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1.— INTRODUCCION




1.— INTRODUCCION

La funcidn principal del tubo digestivo es

proporcionar = al organismo agua, electrolitos v
sustancias nutritivas. Cada seccidn del tubo esta
destinada a una funcidén especifica, asi el 1intestino

delgado es una regién especializada en la absorcidn de
sustanclas nutritivas e 1ones a partir de los
constituyentes de la dieta, para su posterior
vtilizacidn en las funciones vitales del organismo. '

La pared del Intestino delgado consta de capas
sucesivas de tejido: muscular, conectivo, nervioso y
epitelio simple. Este 0Oltimo es el que controla el paso
de sustanclas a través del intestino. Los enterocitos,
responsables del Intercambio selectivo de sustancias,
representan "~ el sitio en el que ocurre la discriminacidén
con respecto a s! un solutg dado ser&8 capturado o
ignorado y excretado en &sta parte del intestino.

Los enterocitos permiten, ademis, qgque las
soluciones de un lado y otro de la pared sobre la que se
apoya el epitelio mantengan una composicidén diferente.

La distribucidén de lones a un 1lado y otro de
la membrana que rodea al enterocito no es Iigual. La
concentracidén de iones Na* y Cl~ es mis alta en el medio
extracelular que en el Interior de la célula; al revés
de lo que ocurre con el 16n K*. Existe ademis entre el
lado serosal o sangulinec y el lado mucosal o luminal del
epitelio wuna diferencia de potencial eléctrico. Tambié&n
hay diferencias de potenclal entre el interior de la
célula y el exterior a través del borde en cepillo y de
la membrana basoclateral (GUYTQN, A. C. 1977).

La absorcidén por el epitelio intestinal consta



de dos procesos secuenciales: el primero implica Ila
transferencia de solutos a través del borde en cepillo;
seguido por una segunda transferencia a través de la
membrana basolateral hacia la ldmina de la villus. La
red de capllares de ésta conduciri los solutos
absorblidos hacla la clrculacidén general encargandose
esta Gltima del reparto al resto del organismo.

Los epitellios pueden ser divididos en dos
categorias extremas, dependiendo de la permeabilidad
I1énica de sué uniones intercelulares (FROMTER, E. 1972;
SCHULTZ 1977).

AsY tenemos los 1llamados epitelios
impermeables o ""tight", los cuales 1incluyen piel de
anfibio y Vejiga urinaria, caracterilzados por grandes
diferenclias de potencial el&ctrico transepitelial y
resistencia, y baja permeabilidad a iones pequefios.
Estos epitelios actlan como barreras de ,separacidn de
soluciones que tienen marcadamente diferente composicidn
1dnica y osmolaridad.

En contraste, los epitelios como intestino
delgado, vejiga biliar y tubo proximal renal, son
catalogados como permeables o '"leaky”, porgque ellos se
céracterizan por presentar relativamente baja diferencia
de potencial transmural, muy baja resistencia elé&ctrica
Yy muy alta permeabilidad pasiva a lones pequefios y al
agua., Estos epitelios son responsables de la -absorcién
de grandes cantldades de sal y &agua en soluclones
isoténicas y son barreras entre soluciones que no
difieren marcadamente con respecto a la composicién y
osmolaridad de iones pegquefios.

Entre estos dos extremoé estén los epitelios
"moderadamente Impermeables” o "moderadamente

permeables', como son el 1Intestino grueso y nefrona



distal, que son capaces de sostener diferencias en
composicién y osmolaridad 1énica pero no aparecen con
gradientes tan grandes como aquellos que en condiciones
risioléglicas tienen la plel de anfibio o vejiga urinaria
(SCHULTZ, S.G. 1981,

1,1, - Modelos de transporte transepitelial

Los solutos se mueven a través de las
membranas biolSgicas en respuesta a diversos mecanismos.
Estos mecanismos se tlenden a referir a términos de
propiedades activas o pasivas de membranas.

Entre 1los tipos de transporte que se
consideran fundamentales encontramos: la difusidn y el
transporte - activo (GUYTON 1977; HILL, R.V¥. 1880;
SCHMIDT-NIELSEN, K. 1976).

El1 primero se trata de un proceso fisico que
responde a una diferencia de concentracidén a ambos lados
de una membrana semipermeable y ocurre slempre a favor
de un gradiente. Puede llevarse: a cabo libremente a
través de dicha membrana Edifusidn simple) o necesitar
de algtn componente de la membrana como portador
(difusién facilitada).

El segundo se realiza en contra de un
gradiente, bien sea quimico o electroquimico, y ademis
necesita un portador en la membrana, al igual que ocurre
en la difusidn facllitada (CURRAN F.F. y SCHULTZ 1968;
GUYTON 1977;.&SSING, M. H y ZERAHN, K 1951).

A continuacidn describiremos algunos de los
modelos descritos para el transporte de electrolitos en

diversos epitelios:



1.1,.2.- Absorcién electrogénica de Na~

acompafiada por una absorcién pasiva de Cl—.

Este modelo fue prqpuésto por KOEFOED-JOMNSEN y
USSING (19582 para la piel aislada de rana. Segin &ste
modelo, el sodio entra en la c€lula favgrecido por un
gradiente de conceptraclién iénico y eléctrico, siendo
expulsado> a través de la membrana basolateral por un
mecanismo activo ATP-dependiente y sensible a la
Ouabaina (SCHULTZ et al. 1974).

La absorcidn activa de Na™ crea una diferencia
de potencial electropositivo en la solucidn éerosal
respecto a la mucosal y &sta diferencia de potencilal da

lugar a un flujo difusional de Cl—- desde la mucosa a la

[h")
140mM (NF) 1a0mm
"”'""Ouabaina
K -

omv = -40my +3mv

120MM - —— — —— = — = = ——— [t
| ? —Z 120 mM




Este modelo se bha establecido para numerosos
epitelios gastrointestinales: FRIZZELL y SCHULTZ (1972)
en el Yleon de conejo y mis tarde MUNCH y SCHULTZ (1974)
en el yeyuno de rata. '

Otro epitelio capaz de realizar una funcidn
absortiva de Na~™ electrogéniéa es la cloaca de FReptiles.
Uno de los primeros trabajos realizados a &ste respecto
fue el de SCHMIDT-NIELSEN y SKADHAUGE (1967)> en

Cocodrilus acutus, en el cual se presentaban evidencias

para una reabsorcldn importante del idn Na™.
BENTLEY y BRADSHAW (1972) en estudlios '"In
vitro” realizados. en el colon de los lagartos

Amphibolorus ornatus y A Inermis demostraron la

existencia de un transporte activo de Na™* en direccidn
mucosa-serosa, que se refleja en la aparicidn de grandes
diferencias de potenclal y de intensidad de corriente de
cortoclrculito, siendo este tipo de transporte sensible a
la adicidén de Amiloride y de Ouabalna.

En el colon de. tortuga Fsegdemys scripta
THOMFSON y DAWSON (1978) han demostrado que la toma de

Na* a través de é&ste epitellio se realiza por dos

mecanismos diferentes a nivel del borde mucosal. Uno de
los componentes de dicha absorcién es funcifn Iineal de
la concentracién de Na™ mucbsal siendo insensible a la
adicidn de Amiloride. El segundo mecanismo el Na* entra
en la célula a través del borde mucosal por un mecanismo
sensible al Amiloride y sale de la c&lula a través de la
membrana basolateral por la ya denominada bomba de

Na*/ K™



1.1.2.—- Absorcién de Na~™ acoplada a 1la

absorcildn de solutos orginicos.

