va1.10 5M 4o 15

_ +

IRb+Io SRT + ouab.10 4M 48.3 9.7

lNa+I° SRT + ouab.10-4M 47.1 7

+ -'4
INa |o SRTLOCa-+ouab.10 M 30.9 18

ICa+2I0 SRT + ouab.10-4M 60 18

IBa+2IO SRT + ouab. 10'4M 40 8

|Amil|o SRT+ ouab.10'l’M 60 7

* D.S.: 1.343

* D.S.: 0.1698

TABLA 17
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DISCUSION

- Localización de las DP

Debidoa las características del sincicio tegumentario, principalmen­

te su delgado espesor (2-3 um) es en principio difícil establecer con

certeza el punto en el cual se encuentra el MEcuando se realizan las

mediciones de las DP. Sin embargo, los registros obtenidos en PEs en

presencia de DOCNao suero de paciente hidatídico fueron útiles para

determinar algunas evidencias respecto de la localización de la barrera
de DP negativa. El DOCNa,debido a su acción detergente sobre las mem­

branas celulares, produce una rápida e irreversible depolarización de la

DP negativa en concentraciones de 1.0% y 0.1%, llegando en algunos casos

a valores de 0 mVcon DOCNaal 1%y ocasiona además, rotura y desprendi­

miento de vesículas segmentarias al cabo de 5 minutos de exposición del

PE al detergente (Pappas, 1982). En consecuencia, si se considera que

la barrera de la DPnegativa se origina en el.tegumento, las modificaciones

en las DPobservadas se podrían atribuir a alteraciones en la permeabili­

dad de las membranastegumentarias producidas por el DOCNa. Esta sal
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soluble ejerce sobre la superficie del PEun efecto similar al descripto

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

Triton X-lOOes capaz de removerel tegumento y producir la desaparición

del potencial eléctrico correspondiente a ese compartimiento.

Unaserie de experiencias realizadas con suero de un paciente hidatí­

dico (SPH) sugerirían que la DPnegativa se origina a través de la membrí

na tegumentaria externa del PE. En este sentido pudimos conocer los si­

guientes aspectos: la localización de inmunoproteínas del SPH(título 1:3200)

sobre la superficie del PEy la significativa e irreversible depolarización

que sufre la DP en menos de 8 minutos debido a la acción lítica que ejer­

cen las inmunoproteínas sobre dicha superficie. Si bien la importancia de

los resultados hallados se analizarán posteriormente, el hecho de observar

la presencia de anticuerpos unidos a la superficie del PE, conjuntamente

con la rápida e irreversible depolarización de la DPnegativa, constituyen

una evidencia en favor de que la barrera de la DPnegativa se situaría en

la membranategumentaria externa del PE.

Por otra parte, el promedio de las DPmedidas en PEs aislados fue de

-53i1 mVcon respecto al baño externo. Este valor no difiere significati­

vamente del potencial eléctricotegumentario informado en Schistosoma mansoni

por Connie y col. (1982) que fue de -Sl.4ip.6 mVa pesar de las diferencias

existentes entre ambosparásitos. Miemtras que estos últimos valores fueron

obtenidos en machos de tenia adulta, los PEs son el estadío larval del

Echinococcusgranulosus donde el.tegumento presenta características morfoló­

gicas distintas al del parásito adulto.

- Efecto de inhibidores metabólicos sobre las DP

El IA, conocido por su acción inhibitoria de la glucólisis, bloquea la

síntesis de ATPe impide el almacenamiento de la energía necesaria para el
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funcionamiento de la bombaNa/K en preparaciones biológicas tales como

glóbulo rojo (Lew, 1971).

El estudio de los posibles efectos del IA sobre las DPen PEs de

Echinococcus granulosus permitió relacionar las mismas con la actividad

metabólica del parásito. En Resultados se muestra la significativa depo­

larización observada en PES incubados en presencia de IA y teniendo en

cuenta lo informado por Reisin y col. (1980) respecto a la alteración que

se produce en el balance de Na+ y K+ como consecuencia del tratamiento

de los PEs con IA, se pensaría que la degradación de glucógeno proporcio­

na la energía requerida para el transporte activo en el PE. Si este fue­

se el caso, la depolarización de la DPsería consecuencia de 1a inhibición

dela bombaNa/Kdebido al bloqueo que el IA ejerce sobre la glucólisis
A oanaerobica.

- Caracterización del componentede lasDP ouabaína-sensible

El uso de la oubaína, glicósido cardíaco que inhibe específicamente el

transporte activo mediado por la ATPasa Na-K, Mgdependiente (Schatzman,

1953; Garrahan y Glynn,1967) permitió observar que parte de la DPmedida

a través de 1a.barrera tegumentaria del PE es sensible a la ouabaína. Es

decir que en presencia de esta droga, 1a DPa través del tegumento del PE

sufre una depolarización de características similares a 1d informado por

Fetterer y col. (1978) y Connie y col. (1982) en machos adultos de

Schistosoma mansoni. Comoeste componente de la DP ouabaína-sensible

se manifiesta tanto en PES frescos comoen aquellos ricos en Na+ (Tabla 1)

se pensó en la existencia de una bombaNa/K que actuaría de manera elec­

trogénica (Adrián y Slayman, 1966; Marmor y Gorman, 1969; Finn, 1973).

Esto tiene máximaimportancia cuando se trata de altas actividades de

transporte activo y flujos pasivos asociados a compartimientos relativamente
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pequeños, como lo es el tegumento del PE, ya que la inhibición de una

bombano electrogénica también ocasionaría una depolarización de 1a DP

en presencia de ouabaína, directamente asociada a la alteración de las
, + + .. - u

concentraCiones de Na y K . Por conSigUiente la depolarizaCion en este
. 4 n ¡c +.caso sería secundaria a la caida relativamente rapida del K intracelu­

, .. ., . . +
lar y se deberia a una disminuCion del componenteelectrodiquivo del K

y no a un fenómeno 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

. . . ,. . +perienCias mostraron que Sl a Ph incubados en ausenCia de K externo se
. ., . +

los transfiere a una soluCion que contiene 5 mMde K , se produce, en

menos de 1 minuto, una notable hiperpolarización de 1a DP, la cual es

bloqueada pocos segundos después de la introducción de la ouabaína. Cálcu

los realizados en base al volumenaparente del tegumento y flujos unidi­
. + . . . ,recc10na1es de K (Cantillo y col., 1980) permiten estimar que no seria

factible explicar la hiperpolarización de las DPcomoresultado de cam­
p a Jn + a ubios en los gradientes electroqu1m1cos de K . Con31derando un fluJo de

+ 3 . .
entrada de K al tegumento del PE de 4.6 umol/cm min y asumiendo una

+ , . , . .
IK Ii de 60 mM,se esperaria que un minuto despues de modificar de 0 a

+ - + . A
5 mMla IK Io que bana al PE, la IK Ii se incrementaria a 64.6 mM(ver,. '+ + .,
Apendice). Pero este aumento de las IK Ii y IK lo puesto en la ecuaCion

de G-H-Kes insuficiente para explicar la hiperpolarización experimental­

mente observada. En otras palabras, el componente dela DP sensible a

la ouabaína revela la existencia de una bombade Na-Kde carácter elec­
fln I + atrogenica, la cual es activada por K externo. La misma puede ser tam­

., . + + . +
bien activada por Rb o Cs cuando estos iones reemplazan al K del

baño externo (Skou, 1960, 1965; Hoffman, 1966). Sin embargo, el compor­
. . . . +tamiento de los iones es diferente. Mientras el Rb es capaz de reemplazar
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_ ., + . . .­ca51 totalmente la acc1on del K en el Sistema de activacion de la bomba,

por lo menos en lo que respecta al comportamiento de las DP (Figura 20),
+ , . .,

el Cs solo es capaz de reemplazar parc1a1mente este ion (Tabla 3).

Se estableció también que el efecto máximoque la ouabaína produce
J ,0 a +

sobre las DP es mucho mas rapido en PEs ricos en Na que en los PEs

frescos (Figura 12 y 13). Esto podría explicarse suponiendo que el
. .. + . . + .

enriquec1m1ento con Na y posterior presenc1a de K externo activa un

mayor número de bombas o bien aumenta el número de intercambio de iones
+ + ..

Na y K por bomba, que en las cond1c1ones de los frescos, las que luego

son inhibidos por la ouabaína.

- Caracterización del componentede las DPouabaína-insensible

a) Sensibilidad de las DPa los cationes monovalentes:

Nuestros estudios sobre el componentede las DPouabaína-insensible

demuestran que está asociado a los gradientes electroquímicos de K+y

Na+externo. En particular, la hiperpolarización de las DPobservada a

medida que disminuye la IK+IOes del orden de las informadas para otras

membranasepiteliales (Zeiske y Van Driessche, 1979) o tegumentarios

(Fetterer y col., 1980). El valor de la PKde 6.1 x 10-7 cm seg-1 esti­

madoa partir de las mediciones del JiJIK ylas DPcorrespondientes se

encuentra en el rango hallado para otras preparaciones tales comomúsculo

(1.1 x 10-7 cm.seg-1, Casteels, 1969; 7 x 10-7 cm seg-1, Hodgkin y

Horowick,l959).

Las disminución de la INa+|o también produce una hiperpolarización

de las DP. Éi bien este efecto es comúna la mayoría de los epitelios

vertebrados (Okada y col., 1975) no lo es para otras membranas tegumenta­

rias tales comoSchistosoma mansoni donde en condiciones similares se

produce la depolarización de las DP(Fetterer ycol., 1980). El análisis
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y ajuste de los parámetros de las distintas curvas de las DPen función de

las concentraciones de Na+y de K+ (Figuras 17, 18 y 24) permitió estimar

que la P&asería de 0.17 a 0.32. Estos resultados indicarían que las DP

respecto de los cationes Na+y K+, son fundamentalmente sensibles al Ki

externo y mucho menos al Na+ externo.

Se esperaría entonces que el tegumento del PE se comportara como un

electrodo de K+ a |K+k)60 mM. Sin embargo, las pendientes obtenidas están

en el rango de 17 a 50 mV/década (Figuras 17 y 18). En otras palabras,

en las distintas condiciones experimentales probadas, nunca se logró una

pendiente de 58 mVpor un cambio de 10 veces en la |K+|o. Zeiske y

Van Driessche (1979) informan-una DP con respecto a laI K+|° 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 explicación sería que la barrera que genera la DPno sólo

es permeable al Ki y al Na+sino también al Cl_ y que este ión se distri­

buye en estado estacionario de acuerdo al tratamiento de G-H-K(ecuación 3).

Por consiguiente, la ecuación de Nerst, aün en altas concentraciones de
+ l A I |K externo, no seria valida para los valores de DPhallados.

b) Sensibilidad de las DPal Cl_ externo:

La ausencia de Cl- en el baño externo no produce cambios significativos

en los registros de las DPmedidas durante 20 minutos. Esta insensibili­

dad de las DPobservada cuando se altera la concentración de C1_ externo,

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

col., 1980), podría ser debido a que las membranas tegumentarias del PE

poseen a) una suficientemente alta PCl que permite la distribución en

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



b) una P baja que impide que la DP sca afectada por la reducción del Cl­Cl

externo (Steffani y Steinbach, 1969).