La absorcidn de una gran variedad de solutos
organicos entre ellos glucosa, amino&ficidos, e.t.c. por
el Intestino delgado depende de un acople con el 1ién Na™
(SCHULTZ y CURRAN 1970  SCHULTZ 1977; 19878). Estos
procesos se han determinado en muchas especlies de
animales a través de la escala filogen&tica (SCHULTZ
1877),

Los mecanismos absortivos est&n localizados en
la membrana mucosal y son capaces de acoplar la entrada
de Nar~ y del soluto S bhacia dentro de la cé&lula,
aprovechando el movimiento de Na* a favor de un
gradiente electroquimico. Recientes estudios empleando
vesiculas de membrana del borde en cepillo, han
establecido la presencia de mecanismos transportadores
acogplados al Na™* (MURRER 1974; KINNE 19378).

EL Na* es activamente extraido de la cé&lula
por un mecanismo ATP-dependiente sensible a la Ouabalna
que desempefila dos Importantes papeles en el proceso
global: .. o
a) Como postularon SCHULTZ y ZALUSKY (1964)
mantener baja la actividad intracelular del Na* ¥y
mantener el gradiente quimico.

b> Comp sugirié SCHULTZ  (1877> mantener la
fuerza elé&ctrica para los procesos de entrada a la
célula.

El flujo del soluto hacla el exterior de la
célula a través de la membrana basolateral es a favor de
un gradiente de concentracidén y no requiere energia

metabdlica:
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0-Herasas
L- Amineacides | $
Bi ~Tripeplidos

Cl’—g:c - ——————- —-—ﬁfct‘ Q

1.1.3. - 4bsorcidn neutral de Cl— y Na—+,

Este mecanismo se encuentra en la membrana
mucosal y transporta Na* y Cl~ en forma de un complejo
neutrao.

FRIZZELL y col. (1975) propusieron el
siguiente modelo para &ste tipo de transporte:

a) Un mecanismo situado en la membrana mucosal
acopla el movimiento de WNa* y Cl—- a través de esa
membrana. El1 alto gradiente para 1la entrada de Na~™
energliza la toma para el movimiento de Cl~—.

b) Un mecanismo situado en la membrana
basolateral sensible a la QOuabalna y que necesita
energia metabdlica, expulsa Na* activamente desde el
interior de la c¢&lula a la solucidén serosal; este
mecanismo es el responsable del mantenimiento de la baja
concentracién de Na* Intracelular.

c) El1 Cl- sale de la célula a través de la

membrana basolateral por su favorable gradiente



electrogquimico.

TURNERG et al. (1970) basados en estudios
realizados en fleon humano y mAs tarde LIEDKE, C.N.
(1977)y MURER, H. et al (1976) empleando' vesiculas
preparadas del borde en cepillo del intestino delgado de
rata, han propuesto un modelo alternativo para la
absorcién neutral de Cl~ y=ﬂb*:

De acuerdo con éste modelo, el mécanismo
molecular responsable de tgda la absorcidn neutral no es
un proceso simporte Cl—/Na™ sino dos antiportes: unoc que
media un Iintercambio Na*/H*; y otro que media un
Intercambico Cl1-/HCO.. La fuente del H™ y HCO:
intracelular es presumliblemente el H.CO: formado por la
hidratacidén del CO. enddgeno o exdgeno. Kl efecto
inhibidér de la Acetazolamida podria ser atribuido a su
efecto Inhibitorio en la actividad de Ia anhidrasa
carbénica y la no formacién de COxH~- y H™.



FPecientes estudios en vesicula biliar de
conejo (DUFFEY, M.E. et al. 1978) e intestino delgado de
sapo (ARMSTRONG et al, 1979) y lenguado (DUFFEY, M.E et

al 1979), empleando microelectrodos selectivos indican
que la actividad del Cl— intracelular es mucho mis
grande que aquella que seria atribulda a una

distribucién pasiva. Demostrando que en presencla de
sodio, la  actividad termodinémica para el cloruro
celular es de 2 a 3 veces superior a la encontrada
aplicando la ecuacién de NERST, para una distribucidn
aniénica pasiva, milientras que en ausencia de Na™
coinciden los valores predichos por la ecuacidn y los

observados experimentalmente. .

En el caso de los Reptiles, existen estudios

realizados en la cloaca del lagarto Agama stellio

(SKADHARGE y DUVDEVANI 1977) que presenta evidenclas de
un transporte del idn Na~ acoplado  de forma
electroneutral al Cl- en el bofde mucosal. Estos autores
proponen que la entrada de sodio energizaria el iﬁgreso
- de cloruro en la célula presentando un modelo similar al
de FRIZZELL. y cgl. (1976) para el ileon de conejo.. |

En vesiIcula billar del cobaya, la absorcién de
éstos lones también es electroneutral (DIAMDﬂD 1968;
HEINTZE y col., 1979).
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Estudios realizados en éste Departamento en el

colon del lagarto Gallotia gallotl, proponen 8ste mismo

modelo de transporte electroneutral para los iones Na* y
Cl—; el cual se lleva a cabo por medio del intercambio
Na+-H* y Cl1 —HCOz (BADIA y col. 1987).

También hay que resaltar que varigs de los
modelos de transporte antes mencionados pueden darse
conjuntamente en algunos epitelios, tal es el caso del

Yyleon del lagarto Gallotia galloti ( BADIA y col. 19887),

en el cual parte del 16n Na* se puede transportar de

forma electrogénica, no viendose afectado por la
presencia de Amiloride ni por la ausencia de Cl™; y de
forma electroneutral acoplado al Cl- pero por un

intercambio Na*+-H* - Cl- -HCO:x sensible al Amiloride.

1.2.— Efecto de algunos inhibidores en el

transporte ionico a través de epltellos.

Una de las formas de estudiar el transporte de
los diferentes iones, a través de ﬁembranas biplsgicas,
es utilizando inhibidores especi’icos de los diferentes
mecanismos de transporte.

Asi, por ejemplo, el glucésido cardiaco
QOuabaina se emplea para bloguear la bomba electrogénica
Na*-K™, presente en muchas membranas de diversos
epitelios (SMITH 1964;0IDE 1967; RIBO y PONZ 1969;
ROBINSON 1979; ANDD 1981; BOLANOS y «col. 1984; VERNAY
1986).

ROBINSON y col. (1976) observo que la toma de
fenilalanina por la mucosa coldénica de perro era
fuertemente inhibida por Ouabalna, sugiriendo que la

droga actta disipando el gradiente de sodilo , necesario
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para el mantenimiento de la acumulacién activa del
aminofcido.

ANDO y col. (1981) estudiaron los efectos de la
Ouvabalina sobre los movimientos de Cl'l en la anguila de
mar y enconird que tanto la Ouabaina como la ausencia de
K* o Na™ del medio de Iincubacién, anulaban la diferencia
de potencial y el flujo neto de agua, postulando un
mecanismo para el ‘transporte de Cl- dependiente de la
bomba Na™*-K~.

Otro iphibildor del transporte.iénico es el
diurético Amiloride. Este ejerce su accién especifica
blogueando el intercamblc Na*—H™ (SKADHAUGE y DAWSON
1980; DREWNOWSKA y BIBER 1985; AMAT y col. 1986) y los
canales de sodico en la parte apical del enterocito
(FRIZZELL y col. 1976).

La adicidén de 10~* M de Amiloride inhibe

también el fransporte activo de Cl~ en varios epitelios.

Este efecto Inhibitorioco sobre los flujos de
Cl~ es debido a inhibicién del Iintercambio Na* H+*
localizado en el lado apical de la c&lula.Tal inhibicidn
bajaria el pH intracelular, lo cual decreceria la toma
de Cl~ a través de dicha membrana apical via intercambio
Cl-—-HCOw (DREWNOWSKA y BIBER 1585).

RAMOS y ELLORY " (1981) encontraron que el

diurético Amiloride, no tiene efecto en el intestino del

pez Fleuromites platesse, demostrando que en &ste pez el
transporte de Na* y Cl~ estan acoplados via un simporte
Cl-sNa~. '

En el colon del lagarto Gallopotia galloti la

adicidén de Amiloride a la solucidn mucosal, produjo una
reduccidn significativa en los flujos de sodio y cloruro
de nmucosa a serosa, anulandose el transporte neto de

ambos electrolitos. Esto revela que la entrada de los
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iones Na* y Cl™ a la célula puede ser mediada por dos
antiportes Na*/H* y Cl"/HCOz (BADIA y col. 1987).

Los derivados isetilociano del ac. disulfénico
estilbene comprenden un grupo de compuestos anidénicos
los cuales se asocian con determinados pollip&ptidos de
membranas de eritrocitos y blogquean la transferencia
aniénica (CABANTCHIK y col. 1972), Estos inhibidores
penetran las membranas muy despacio, produciendo su
inhibicidén por unidn con alta arfinidad y especificidad a
.sitios transportadores (CABANTCHIK y col. 1978).

Los estilbenos no ‘son sdlo Inhiblidores
especificos en intercambio anibénico de eritrocitos, sino
también bloquean el transporte anidénico en varilos
epitelibs ( EHRENSFECK y BRODSKY 1976).

E]l ac. disulfénico estilbene simultaneamente
inhibié la absorcidén de Cl~ y secrecidn de HCOsx~, cuando
fue afladido al medio de incubacidn serosal en el
intestino delgado de Amphiums, sin embargo, la adicién
en el medio mucosal no tuvo efecto (WHITE 1980). Por
otro lado, cuando el Yleon y colon del lagarto Lacerta
gallotia fueron I1ncubados en presencia del ac.
disulfénico estilbene (DIDS) eﬁ' el medio mucosal, los
flujos de cloruro y sodio fueron inhibidos (BADIA y col.
1987,
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2.— OBJETIVOS Y PLAN DEL PRESENITE TRABAJO

Dentro del proyecto de Investigacidén " Estudio
de los flujos idnicos y caracteristicas eléctricas en el

intestino del reptil Lacerta Gallotia galloti y efectos

‘de diversas sustanclias sobre dichos flujos"
subvencionado por la C.A. I.C.Y.T., los objetivos a

desarrollar en el presente trabajo son los sigulentes:

1.- Establecer los pardmetros bipelé&ctricos

DP, Isc y Gt en el duodeno del lagarto Gallotia gallotl.

2.~ Establecer losAfluJos idnicos de Na* y Cl—

en condiciones control.

3.- Determinar la influencla de la omisidén de

un 16n en los flujos del otro.

4.- Ver la influencia de diversos 1nhibldores
especificos del transporte de Na* y Cl~ sobre los flujos

de éstos lones.

5.- 4 la vista de los resultados obtenidos
establecer un modelo de transporte iénico en el duodeno

de Gallotia galloti.




3.— MATERIALES Y METODOS
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3. — MATERIALES Y METODO

3.1.— Animales de experimentacidén

FPara 1la realizacién del presente trabajo, se
han utilizado ejemplares endEmicos de 1la 1isla de
Tenerife, perteneciente a la especie Gallotia galloti
(Reptilia Lacertidae).

Los especimenes fueron capturados en E1 Mé&dano
(Tenerife, Islas Canarias? y mantenlidos en terrarios
adecuados a tal fin, perteneciente a &ste Depértamento,
hasta el momento de ser sacrificados. La permanencia en
éstos terrarios no superaba los dos dias.

Durante é&ste periddo y hasta el momento de su
sacrificlo los animales se mantuvieron en condiciones de
"ad 1ibitum”.

Se utilizaron ejemplares de un sexo u oOtro
indistintamente por - no observarse variabilidad
significativa alguna en los resultados experimentales
entre ambos sexos, una vez realizado el test de

Kolmogorov-Smirnov sobre normalidad de poblaciones.

3.2.— Alslamiento del segmento intestinal

Los animales fueron sacrificados por
decapitacidén y a continuacién, mediante wuna Iincisidn
ventral desde la regidén p&lvica hasta la base de Ila
regidén tordxica, se procedia a separar el intestino del
peritoneo. Posteriormente se aislaba el duodeno
poniendolo en una placa de Petri que contenia solucidn
Ringer normal oxigenada a una temperatura de 5°C, con el
fin de efectuar un lavado para evacuar el contenido

Intestinal. A continuacidn el trozo de intestino tomado
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se abrYa longitudinalmente, quedando preparado para su

utilizacidn.

3, 3.— Incubacidn tisular

El tejido se dispone en una cdmara similar a
la descrita por USSING, consistente en dos semicadmaras
dotadas cada una de cuatro pocillos. Cada pocillo
presenta dos orificios, uno apical y otro lateral, de
tal forma que. al unir las dos semicimaras quedan
conectados dos a dos lateralmente (Fig 3.3.1).La camara
se abre longitudinalmente y el tejido se coloca entre
las dos partes a la altura de 1los orificios laterales,
sobre una serie de agujas dispuestas circularmente con
el fin de que el fragmento tisular quede fijado. En todo
momenio se evita el estiramiento excesivo del tejido.
Interiormente, la cédmara estd atravesada por un sistema
de conductos, por los que clrcula agua bombeada por un
depdsito termostatado (Kottermam,

Una vez cerrada la cdmara se afiade a cada
pocillo cuatro mililitros de la solucién de trabajo a
utilizar, de forma que cada lado del tejido, mucosal v
serosal, gquedan sometidos a la misma presién osmbéttica e
hidrost&tica. |

Cada tejido, un total de cuatro por
experimento, era gasificado constantemente a través de
una red de tubos conectada a una fuente de oxigenacidn
del 95% de oxIgeno y 5% de didxido de carbono.

Fara comprobar el efecto de la ausencia de
determinado 16n sobre el tejido, se realizaban series de
experimentos en los cuales la solucién utilizada era
diferente a la solucién control (ver soluclones de

trabajo). En estos experimentos se realizaba en primer
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lugar la Incubacidén en solucidén control, y transcurrido
el tiempo necesaric para la determinaclones control de
los pardmetros biloelé&ctricos y de flujos 16nicos, las
soluciones eran sustitulidas por aquellas carentes del
idn en cuestidn, tomandose l1a primera parte del
experimento como control, y dejando transcurrir un
periodo de tilempo similar al primero para readaptacidén
del tejido a la nueva solucidn de bafio.