Teniendo en cuenta los valores de los parámetros obtenidos por el ajuste

de las distintas curvas de DPen función de la concentración de los catio­

nes monovalentes, se observa que la ICl-Ii estimada está en el rango de

6 a 18 mMmanteniéndose constante bajo distintas concentraciones de K+y

de Na+externo. Este valor de 1a ICl-Ii es ligeramente menor al calculado

si este ión se distribuyera en equilibrio (ver Apéndice). Por otra parte,

la Pél calculada está entre 1 y 1.4 (Tabla 17), lo cual sugeriría que la

barrera donde se genera 1a DPnegativa es muy permeable al 01-. Se plan­

tea antonces el problema de explicar cual es la razón por la cual la

[Cl-Ii no está en equilibrio en la [Cl-Io. Si se considera el volumen

del tegumento de 0.217 cm3/g.ps (ver Apéndice) yla ICl-Ii máximaestima­

da de 18 mM,se puede calcular un contenido de Cl_ en el tegumento de

5.4 umol 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 pmol/g.ps min

en ese intérvalo de tiempo. Si se supone que todo el Cl- medido proviene

del tegumento, sólo se necesitarían b minutos para lavar los 5,4 mol/g.ps

calculados anteriormente. Comoéste no es el caso, es evidente que el

Cl_ proviene de un compartimiento más profundo del PE, muy posiblemente

del espacio extracelular, y que las membranastegumentarias son muyper­

meables a este anión. Reisin y Cantiello (1979) aportan evidencias de

que la concentración de ClNa en el espacio extracelular del PE es similar

a la del medio de incubación (SRK). De lo expuesto hasta aquí se podría

concluir que la insensibilidad de 1a DPmedida cuando se alteró la IC1_|o

sería consecuencia de una tendencia del compartimiento extracelular para

alcanzar un estado estacionario con el baño externo, más queconel compar
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tamiento tegumentario de manera que no se afectaría la concentración de

Cl_ en este compartimiento. Esto implicaría que la permeabilidad aparen­

te de C1_ correspondiente a 1a barrera basal debía ser mayor que la co­

rreSpondiente a la barrera apical. Si bien este punto no puede ser dires

tamente demostrado, el modelo propuesto permite explicar los resultados

experimentales obtenidos.

A . . l—Efectos de farmacos, drogasgz cationes divalentes sobre el componente

de las DPouabaína insensible.

a) Acción 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 INa+|o.
Se estudió entonces el efecto del amiloride sobre las DPmedidas a tra­

vés del tegumento del PE. Se sabe que esta droga es un potente inhibidor

del transporte de Na+en preparaciones biológicas tales comovejiga de

sapo (Bentley, 1980), vesícula biliar de sapo (Balaban y col., 1979),

epitelio renal (Sariban-Sohraby y col., 1983).

En nuestra preparación, el amiloride produjo una significativa hiper­

polarización de las DPdebido a la disminución de la PÑa, la cual se calcg

ló de acuerdo a 1a ecuación 5. Se consideró que en presencia de amiloride

existen por lo menos dos componentes de la P&a, uno insensible y otro sen­

sible a esta droga. Comoen el ajuste de la curva (Figura 27b) se modificó

1a P'a y no la P' con respecto a sus controles (Tabla 17) es evidenteN Cl

que el amiloride estaría inhibiendo específicamente 1a PNaa través del

tegumento del PE. La inhibición de la PNa respondería adecuadamente a

una cinética no competitiva en una constante aparente de inhibición media

de 5 x 10-8 M (ecuación 5). Este valor concuerda con la constante de afi­
-l

nidad del amiloride en piel de rana: 1.02 x 10-8 M (Cuthbert y Shum,1974)
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y con la constante aparente de inhibición media en tübulo cortical aisla­

do: 7 x 10-8 (O'Neil y Boulpaep, 1979) y epitelio renal: S 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 máximaconcentración usada de este diurético fue de

10-4 M. Soltoff y Mandel (1983) informan que el amiloride a concentra­

ciones mayores de 10-3 Mproduce además del efecto diurético por bloqueo

de la PNa, un bloqueo de la bomba de Na/K en tübulo proximal renal de

conejo. Sin embargoesta posibilidad puede ser descartada pues las con­

centraciones de amiloride usadas habitualmente en nuestra preparación

ocasionarían una disminución de menosdel 5.2en la actividad de la bomba de

Na/K en tübulo renal (Figura lc, Soltoff y Mandel, 1983).

En conclusión, el efecto que el amiloride produce sobre las DP sería

consecuencia de la inhibición que esta droga ocasiona en la permeabilidad

del Na+ a través del tegumento del PE.

Por otra parte se probó el TAP,bloqueante específico de la entrada

de cationes en epitelios de "baja resistencia" (Moreno, 1975; Balaban y

col., 1979) y se demostró que las DPno se afectan por la presencia de

esta droga. Estos resultados sugerirían que: 1) el TAP,a diferencia del

amiloride, es incapaz de bloquear la PNay 2) el tegumento del PE, a difg

rencia de las membranasepiteliales clásicas, no presentaría uniones es­

trechas comoya observó Morseth y col. (1967) estudiando la morfología

del parásito.

b) Acción 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



disminución de la PK. Evidencias en este sentido aportan el ajuste de

1a curva de DP = fIBa+2Io (Figura 33) donde los parámetros P'Na y Pél

2|
+ .

aumentan con la IBa o (ecuac1ones 6 y 7). Este aumento puede ser con­

secuencia de un aumento tanto de la PÑa como de la P81 o bien una dismi­

nución de la PK. Este punto pudo ser aclarado cuando se calcularon las

PRba partir de la ecuación 4 con los registros de las DP de PEs ricos
2+ , . . +

en Na tratados con ouabaina en presenc1a y ausencia de 10 mMde Ba
- . . . + .

en el bano externo y los correspondientes datos de influJos de Rb medl­

dos por Cybel y col. (1984wen las mismas condiciones experimentales.
' +2

Se observó que la PR disminuye significativamente en presencia de Bab

con respecto a sus controles (24%) (Tabla 15). Por consiguiente, el efes
. . +2 , .to depolarizante sobre las DPproduc1do por el Ba seria consecuenc1a

directa de la disminución de 1a PRb (PK).

MediCion en Jlan DP P1313

umol/g.s hora mV (cm seg'1)x107

SRK+ ouab.10-4 M 32.9:1.1 (27) 45:1 (2) 6,8:0.3 (27) *

SRK 10 mM Ba+2 +_ _ *
ouab_10_4M 18.9:1.2 (4) 24:1(7) 5.2¿o.5 (7)

* P (0.01

TABLA 15

Estas conclusiones se corresponden con el efecto del Ba+2descripto en

músculo esquelético (Wermany col., 1961; Nishi y Soeda, 1964; Sperelakis

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

nas epiteliales (Van Driessche y Zeiske, 1980; O'Neil, 1983), en las cua­
., . . . -a . . +les este cation divalente produce la disminuc1on de la conductiv1dad de K
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., + . - . . . .por oclu51on del canal de K . bn las exper1enc1as realizadas en presenc1a
+2 A I,

de Ba se observo que el efecto que este ion produce sobre las DP es par­

cialmente reversible y se manifiesta en un tiempo no mayor de 2 minutos
J Il I

despues del traslado del PE a la soluc1on que contiene Ba . Dado que en

general 1a permeabilidad pasiva de las membranascelulares es muchomenor

a los cationes divalentes que a los monovalentes, estos resultados sugeri­
l I a c .'

rian que en nuestras cond1c1ones experimentales, la acc1on del Ba sobre

la PKse ejerce desde la superficie tegumentaria externa. Estudios con
. . +microelectrodos, en plel de rana permeable a K , claramente muestran que

. +2 + . .
los iones Ba bloquean los canales de K desde el lado apical (Hirschmann

., ., +
y Nagel, 1978). Tambien Nagel (1978) establecio que los canales de K de

la membranabasolateral en piel de rana se bloquean por la presencia del
+2 I I,Ba cuando este se encuentra en la soluCion serosa.

Por otra parte, si se comparan las PÑa y P61 obtenidas comoparámetros

de ajuste (ecuación 6 y 7), se observa que ambas estarían compuestas por
. . . +

lo menos por dos componentes: uno insen51ble y otro sen51ble al Ba .
. . - .. +2

Este ultimo componenterepresentaria la aceion del Ba sobre 1a PK, la cual

estaría de acuerdo con un tipo de inhibición no competitiva. VanDriessche
. . +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
' ' + J l I cva a mas altas concentraciones de K . Mas aun, estudios realizados en

axóngigante de calamar (Armstrong y col., 1982) permitieron analizar la

cinética de bloqueo y desbloqueo del mecanismode.depolarizaci6n retardada,

fenómenoqueesconsecuencia de la activación y desactivación de canales
+ . . . +2 . .,de K que son inhibibles por el Ba . En estos estudios se establecio

que el bloqueo es claramente competitivo. De manera que el modelo de
. . . ., . . +2inhibicion no competitivo que se postula para el efecto del Ba sobre la
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PKdebe ser entendida comouna aproximación macroscóp ica para bajas
. + . . . .- .

concentrac1ones de K . La constante aparente de 1nh1b1c1on media (K0 5)

obtenida (ecuación 6 y 7) fue de 1 mM,1a cual está en concordancia con

la constante aparente de disociación Ba-sitio,informada por Cybel y col.

(198%) apartir de las mediciones de flujos de K+.

El hecho de que el Ba..-2disminuya 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 baño ex­

terno (Tabla 16), podría explicarse de la siguiente manera, que el Ba+
2

bloquee: 1) la PK activada a través de un mecanismo muyespecífico por el
+2 . , .Ca interno comoocurre en celulas cromafines adrenales (Yellen y col.,

+2
1984); 2) la PK activada por el Ca externo o bien 3) la PKpero que el

efecto quede enmascarado debido al drástico aumentode 1a permeabilidad
., . . , . . +2 .cationica inespec1f1ca que produce la ausenc1a de Ca externo. Existen

evidencias en favor de esta última posibilidad, es decir que el Ba+2blo­

quee la PK pero que el fenómeno no púede ser detectado en ausencia de Ca+2
externo.

Medición en Jian DP PRb

pmol/g.s hora mV (cm seg'1)x107

SRK+ ouab.1o'4 M 23.3: 2 (15) 41:1 (13) 5.1¿o.5 (15)*

SKR - OCa + ouab.10-4 M 28510.6 (14) -24_4_-_3(8) 8,019.5 (14) *

SRK-OCa - S mM Ba+2 +
ouab.10_4 M 26.61 2 (2) -22i1 (2) 7.7i0.7 (2)

* P < 0.001

TABLA 16
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. +2 . . . .Teniendo en cuenta que el efecto del Ba depende de la DP 1n1c1al (Figura
a I I o

34), es p051ble sugerir que el Ba afectaria en menor medida a las DP en
. +2 . . ., ., .ausenc1a de Ca debido a la depolarizacion que este cation divalente pro­

duce sobre las DP. Los cálculos de la PKrealizados indicarían que el
+2 . . . . . . . +2 ­

Ba no modifica Significativamente la PK en ausenc1a de Ca en el bano

externo (Tabla 16). Unaposible interpretación de este fenómenopodría
. +2 ., . .ser que la ausenc1a de Ca externo desenmascara una vía cationica 1nes­

- . , + . . . .
pec1fica que transportaria K independiente de los otros mecanismospreexis

tentes comodescriben Van Driesschey Zeiske (1982) en piel de rana. En
. . . ., ., +2 .

consecuenc1a, la disminucion de la PK por acc1on del Ba en ausenc1a de
+2 , . , . . .Ca no podria detectarse por el aumento 1nespec1f1co de la permeabilidad

tegumentaria. Sin embargo, los resultados obtenidos no descartan la posi­
. . +2 . +2 . .

bllldad que el Ba afecta una PKact1vada por Ca externo. La diluc1da­

ción de esta cuestión requerirá futuros estudios. Por otra parte,sí es
. . , . +2 , .

p051b1e descartar la hipote51s de que el Ba actue sobre una PK activada
+2 _ . . . , .por Ca interno. En exper1enc1as que se analizaran posteriormente se

demuestra que la quinina bloquea la PKindependiente de la presencia de
+2 . : . . . ,Ca externo. En consecuenc1a, 1a quinina p051blemente estaria actuando

. . +2 ' .
sobre una PKdistintade la bloqueable por Ba . Comoen qtras preparac1o­

nes biológicas (Armando-Hardyy col, 1975; Lew y Ferreyra, 1978; Burgess,
. . . , +2 .