Otras series de ‘experimentos, destinados a
confirmar o rechazar los mecanismos propuestos, bésados
en las experiencias ya efectuadas, se reallzaron
afladiendo diversas sustancias de conocida accidn sobre
los transportadores. Estas sustanclas se afladian después
de transcurrido el periodo de «condicliones control en
cantidad adecuada para consegulr la concentracién
deseada en el pocillo, y transcurridos 30 min. desde la
adicién de la sustancia se procedia a lé determinacidn

de los pardmetros anteriormente medidos.

3.4.~- Soluciones de trabajo

Fueron tres las soluciones empleadas,
obtenidas al mezclar tres soluciones que designaremos

con las letras A4, B, yC:
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3.4.1.— Solucién normal

Krebs-Ringer—-Bicarbonato

Solucién Composicidon Concentraclon

4 . NaCl : 107. 00
NAHCO.. 25. 00
NAH-FPO.,:. H..O 0. 20
NA_HFQ,. 12H..0 1.80
KC1 4. 50

B caCl,. 2H,0 1.25

C MgSO.. 7H-0 1.00

3.4.2.— Solucidn Krebs—Ringer—Bicarbonato sin

sodio '

Solucién Composicién Concentracidén

A Cloruro de colina 110. 00
Bicarbonato de colina 25, 00
KH..FO.,, 2,00
KC1 2.50

B CaCl...2H.0O 1.25

O

M¥gSO,. 7H-0 1.00
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3.4.8.- Solucidén Krebs-Ringer-Bicarbonato sin

cloruro

Soluclédn Composicién Concentracién

A Isocianato de Na 111.5¢
NBCO.':H 21.50
N&H;fPO,J. . H;‘O 0.2
Na-HFQ... 12H..0 _ 1.80
KHCO-, 4. 50

B . CaClqx ' 1.25
H..S80., 1.25

C ) MgS0,. 7H-O 1.00

La composicidn de la solucién A en la solucién
libre de sodlo es semejante a la descrita en la solucién
normal de trabajo, pero en la cual se ha sustituido el

sodio por collna y potasia debido a razones osmdbticas.

Lo mismo sucede en la solucidn 1libre de clorurgo donde

dicho i6n es sustituldo por isocianato y CO.

C3.4.4.~ Preparacién de las soluciones de

trabajo descritas.

La solucién A se preparé en todos los casos 10
veces mAs concentrada, no asi las soluciones B y C que
Se prepararon 50 veces mAs concentradas. La solucidn de
trabajo se obtuvo tomando 25 ml de la solucidn A; 0.25

ml de la solucidén B; Yy la misma cantidad de la C, luego
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se enrasaba con agua destilada hasta 250 ml
(100:1:1000). PFPosteriormente se afiadfa glucosa con una
concentracién final de SmM a la solucidn para el bafio
serosal.

Una vez preparadas las soluciones de trabajo
se procedia a medir su pH, con un pH-metro Crison
(modelo 5062 con una fiabilidad de-0.0Z unidades de pH,
ajustandolas a un rango de 7.3 a 7.4.

Las soluclones eran gasificadas durante la
media hora previa al experimento, con una mezcla del 95%
de oxigeno y 5% de diéxido de carbono, a una temperatura
de 20 C.

Las sustancias 1inhibidoras del transporte
utilizadas en Este trabajo fueron: Amiloride, Ouabaina y

DIDS ’ (dcido 4,4'-diisotiocianato

stilbene-2,2'-disulfénico’, ensayadas todas a una
concentracién final de 10~® M por estimarse las miAs
convenientes,

3.5. -Sistema de medicidn de los parémetros

biloeléctricos

Las  medidas eléctricas | se realizaron
utilizando equipos de alta impedancia de entrada (10’
ohmios), para no alterar los parfdametros eléctricos del
tefjido. Con el fin de efectuar las medidas elé&ctricas
con la mayor precisidén posible, se doté al circuito de
un blindaje adecuado en todas aquellas partes en las que
el nivel de sefial era bajo y donde el 'ruido”
(corrientes o seflales pardsitas que son extrafias a la

seflal de interés y que pueden Interferirlas) podria
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producir registros falsos. Todos los componentes del
sistema estaban conectados a tlerra y llevados a un
punto Gnico, evitando asi, el acoplamiento nocivo de las
seflales externas en las distintas etapas.

Las medidas de las diferencias de potencial
transepitelial (DF), asi como de la Intensidad de
corriente de cortocirculito (Isc, ' entre los
compartimentos mucosal y serosal, se 1llevaron a cabo

utilizando puentes de agar y ClK 3 M al 3% W V.

Fara la medicidn de la diferencia de
potencial se emplearon dos. puentes por cédmara, que se
disponfan por un extremo a un lado de la superficie de
los tejidos, mientras que los extremos opuestos se-
conectaban, via electrodos de calomelano <(Radiometer
Copenhage, modelo K—-401), a un aparato de filjacidn de
voltaje controlado por ordenador (AC-Copy, D5100 version
82-2). Este equlipo consta de un microprocesador (AIM 65)
gue mediante cuatro Iinterfases analiza 1la DP, en los
valores por nosotros prefijados (Fig. 3.5.1 ).

Fara 1la medicidén de la Isc se utilizaron, ast
mismo, dos puentes de agar y éiK 3 M al 3% W7V, uno a
cada lado de la splucidén, colocados por el otro extremo,
via electrodos de platino en CIlK 3 M (AC-Copy’> a la
pinza de voltaje antes descrita (Fig.3.5.1). 4

Los dos electrodos de calomelano se denominan
tamblén de "referencia’”, debido a que el potencial de

media plla del electrodo permanece completamente

" Iinsensible a camblos en la composicién de la solucidn

(Bkoag y Wset 1975).

La conexidén con los electrodos de platino en
ClK 3 M permite el paso de la corriente generada por la
pinza de voltaje, corriente directa que da lugar al

cortocircuitado de la membrana.
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Una vez montado el sistema eléctrico
correspondiente se realizaba el calibrado del cero
inicial de voltaje y, é&ste era comprobado en repetidas
ocasiones a lo largo de la experlencia para reajustar
las fluctuaciones de 1la DP, ocasionadas por causas
ajenas al tejido. Tanto el potencial cero como la
resistencia de la solucidn se obtenian antes de colocar
los "tejidos en las cdmaras y eran corregidos
automidticamente.

Los tejidos,.en principio, se . incubaban en
condicliones de circuito ablerto durante un intervalo de
tiempo de 40 minutos, en el que las muestras se
establlizaban. Durante &ste periodo a los tejidos se les
proporcionaban pulsos de 10 uA de un segundo de
duracién, a Intervalos de cinco segundos. Despugs de un
periodo de relajacién de 0.5 segundos el sistema
realizaba " para cada caAmara dos medidas del
desplazamiento de la DP as! como del cambio en la
amplitud de pulso. A partir de estas medidas se
calculaba la conductancia tisular <(Gt). En circulto
ablerto, por tanto, se determinaban los valores de
intensidad de corriente a partif de la DP y de la Gt
calculada. La lectura de los par&matros indicados se
llevé a cabo a intervalos de dos minutos.