1981), 1a quinina bloquea específicamente 1a PK act1vada por Ca interno,
_ , +2 ,nuestros resultados sugeririan que el Ba no estaria afectando este me­

canismo. Hasta aquí entonces podemosconsiderar que la depolarización
. +2 . +2 ­

de las DP produc1da por el Ba en presenc1a de Ca en el bano externo,

es específica de este catión divalente, se produce por un mecanismoinde­
. - . +2

pendiente de la bomba Na/K y de la PNa, lo cual sugiere que el Ba actua

ría sobre un mecanismo específico de la PK.

Respecto del mecanismo por el cual el Ba+2 bloquea la PK (P se hanRb)
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propuesto modelos para explicar su acción, teniendo en cuenta el efecto
+2 + . , .

del Ba sobre canales de K en otras preparaCiones comoaxon gigante

de calamar (Armstrong y col., 1982). La interpretación más plausible
+2 . . . . .se basa en el hecho de que el Ba posee un radio cristalino Similar al

+ á l I IIK pero esta doblemente cargado por lo que la energia de interacc10n en­
+2 n n o J utre el Ba y los Sitios electronegativos de los canales es mas intensa

. . ., + . .
que la correspondiente a la interaCCion K —Sitio. En favor de este meca

nismo están los experimentos de Armstrong y Taylor (1980). En las membra
. +2 , . . .nas tegumentarias del PE, el Ba pareceria actuar comoun inhibidor no

. . . . + .
competitivo del mov1mientode K y esto se puede explicar porque las expg

. . . . + . .

rienCias se realizaron a baJas IK lo, rango en el cual Van Driessche y

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

c) Acción de guinina

Los estudios realizados en PEs en presencia de quinina demostraron que

la depolarización de las DPobservadas serían consecuencia de la disminu­

ción de la PK. La quinina en preparaciones comoglóbulo rojo bloquea es­

pecíficamente la conductancia_del K+ activada por Ca+2 (Armando-Hardyy

col., 1975; Reichstein y Rothstein, 1981). En células excitables, además

de la corriente de K+activada por Ca+2, bloquea 1a corriente de rectifi­
cación retardada de K+activada por voltaje y la corriente de entrada rá­

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 fracción de la P sensible a esta droga tendría similares caracte­
K

rísticas que las descriptas en glóbulo rojo. DeeStanmneraexistiría en
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. +
el PE una PK activada por Ca 2. El efecto de la quinina sobre una fracción

. . . +2 ­
de la PK es independiente de la presenc1a de Ca en el bano externo (Ta­

bla 11). Por consiguiente, la quinina estaría actuando sobre un mecanismo
u g I l al

que es activado por el Ca interno y que intervendria en la regulac1on

de la PK como sucede en glóbulo rojo (Sze y Solomon, 1979).

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

Las experiencias expuestas en Resultados demostraron que la dcpolariza­

ción de las DPnegativas y aparición de las DPpositivas producidas por la
2 - . . .en el bano externo es: a) específica de este catión diva­ausencia de Ca+

lente; b) sensible y c) tiene lugar tanto en ausencia comoen presencia

de ouabaína, amiloride, Ba+2y quínina. De manera que el efecto de la au­

sencia de Ca+2 sobre las DPno se puede atribuir a modificaciones de la PK

bloqueable por Ba+2 o quinina o a cambios en la PNa amiloride sensible.

Unaplausible interpretación para este fenómenosería que este mecanismo

es independiente de 1a bomba Na/K, de la PNa amiloride sensible y de la PK

Ba+2sensible o quinina sensible. El ajuste de la curva experimental que

se muestra en la Figura 45h sugeriría que la ausencia de Ca+2externo pro­

duce un aumento de la permeabilidad catiónica inespecífica. Los datos ob­

tenidos del ajuste de las ecuaciones 8 y 9 -en un rango de 0.05 a 2.5 mM

de la ICa+2Io- indicarían que mientras la Pél disminuye con el aumento de

1a ICa+2|o, la PÑa aumenta, de manera inversa el cuadrado de la ICa+2Io
l

Si bien el significado físico de esta relación no es claro, la forma como

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

se sólo si se considera que las PNa y PK aumentan cuando disminuye la

Másafin, los cálculos de las P realizados a partir de las me­+2]a 0° Rb|c
. . . + . .

d1c10nes de ÍIUJOS de Rb y las DP correspondientes en soluc1ones con y
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. +2 . . . .
Sln Ca (Tabla 11) demuestran que la PK (PRb) aumenta Significativamente

. +2en ausenCia de Ca externo respecto de los controles.