Posteriormente, se procedid a cortocircultar,
la t&cnica del cortocircuito es una aproximacidn
esperimental a la Introducida por USSING y ZERAHN
(1951), para el estudio del transporte de sodio a través
del tegumento de rana. Esta técnica ha sido adaptada al
estudio de una gran variedad de epitelios. [Segiin esta
técnica, cuando las soluciones que baflan el tejido por
ambas superficies presentan 1idéntica composicidén y se

deja pasar suficlente corriente a través de la pareja de
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electrodos conectados a la pinza de voltaje <(Micro
clamp) como para anular la DP generada expontaneamente
por el tejido, la diferencia de potencial electrogquimico

a través del tejido es cero para todos los ilones.

AsTt, los movimientos netos de los iones
resultan exclusivamente del acoplamiento con alguna
fuente celular de energia metabdlica (mecanismo de
transporte activo?). Bajo éstas condiciones la corrienfe
necesaria . para anular la DFP es igual a la suma -
aritmética de los flujos transepiteliales de aquéllos
iones cuyo movimiento no es debido a la difusidn simple
(SCHULTZ 1980). En condicliones de cortocircuito ademis
de los pulsos mencionados para circuito abierto, el
sistema inyecta corriente continua en senttido 1inverso a
la DF generada por el tejido, hasta que é&sta resulta
anulada. En estas condiciones se calculd la DP del
tejido a partir de la Gt medida y de la Isc generada.
Esta Isc generada era determinada y corregida con una
frecuencia de 4 Hz. Los pardmetros eléctricos
mencionados se registraban en una impresora digital a

Intervalos de un minuto.

3.6.— Determinacidén de los flufos

unidireccionales de logs iones sodio y cloruro.

Aproximadamente a los 40 minutos de haber
montado los tejidos en la camara y tras haber
comprobado la estabilidad de los potenciales eléctricos,
los cuatro tejidos fueron cortocircuitado al tiempo que
se realizaba el marcaje radliactivo con los isdtopos Na= =
y Cl1®%, De estos Isdtopos radiactivos se afiadieron 50 ul
de una solucidn diluida al clen por cilen que contenia

100 uCi del isdtopo correspondiente. El marcaje sélo se
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ejecutaba bien en el lado mucosal bien en el serosal,
adoptando como norma realizar en cada sesisn dos
marcajes en mucosa y dos en serosa. Despuss de un tiempo
adicional de 40 min., se tomaban muestras de 0.2 ml del
lado marcado, como patrén, y del lado no marcado como
indicador del tiempo cero (t.,). A partir de éste momento
Yy a intervalos de 2¢ min. hasta 40 min. se tomaban
alicuotas de 0.2 ml. En todos los casos, las muestras se
tomaron pof duplicado, con el fin de promediar los datos
de contafe obtenidos, reemplazando el mismo volumen
extralido (0.4 ml por pocillo) con la soluclidn no marcada
adecuada al experimento disefiado.

' Las alicuotas eran depositadas en viales
(Beckman) previamente pesados, repitiendo la pesada una
vez colocada la muestra. FEl peso de la muestra se
utilizd como factor de correccién de los volidmenes de
las mismas, para los cdlculos matemiticos de los flujos
idnicos. A cada vial se le afiadia un volGmen de 4 ml de
liquido de centelleo ( BDH Chemical Ltd. Foole England)
cuya composicidén por litro es la sigulente: Tolueno 666
ml, Tritdén 332 ml, PPQC 5 gr, POFPOF 0.15 gr.

En cada experimento ‘se tomaron dos muestras
adiclonales, las cuales contenfan la solucidén pertinente
no marcada (blanco) con el fin de conocer el ruido de
fondo y, asi corregir los datos de marcaje obtenidos
para cada muestra. La actividad de 1los isStopos Na<< y
Cl#% fue reslizada en un contador beta (LKB-1210,

Ultra—Beta, WVallac).
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3.7.— Célculos mateméticos v estaddsticos

3.7.1.- Matem&ticaos:

Los flujos unidireccionales furon
calculados a partir de las ecuaciones estandars de

SCHULTZ y ZALUSKY (1964):

F/u,0 U”/'It'/’rccc/ona_/ {J)_(c/omz/l/m_,._)-l/é - ((c.pwc_, /l/MJ). Vz‘)—ﬁ&
7 ) Ae-1-s

Donde:

cpm= cuentas por minuto de las muestras 1 y 2
Vm = volumen de las muestras 1 y 2
Vt = volumen total de cada compartimento

Ae = actividad especifica del isétopo

t = IiIntervalo entre la toma de muestras
s = superficle de transporte
Fc = factor de correccién

El~flﬁjo neto es definido como la diferencfa

entre las medias de los flujos ﬁﬁidireccionales:

era--r.-c:- = T — Jsm

Jmww = Fflujo medio unidireccional de mucosa a

serosa

Jwm = flufo medio unidireccional de serosa a

nnucosa
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El flujo residual neto, se obtiene de la
diferecia entre la Isc expresada en peqg/cm-k y los
flujos netods para el sodio y el cloruro, mediante el

sigufente algoritmo:
J s X Clfessa = I sC - (-J Nau n'“r'ne-:- - - J <A _-r'nu-'- t:«*- )

El error estandar para los flujos netos se

obtuvo por el método de propergacidn:

S22 S%s + S&m
n

Todo el proceso de cdlculo se efectus mediante
el empleo de una calculadora fx-5200 P (Casio’

programada para tal efecto.

G
N
WM

. — Estadisticos:
Centramos el andlisis estadistico
en contraste de hipdtesis, realizamos las sigulentes

pruebas:

A, - Test de la Normalidad - de

Kolmogorov—-Smirnov.

Permite comprobar s1 los datos siguen una
distribucién Normal. Se acepta la hfpdtesis nula, si la
diferencia mixima obtenida (Fi — FPi) es menor que la Do
de la tabla de MASSEY para un nivel de significacidn

%< 0,01,
| ¢ Fi — PiJ> < Dq
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B. - Test de igualdad de varianzas:
Se pretende contrastar la hipdtesis de
igualdad de varianzas a partir de las varianzas

muestrales. El estadistlico de contraste F es la relacidén
entre las cuasiyariapzas muestrales, siendo:
Ho: 6 =63 _
de tal forma que &sta hipdtesis nula se acepta

si:

. -
% e[F;""/zj("x"),(lL;-J) J F;(/z_/ (n,-J),(uLz-J)_J

La bhipStesis de homocedasticidad es requisito

previo a los andlisis posteriores.

C.— Test de Iigualdad de medias:

para poblaciones normales, con varianzas

poblacionales iguales pero desconocidas:
Ho: M; = M-

1. - Muestras grandes n; + n=z »> 30 n;-n=z

Se acepta Ho si Z < Ze

z: H, 'Hl




28 .

2.- Muestras de varianzas muestrales
desconocidas pero lguales y de tamafio pequefio, tal gue

n; + ny; < 30

zl: IMJ 'H;I

sp- (4 .1
F"ﬂ.*?z;

&. - Muestras pequefias n; + n» < 30 . Con

varianzas muestrales desconoclidas y distintas.

Ho se acepta si t < teaz, r

z(_ Ml’Hz

\} EASE
n, n,

donde f es el valor de la aproximacién de

WELCH.

3.8.— Fresentacién de resultados

Todos los resultados se expresan en tablas,
complementadas con gréficas, disponiendo en la parte
superior los resultados de los pardmetros bioeléctricos
Yy en la parte inferior los flujos netos y

unidireccionales.
El1 ntmero de muestras utilizadas se Iindican

con la letra "n". Todas las variables se expresan como

la media + el error estandar (ES).
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Las unidades empleadas son las sigulentes:

- Diferencia de potencial (DF) my

— Intensidad de corriente (Isc) MASCm=
~ Resistencia tisular (Rt) 2. cm*

— Conductancia tisular (Gt nS/cm*
-Flujo idnico ' J2 peqgs/ecm”, h

En los experimentos realizados en condiciones
control para determinar los pardmetros eléctricos y
flujos 1ionicos, los primeros 40 minutos se refieren a
los valores en condibiones de circuitoc ablierto y la
segunda parte a los valores en circuito cerrado ( Tablé
1), '

En las tablas 2 y 8 se presentan las
variaciones de los parametros biloelé&ctricos y flujos
idnicos al omitir los ilones cloruro ¥y sodio
respectivamente del medio de incubacidn.

En las tablas 4, 5, 6 y 7 se expresan los
valores de los pardmetros bloeléctricos y flujos idnicos
tras la adicidn de Amilofide, DIDS en mucosa, DIDS en
serosa y QOuabalna; correspondiendo los primeros 40
minutos a las condiciones control y el resto a los

valores obtenidos en presencia de estas sustanclas.

Los niveles estadisticos de significacidon
calculados para las distintas varliables, se simbolizan

de acuerdo con el siguiente critério:

p > 0.05 N. S.
0.05 > p >0.01 X
0.01 > p >0.001 XX
0.001 > p KKK
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4. - RESULTADOS

4.1, - Pardmetros biloeléctricos v flujos

idnicos del duodeno en condiciones control.-—

El duodeno del lagarto Gallotia galloti se

incubs en solucidn Krebs-Ringer—-Bicarbonato (solucidn
normal) y tras un tiempo de adptacidn del tejido a las
condiclones del bafio, 40 min. en clircuito abierto, se
cortocircuitsd. A los 40 min. de cortocircuitado se toms
- Este tiempo como tiempo cero (t.), siendo ya estables
los pardmetros biceléctricos. Estos datos se encuentran
en la tabla 1. En ella podemos observar como la
diferencia de potencilal transmural (DP) fue en promedio
.2.2 mV, positiva la serosa respecto a la mucosa, a lo
largo de todo el periodo de incubacidn.

Respecto a la intensidad de corriente de
cortocircuito (Isc) se observs coémo ésta oscild desde 27
MA/cm® al t, hasta 31 udscm® al tao.

La conductancia tisﬁlar (Gt}, por otra parte,
pPresentd unos valores préiximos a 14 mS/cm=.

Cuando los parématroé. biceléctricos estaban
estables ( 40 min. de cortocircuitar) se midieron los
flujos unidireccionales para el spdio y cloruro,
resultando los valores indicados en la tabla 1.

El flujo neto para el Na* fue de 2.29 + 0.17
Megqsbhem®, siendo el del C1— 1.16 + 0.16 yeq/hcgﬂ. Es
signiricativa la diferencia del flujo neto de Na™ que es
casi el doble del flujo neto de Cl-.

Al comparar los flujos netos de Na* y Cl—, con

la intensidad de corriente (Isc) segtn la ecuacién

J‘F'\‘ = ISC — ( J’r')'t.sz-'r' - J'n'f..C'-‘.l ''''' )
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se obtiene un flujo residual cerca de cero J*

= 0.12 + 0,12 (tabla 1).



Tabla 1.- Pardmetros biloeléctricos v flujos

i16nicos en condiciones control, -

t DF (mV> Isc (uA-cm*ht Gt (mS/cm®) n

3. 73+0. 31 32.70+3. 21 8. 86+0, 65 14

2 3.57+0. 31 32.43+3. 75 9.01+40.71 14

3.53+0. 32 33.2444.55 8.95+0. 72 14

0 2.20+0. 32 27.62+1. 46 13.61+1.61 14

20 2.20940.26 30.87+1.49 14.06+1.58 14

40  2.15+0.28 31.97+1.53 15.64+1.76 14
Jrwnar = 5,50 + 0,87 (n=14)
Jumnmr = 3,21 + 0,31 (n=14>
JrtNew = 2,20 + 0,17 (n=14>
Jrumcie = 6,27 4+ 0,36 (n=13)
Jmmere = 5,11 4 0,47 (n=13)
Jrwer- = 1,16 + 0,11 (n=13)
Jr = 0,12 + 0. 12 (n=13)
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4.2. - Pardmetros bloel&ctricos Y flufos

-

16nicos de Na* en solucidn sin C1-.

La incubacién del duodeno en una solucidén

Krebs-Ringer—-Bicarbonato en condiciones 1libre de Cl-

de 3 mV, &ste valor ligeramente

no fu&d estadisticamente

manifestd una DFP prdxima
D

superior al control 2.2 mV)

significativo.

La Isc, eﬁ ausencia del 1idén Cl- disminuys,

pbero no - significativamente, tomando valores de 20.12.1_
6.10 pAscm* a to y 21.23 + 6.6 a tua,

La conductancia tisular (Gt) no se diferencié
significativamenté de la medida en condiciones control
(Gt=14 +4.19), '

Los flujos unidireccionales de Na-+ en ausencia
de Cl- tomaron Jeos valores de 4.3 + 0.60 pueq-hem= arn

Sentido mucosa g Serosa y 3,18 * 0.59 pueqshem= en
sentido contrario ¢ serosa a ucoosa). Estos datos
muestran que e} Ilufo de sodig, en Sentido mucosa a
serosa disminuys Significativamente (p<  0.001) con
respecto al control, mientras ej. de serogsa a mucosa
Permanecis Inalterable, 10 cual PUso de manifiesto una

reduccisén del flujo neto ¢ Jrtnme — 1.12 + 0.22) (tabla

-
2.



Tabla 2.—- Par&metros bioeléctricos y flujos idnicos de Na

en solucidn sin Cl—, —

t DR (mV) Isc{uA/cmﬁ”) Gt (mS/cm*) n
o 2.81+0.47 Z28.82+46, 16 1¢.88+1.95 14
20 2.9640. 44 30,91+5. 21 11147i1'92 14
40 2, 9640, 43 32, 30+5. 33 1z, 03+2.1 14
” 3.11+0. 68 20, 12+6. 10 13.18+3. 94 14
20 3. 034+0.60 21, 18+6, 86 13.53+4. 02 14
40 2. 784+0. 653 21.23+6.61 14.36+4. 19 14
JmsNa™ ™ 5.5 + 0.57 (n=14)

JsmNa* =3.21 + 0.31 (n=14> Control

JntlNa* =2.29 + 0.17 (n=14)

JmsNa~ = 4.30 + 0.60x%* (n=14)

JsmlNa* = 3.18 + 0,5¢% (n=14> Sin C17
JntlNa+ (n=14>

[]
b
Y
[

|+
S
V]
Ny
*
*
3%
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4.3, - Parfdmetros bilopeléctricos v flujos

idnicos del i6n Cl— en ausencia de Na~+. —

La medicidén de los pardmetros electricos v
flufos de (I~ fue Ilevada a cabo con solucidén
Krebs-Ringer-Bicarbonato carente de Na*, el cual fue
sustituido por Colina para mantener la osmolaridad de la
solucion. .