La existencia de una permeabilidad selectiva a cationes que sólo condu­
. +2 - . .cen en ausenCia de Ca en el bano externo fue descripta por Van Dr1essche

y Zeiske (1982) para la membranaapical de piel de rana donde estos auto­

res establecieron, mediante 1a técnica de medición de corriente de corto­
. . . . +2 .Circuito y sus fluctuaCiones, que Sl todo el Ca es remOVidode la solu­
., . . ., + .eion externa o mucosao bien Sl la concentraCion 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 mencionadas respecto de que la depolarización de las
. . . . +2DPnegativas observadas en PEs suspendidos en soluCiones libres de Ca

son debido a un aumento de la permeabilidad selectiva a cationes, no
. . . +2 . .

descarta la pOSibilidad de que el Ca externo intervenga en otros mecanis
2

mos tales comola P inhibible por quinina o la P inhibible por Ba+ , En
K K

. . .. +2 . , .,
ambos casos la disminuCion de 1a ICa lo ocaSionaria una reduCCion de la PK

la cual podría no ser detectada debido al aumento de la permeabilidad cat'É

nica en general. Sin embargo, el hecho de que la quinina disminuye la PK
. . + . . lya sea en presenc1a como en ausenCia de Ca 2 externo (Tabla 11) indicaria

que este ión divalente no está directamente relacionado con la P quinina­
K

sensible. Por otra parte en lo que concierne al Ba+2, los cálculos de PK
, . +2 - +2demuestran que solo en presenc1a de Ca en el bano externo, el Ba produ­

ce la disminución de la PK (Tabla 15). Estos resultados pueden indicar
. +2 , ' +2

que la PK senSible al Ba estaria afectada de alguna manera por el Ca

externo. Teniendo en cuenta lo expuesto hasta aquí es posible sugerir
. . . +

que en PEs suspendidos en soluCiones libres de Ca 2, el aumento de la

permeabilidad catiónica correspondería a un desbloqueo de canales especí­
. . . , + + . . .ficos para cationes monovalentes que conduCiria K o Na indistintamente,
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los cuales en condiciones control estarian inhibidos por el Ca externo.

Estos canales serían independientes de aquellos que transportan específi­
+ + __ , .

camente Na o K y que se describieron mas arriba.

El otro aSpecto que establecimos al explicar las experiencias en ausen
. +2 . . ., . .cia de Ca externo es la mayor frecuencia de apar1c10n de las DP p051t1­

vas, que alcanzan en algunos casos valores de hasta +30 mV. Comoya se

analizó en Resultados, existen evidencias en favor de que las DPpositivas

se originarían en la membranabasal del tegumento. Si esto fuese así, en
. . +2 , .soluc1ones libres de Ca , se afectaria tanto la barrera apical comola

basal del tegumento. Estos resultados podrían interpretarse que comocon­

secuencia del aumento de la permeabilidad catiónica que produce la ausencia
2 . . . .en la membranaapical (57A), se alteran las concentrac1ones intra­

+
de Ca

. + + . .
tegumentarias de Na y K . Teniendo en cuenta que la DP negativa se depo­

. .., . . +
lariza en esta cond1c1onexperimental, es eVidente que la entrada de Na

. + .
al tegumento es mayor que la salida de K , p051blemente por que los cana­

les catiónicos descriptos más arriba poseen una mayorselectividad para el
+ + ., . +

Na que para el K . El aumento de la concentrac1on interna de Na puede

llevar a la activación de los mecanismosde transporte situados en la mem­
- . + .brana basal, las que tenderian a reestablecer niveles de Na tegumentarios

más bajos. Además,esta interpretación fue reforzada por la observación
. . . . +2

de que las DP p051t1vas, medidas en ausenc1a de Ca externo, desaparecen
+ . a

a INa Io>10 mM(Figura 46), y que por otra parte se detectan con mas
. . .. . + .

frecuenc1a deflexiones p031t1vas en PEs ricos en Na . Estas observac1ones,
. . . . ., + .51 bien indirectas, pues no se puede establecer 1a concentrac1on de Na 1n­

trategumentario, constituyen datos en favor de que el aumento de la con­
., + . . . ,

centrac1on de Na tegumentario estaria involucrado en el potenc1al elec­

trico de la barrera basal. Unmecanismoplausible sería la existencia de
l

una bombaNa/K situada en la membranabasal tegumentaria, la cual sería

- 112 ­



. +. . ., .
activada por el Na intrategumentario. Esta hipote51s concuerda con lo

informado por Ussing y Zcrahn (1951) respecto a la existencia de un trans
g + J o nporte activo de Na a traves de la cara interna de piel de rana. Estable

cieron de manera general las propiedades epiteliales de la membranabasal,

la cual estaría asociada a la actividad de una ATPasa (Farquhan y Palade,
.. . . + +

1964). Esta act1v1dad fue relac1onada 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 plel de rana.

Se puede resumir lo expuesto al decir que el mecanismopropuesto para
. , . +2 ­explicar los fenomenos observados en ausenc1a de Ca en el bano externo

es que se desenmascara un camino conductivo a cationes monovalente que
I J ¡A + n

oca51onar1a un aumento de la concentraCion de Na tegumentaria. En consg

cuencia, se produciría una depolarización de las DPnegativas y aparición

de las DPpositivas.

Para finalizar, de los resultados experimentales a los que se analizó

el comportamiento de las DP respecto de 1a concentración de iones monova­

lentes, efecto de inhibidores y drogas, acción de cationes divalentes,

nos permitióSUSeVÍTunmínimocircuito eléctrico análogo para representar

las propiedades eléctricas pasivas del tegumento. Las DPnegativas que

corresponderían a 1a membrana apical y cuyo valor es de -51 i 1 mV(168)

tendría al menos dos componentes. Unoouabaíno-sensible que se atribuye
. + + ' , . ,

al transporte activo de Na y K y otros ouaba1no-1nsen51ble que represen
, . . . + + - .

taria el mov1m1ento pa51vo de Na , K y Cl (Figura 54a).

El transporte activo se debe a la existencia de una bomba_Na/Kde

carácter electrogénica. E1 transporte pasivo (mecanismoelectrodifusiw

vo) estaría integrado por lo menospor los siguientes componentes de per

meabilidades: permeabilidad pasiva de: a) K+; b) Na+; c) C1_ y d) cationes



monovalentes (Figura 54a). El componente de permeabilidad de K+ sería

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+sería en parte bloqueado por amiloride y finalmente el

componentesensible a cationes monovalentes sería inhibidd por concentra

ciones mayor de 0.3 mMde Ca+2 externo.

La bombaNa/K se esquematizó eléctricamente mediante un generador y

los componentespasivos mediante la resistencia (RI) y fuerza electromo­

triz (EI) correspondiente a cada uno de los iones SI) involucrados (Figu­

ra 54h).

Por otra parte, las DPpositivas medidas en ausencia de Ca+2externo,

se atribuyen a 1a membranabasal tegumentaria (segunda barrera) y serían

independientes de las DPnegativas. Los mecanismos que originan las DP

positivas no lo establecimos aün. Sin embargo, evidencias indirectas su­

gerirían la existencia de una bombaNa/Kactivada por Na+interno, ubica­

da en la membranabasal del tegumento (Figura 54a).

e) Efecto de inmunoglobulinas del suero de paciente hidatídico

Los sueros de los huéspedes intermediarios afectados de hidatidosis,

entre los cuales se encuentra el hombre, poseen inmunoglobulinas (Igs)

específicas circulantes (Capróny col., 1967). Nos interesó entonces tra

tar de establecer posibles interacciones inmunológicas humorales de un

suero de paciente hidatídico (SPH)con PEs cultivados "in vitro". Concre­

tamente determinar que factor o factores inmunitarios plasmáticos presen­

tan actividad escolicida (Kassis y col., 1976) y si el complemento"per

se" o anticuerpos específicos individuales ya sea el termoestable o el

termolábil (Yarzábal y col., 1977) es el responsable de este fenómeno.

im or n 'a s os s u 'os ra ' a en u sería osible determinarLa ta c1 de e t e t dl dlC e p
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si las Igs de SPHintervienen de alguna manera en los mecanismos de trans­

porte involucrados en la evolución y formación del quiste hidatídico.

Además se podría explicar un fenómeno conocido desde hace muchos años,

el cual consiste en que ratones inoculados intraperitonealmente con

1000 o 2000 protoescólices, alcabo de nueve meses habitualmente desarro­

llan entre 20 y 40 quistes peritoneales.

En Resultados se muestran las experiencias realizadas'en presencia de

SPH. La incubación de las PEs con el SPHde acuerdo a la técnica de

inmunofluorescencia indirecta mostró la localización de Igs distribuidas

uniformemente sobre la superficie de los PEs. Las Igs serían: a) especí­

ficas ya que no se detectan en aquellos PEs incubados con suero de indivi

duos normales, usados comocontrol y b) termoestables pues estaban presen

tes también en los PEs en contacto con SPHinactivado a 56°C durante 30

minutos (Figura 52).

Las observaciones están en concordancia con lo informado por Ali-Khan

(l974a), quien encuentra que, en ratones hidatídicos, se produce un aumeB

to de anticuerpos específicos durante el curso de la infección. Ali-Khan

y Siboo (1981) detectan anticuerpos de alta y baja afinidad comoasí tam­

bién presencia de complementosobre la superficie de los quistes de rato­

nes inoculados con Echinococcusmultilocularis. Por otra parte, medicio­

nes de las DP realizadas en presencia de SPH (dil. 1:3200) mostraron una

rápida eirreversible depolarización con respecto a sus controles (Figura

53), no detectándose alteraciones de las DP en PEs suspendidos en SPHinag

tivado o suero humanonormal a la misma dilución. Más aún los cálculos

de las PRb (PK) indicaríanque los cambios de las DPobservadas y el signi­

ficativo aumento de la PRb en PEs incubados con SPHtotal (dil. 1:3200),

serían consecuencia de alteraciones tempranas de la permeabilidad en ge­

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

las Igs específicas en combinación con el complementoproducirían modi­

ficaciones de los mecanismosde transporte del parásito. Los resultados

encontrados descartan la posibilidad de que el complemento"per se" oca­

sione alteraciones sobre el tegumentosimilares a las descriptas por

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

se conocecon exactitud el rol antiparasitario asociado a‘estas Igs, se

sabe que anticuerpos específicos IgGl sólo (Musokey Williams, 1975) o

IgG1 en composición con IgG23 (Mitchell y col., 1980) confieren protec­

ción a ratones contra el estadío larval de la Taenia Taeniaeformis, pero

también se ha postulado que la IgG1 de ratón 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 SPHproduce una notable acción escolicida en

menosde tres horas (experiencias no mostradas en esta tesis) (Ibarra y

col., 1984). En consecuencia, se concluye que existirían inmunoproteínas

del SPH, capaces de producir alteraciones en la permeabilidad del tegumeE

to del PE en presencia de complemento.
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- CONCLUSIONES F INALI'JS

El objetivo de mi tesis es el de establecer de qué manera, a través de

qué mecanismos y a cuáles estructuras se asocian las DPmedidas en el og

ganismo larval del Echinococcus granulosus. La caracterización de estos

sistemas de transporte es un aspecto fundamental para entender los meca­

nismos que intervienen en la evolución y formación del quiste hidatídico

secundario. Este proceso es el resultado de una lenta, sostenida y pro­

gresiva acumulación de agua y ClNa en el interior de un saco derivado del

tegumento del parásito (Devé, 1946; Smith y col., 1967; Reisin y Cantiello,

1979; Reisin y col., 1981). E1 análisis de los estudios de las DPreali­

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

mediante microelectrodos sugeriría que las DPnegativas se originarían

por la presencia de la membranaapical tegumentaria (barrera más externa).