La DP tomé valores negativos muy préximos a
cero (DP = -0.06 + 0,26).

La Isc también se anuls al gquitar el Na™* de la
soluclidn.de incubacidn tisular (Isc=0. 42+3, 83).

La Gt no sufrid cambios considerables respecto

al control (Gt=18.21+2.75).
' Los flujos unidireccionales de Cl- fueron de
5.830 + 0.11 peg-hcm® en sentido mucosa a serosa y 5.39 +
0.54 peqs/hcm® de serosa a mucosa, observandose una
disminucién del J,.. en aproximadamente una unidad. Ello
nos da un flujo neto de Cl~ en ausencia del 1i6n Na™ de
-0.09 + 0.15 pueg-hem®, es decir muy préoximo a cero. Ver
tabla 3.



Tabla 3. - Pardmetros bioceléctricos y flufos

idnicos de Cl~ en ausencia de Na™", -

t DF (mV) Isc (uA cm“h) Gt (mS/cm¥} n
0 1.4240.25 25, 7346, 13 6.84+2.74 13
2 1.72+0.30 28. 6947, 51 5, 03+2.53 13
1.68+0.29 29. 79+7. 65 45+2.86 13

0 -0.18+0. 25 -0.81+3. 04 15.31+1.85 13
20 —-0. 16+40. 31 ~3.24+5.61 16.55+2. 14 18
40 -0. 0610, 26XX%¥ 0. 42+3. 83%*x¥ 18.81+2.75 13
JmsCl— = 6.27 + 0.36 (n=1&

JesmCl— = 5,11 + 0. 47 (n=13) Control

JntCl~ = 1.16 + 0.16 (n=13)

JmsCl~- = 5.30 + 0,11 X (n=13
" JsmCl— = 5.39 + 0.54 (n=13> Sin Na*

JntCl— =—-0.09 +

Q.15 x¥¥ (n=13?
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4.4. - Fardmetros bioeléctricos v flujos

Idnicos en presencia de Amiloride en el lado mucosal. -

El duodeno de Gallotia gélloti fue incubado en

condiciones de cortocircuito v con sollucidn
Krebs—Ringer—Bicarbonatb; una vez estabilizado el tejido
¥y ‘tras hacer un control de los ﬁarémetros eléctricos ¥
flujos unidireccionales y netos de _Cl“ vy Nam, se le
afiadié 0.2 ml. de una solucién concentrada de Amiloridé
al lado mubosal, de manera que su concentracidn en los 4
ml. del pocillé fuera 10 % M. En el lado serosal, para
no alterar la presién hidrostadtica se afiadis 0.2 ml. dé
splucidén normal.

- Los pardmetros bioceléctricos DF, Isc v Gt no
feflejaron cambios significativaé con respecto al
control (DFP=2,50C mV; Isc=34, 04 uA- hcm¥; (Gt=13.83 mSme”)
(ver tabla 4). )

En presencia del Amiloride el flujo neto de
Na*+ fue de 1.15 + 0.15 pueqs/hem®, reduciendose en una
unidad «con respecto a su control, mientras que el flujo
netog de Cl1— guedd practicamente anulado, tomando el

valor de 0.07 + 0.17 ueg/hcm™.



Tabla 4. - Parfmetros bioeléctricos y flujos

iIdnicos en presencia de Amiloride en el lado mucgsal. -

t DF (mV) Isc (udrcmih) Gt (mS/cm®) n
0 2. 4240. 31 23.38+4, 53 10.96+0.22 14
20 3.57+1.23 26. 68+5. 04 11.46+0.24 14
40 2.5040. 31 30. 87+6. 13 12.45+1.33 14

0 2.8 24 32, 86+5. 75 12,6341, 40 14
20 2.42+0. 23 32.83+6. 02 13.19+1.60 14
40 2.5040. 31 34. 0446, 00 13.93+1.70 14
JmsNa™r = 8,39 + 0.55 (n=14>

JsmNa* = 6,25 + 0.42 - (n=14) Control

JntNa~ = 2.14 + 0.18 (n=14)

JmsNa* = 7.50 + 0.49%¥  (n=14)

JsmNa* = 6.25 + 0.30 (n=14> = Amiloride

JntNa* = 1.15 + 0.15%%¥% (n=14)

JmsCl~ = 9.31 + 0.40 (n=14)

JsmCl~ = 8.20 + 5 (n=14> Control

JntCl™ = 1.11 + 0.19 (n=14)

JmsCl~ = &.10 + 0.39% (n=14)

JsmCl~ = &, 03 + 50 (n=14> Amiloride

JntCl=™ = 0.07 + 0.17%%% . (n=14)
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4,5. - Pardmetros bioeléctricos vy flujos de

clgruro en presecia de DIDS en mucosa. —

Una vez estabilizado el tejido en condiciones
de cortocircuito y medidos los pardmetros eléctricos y
rlujos de cloruro en condicidnes cbnt;pl afladimos al
bafio mucosal 0.2 ml. de una 'solucién concentrada de
DIDS, para obtener una concentrscién final de 107% M en
los 4 ml. del bafio. Al bafio serosal se le afiadié 0.2 ml.
de solucidn normal para mantener la preseién
hidrostdtica. ' . .

Bajo éstas condiciones los valores obtenidos
para la DP, Isc , Gt y flujos de Cl~ fueron comparados
con los controles.

La DF obtuvo un valor de 2.4#+0.12 mV a tu
siendo de 2.2 + .18 hV a tao, no difiriendo de lIos
controles (p>0.05)."

La Isc tampoco varicé a lo largo del
experimento tomando valores de 29.58 pd-cm®h (p>0. 05).

Los valores para la conductancia tisular (Gt)
se -encontraron dentro de los obtenidos para el control:
11.2 + 1.61 mS/cm® a to y 13.4 + 1.95 a tao (pr0. 052,
Estos valores se encuentran en la tabla 5 y figura 5.