Los sistemas de transporte que intervendrían en el mantenimiento de las

DPnegativas serían: a) el componenteelectrogénico del transporte activo
+ + n l o I II ade Na y K senSible a la ouabaina; b) el mecanismo de diquion paSiva de

+ . . . . . . +2K cuya permeabilidad puede ser inhibida en un 24%por la presenc1a de Ba

y en un 37%por la presencia de quinina. De esta manera, la barrera exter
. . . —7 -1 .

na tiene una permeabilidad al K de (6.1 Ï_0.5) x 10 cm seg parCialmen­
+2 . . , . .te bloquqable por Ba o por quinina. En este ultimo caso, el mecanismo

. . . ., , . +2 .
de lnhlblc10n actuaria sobre un componentede PKactivado por Ca inter­

. + . . .
no; c) un transporte paSivo de Na cuya permeabilidad relativa (P&a) fue

de 0.32. Esta PÑa total sería en un 44%inhibido por la presencia del
. . -4 . . . - .,

amiloride (10 M); d) el mOVimientopaSivo de Cl , ion altamente permea­
. . . + . able cuya permeabilidad relativa respecto al K se estimo en 1.3; e) un

transporte pasivo de cationes monovalentes que sólo se manifiesta en solu­
. . +2 .eiones libres de Ca , el cual no puede ser reemplazado por otros cationes



divalcntes. En ausencia de Ca..-2extcrno, el aumento de la PRb (PK) es del

57%. Comoparalelamente se observa una depolarización de las DP, es eviden

te que la permeabilidad de Na+ debería aumentar más que 1a del K+. En con­

secuencia, la selectividad de esta vía sería mayor para el Na+que para el

K+.

Respecto de las DPque se originan en una barrera más profunda, posi­

blemente la membranabasal del tegumento, sus propiedades y mecanismos nos

son prácticamente desconocidos hasta el presente. Por lo analizado en la

Discusión, el valor de aproximadamente +20 mVmedidos en ausencia de Ca+2

externo, podría interpretarse comoconsecuencia del componentee1ectrogéni­

co de bombas Na/K situadas en la membrana basal del tegumento del PE. Sin

embargo, un análisis directo y detallado respecto de la segunda barrera de

potencial eléctrico serían necesarios para dilucidar los sistemas de trans

porte de esta última membranacomola efectuada para caracterizar la barre­

ra más externa.
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{CURA54a: Esquema de los flujos iónicos asociados a las DP de las membranas

del tegumentosincicial.
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FIGURA54h: Modelo eléctrico de los áístintos componenges que con­
tribuirían a las DPoriginadas a través del tegumento,

del PE.
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APENDICE

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 diámetro

mayor de 170 x 10-4 cm y un diámetro menor de 113 x 10-4 cm. Los autores

asimilaron la forma de un PE invaginado a la de una elipse de revolución

prolato y calcularon el volumende un PE de la siguiente relación:

4

Vp = —-— a2 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 10'6 cm3.

En base a estos resultados es posible calcular el volumendel tegumento

comola diferencia entre el volumen de un PE y el volumen hipotético que

ocuparía el mismoPE sin la presencia del tegumento. Para calcular este

último volumen se supuso un espesor de tegumento de 3 umy éste se restó a

ambosdiámetros del PE. Luego se aplicó la relación anterior obteniéndose

un valor de 0.983 x 10-6 cm3. En consecuencia el

6

v eg = (1.137 —0.983) x 10“ cm3= 0.154x1o'6 cm3t

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

manera:

—6 cm3 PEs cm3 cm
V = 0.154 x 10 —1- x 879507 ——- x 1.602 ———= 0.217 -——'

teg PE cm3 gps gps
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Concentración tegumentarin de Cl­

Si se considera que el Cl_ tegumentario se distribuye en equilibrio con

respecto al baño externo, la concentración tegumentaria de Cl_ se puede

calcular a partir de la ecuación de Nerst donde:

RT |c1'|. _ _ DPJTF
DP=— ln ——_—1— y |c1|.=|c1| e

F |c1|o -1 °

Para una DP de -51 mVmedida en PEs suspendidos en SRT que corresponde a

una ICl-Io de 162 mM,se calculó que la [Cl-Ii sería de 24 mMsi este ión

se distribuyera en equilibrio con el medio externo.

Contenido de Cl- en el tegumento

De los resultados obtenidos respecto a la concentración tegumentaria de

Cl_ ya sea que este ión se encuentre en estado estacionario (Tabla 17) o

en equilibrio, se estima que comomáximola [Cl-li alcanzaría un valor de

25 mMen PEs controles. Conociendo el volumen tegumentario es posible cal­

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

3
- _ umol cm =

Clteg — 25-——fï- x 0.217 ¿757€? 5.4 umol/g.p.s.
Cm

Estimación de las DPcomoresultado de cambios en los gradientes electroquí­

micos de potasio

. . . . . + . .Reisin y Cantiello (1980) informan en PEs ricos en Na en cond1c1ones

control un influjo de K‘de 60 pmol/g.p.s. hora. Si se supone que el JinK
+

corresponde a 1a entrada neta de K al PE, se puede calcular el aumento

de la concentración tegumentaria de K+ (A IK+Ii) que se produce en un mi­
. . . +nuto comoconsecuenc1a del gradiente electroquímico de K .
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3
+ = umol lmmol lhora 1 ggs - SEL _ mM

AIK Ii 60 g.p.s. hora 1000um31 60 min 0.217 cm 1000.1t .-4'6 ¡EB

Si se considera que un PE rico en Na+ posee una IK+|í de Q0 mM, un minuto

después del traslado del mismode una solución libre de K+ a otra que con­

tiene 5 mMde K+ en el baño externo, la IK+Ií incrementaría a 64.6 mM.

Estos datos puestos en la ecuación de G-H-Kpermitieron calcular las DP

antes y después de un minuto de producido el cambio del PE de 0 a 5 mMde

+ 0' a I o o IK externo obteniendose comoresultado que las DPno se modifican Signifi­

cativamente.

a
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