Simultaneamente a la medicidn de los
pardmetros bioeléctricos, se tomaron muestras para la
medicién de los flujos de Cl1™ en presencia de DIDS en
mucosa. En éstas condiciones ‘se obtuvieron unos
resultados de 4.96 + 0.41 pyeq-hcm® en sentido mucosa a
serosa y de 4.78 + 0.72 pueq-s/hem® en sentido contrario
(ver tabla & y figura 5’ siendo el flujo netog préximo a

cerog (Jnewi- = 0, 18+40.30),



Tabla 5. - Pardmetros

bioeléctricos

y flujos

idnicos en presencia de DIDS en mucosa., —

t DF (mV) Isc (uA/cm“h) Gt (mS/cm+) n
0 3. 04+40. 30 28.87+5. 84 8.56+1, 72 o
20 2.8740.23 29.48+8. 23 Q,15+1.46 9
40 2.73+0. 19 31. 04+6. 62 10 76_; 78 =]
0 2.45+0. 19 29, 87+5. 84 11.27+1,61 @
20 Z2.33+0. 20 28, 858+5, 53, 12.12+1.81 2]
40 Z.27+0. 18 31.19+5. 850 13.40+1.65 (=}
JmsCl™ = 3z + 0. 48 (n=98)

JsmCl = 5,02 + ©. 89 (n=2) Control

JntCl™ = 1.30 + 0.34 (n=9)

JmsCl™ = o6 + 41% (n=8)

JsmCl— = 78 + 0,79 (n=9) DIDS mucosa

JntCl~ = 0,18 + 0.30% (n=2)
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4.6, - Pardmetros bipelédctricos v flujos

idnicos en presencia de DIDS en el lado serosal. —

Se procedid, como en el caso anterior, a
afiadir 0.2 ml. de sglucidn concentrada de DIDS, de forma
gque la solucidn final fuese 10"% M en el lado serosal,

Los parametros bigeléctricos fueron de
1.5040.28 mV para la DP a te y de 1,35+0.19 mV a tao.la
Isc tomd wvalores de 30.3345.18 yﬂ/hcmﬁ a toe y 27.49+4, 76
8 tso; y la Gt de 21.56+2.05 mS/cm® a tao.

Ninguno de los pardmetros anteriores difirid
significativamente de los valores control (p>0.05).

 Los flujos unidireccionales medidos ﬁara el
Cl— fueron de 6.08 + 0,43 peqrhcem™® de mucosa a serosa y
de 5.186 + 0.45 pueqrshecm® de serosa a mucosa, dandonos un
flujo neto de Cl~ en presencia de DIDS de 0.91 + 0.20
ueq-/hem*, Estos valores muestran que el DIDS no afectd
el movimiento de clorurc a través del epitelio (ver
tabla 6).



¢

Tabla

&,

- Pardmetros

biopeléctricos

y flujos

idnicos en presencia de DIDS en el lado serosal, —

t DF (mV) Isc (uA cm®h) Gt (mSrcms} n
o 1.53+0.34 23. 00+4. 63 16.20+1. 77 (2]
20 1.81+0.31 28.5845. 29 16. 82+1., 62 (&)
40 1.58+0.,30 27,4944, 76 18, 05+1. 82 g
o 1.594+0,28 30.3345, 18 20. 16+2. 05 &
20 1.38+0.24 28.3244.27 21.21+2, 08 23
40 1.35+0.19 27.46+4. 76 21.56+2. 20 (2
JmsCl— = 6,15 + 0.4Z2 (n=98>

JsmCl— = 5,20 + 0.63 (n=9) Control

JntCl~ = 0.985 + 0.25 (n=8)

JmsCl~ = 6.08 +. 43 (n=8)

JesmCl™ = 5,16 + 45 (n=9%) DIDS serosa

JntCl— = ¢.91 + 0,20 (n=8)
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4. 7. - Pardmetros bioeléctricos y flujos de Na™

en presencia de Cuabaina. -

El ' duodeno fue incubado en solucién
Krebs—Ringer-Bicarbonato y cortocircuitado; una vez
estabilizado el tejido y tras hacer un control de los
pardmetros biceléctricos y flujos unidireccionales de
Na*+, se le afladié 0.2 ml. de una solucifn concentrada de
Ouabaina al lado serosal, de manera que su concentracidén
en los 4 ml. del pocillo fuera 10~% M., En el lado
mucosal, péra no alterar 1la presidén hidrostidtica se
afiadié @.2 ml. de soplucién normal.

Bajo estas «condiciones los valores obténidos
para los par&metros bipeléctricos y flujbs de Na™ fueron
comparados con los controles, ,

La DF registrd valores muy proximos a cero,
siendo de 0.6 + 0.24 a tuo (p>0.01).

Los valores de la Isc sufrieron también una
disminucidén significativa con resspecto al control,
siendo de 21.44 % 6.8 pdscm* a su Inicio (to?) y de
13.40 + 6.6 jwpArscem® al final del experimento (tuo)
(p>0. 05), o

En el transcurso del experimento la Gt varid
desde Z21.49 + 4.14 mS/cm¥ a to hasta 25.5 + 5.29 mS/cm*
para tu., final del experimento.

Los flujos unidireccionales para el Na™ fueron
cuantitativamente similares, anulandose el flujo neto de

Na~ Jrenemt = 0,0 + 0.20 uyeqs/hcm™ (p>0. 001). Ver tabla 7.



idnicos

Tabla 7.—- Pardmetros

bigeléctricos y flujos

de Na* en presencia de Ouabaina.-—

t DP (W) Isc (uA/cm“h) Gt (mS/cm™) n

0 2.1940. 30 30.95+5, 63 15. 0842.45 11

20 2.1340.26 36.58+8, 08 16.85+2,. 95 11

40 1.81+40.55 37.69+8, 31 18.01+3. 40 11
¢.8+0.512 21.44+6, 86 21.49+4, 14 11

2 0.2+0. 52 16. 08+6., 32 24, 69+5. 37 11
0.6+4+0.57%% 13. 40+6. 63% 25.55+5. 29 11

Jmsla* = 5,6 + 0. 40 (n=11,

JesmlNa* = 3.1 + 0.61 (n=11> Control

JntlNa~ = 2.5 + 0.21 (n=11>

JmsNa* = 4.7 + 0.50%% (n=11)

JsmlNa+* = + 0. 45% (n=11) Ouvabalina

JntNa<~ = 0,0 1 0. 20xxx (n=11>
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5.~ DISCUSION

5.1. - Pardmetros bioeléctricos. —

Los pardmetros bioceléctricos a través de
tejidos nos permite caracterizarlos en epitelios "
tight” o " leaky". Los eplitelios denominados "tight"
como la vejiga_ urinaria , colon de tortuga y plel de
anfibios exhiben grandes DF y Rt, asi - como una escasa
permeablilidad pasiva a Iones pequefios. Los epitelios
conocidos como "leaky'”, entre los que se encuentran el
intestino delgado, la vesicula biliar y tubulo pfoximal
renal de mamiferos, se caracterilzan por presentar una DP
e Isc muy préximas a cero, pero poseen una alta
conductancia o baja resistencia al paso de los
electrolitos y al agua ( SCHULTZ 1977). Otros dérganos
cuyos epitelios son considerados moderadamente "tight"
como el colon proximal y tubulo renal distal de

~ “manmf feros son capaces de mantener DP discretas y
pequefias diferencias en la composicidn’' 1iénnica a ambos
lados del tejlido.

De acuerdo con FROMTER y DIAMOND (1972) los
epitelios que muestran Rt superiores a 500 {2/cm® deben
conslderarse como ''tight', mientras que aquellos en 1los
gque la Rt es Inferior a éste valor pueden considerarse
eplitelios "leaky'”. Sin embargo, actualmente se reserva

el término '"leaky' para epitelios cuya resistencia

Nuestros resultados presentan que los
pardmetros bloeléctricos, una vez alcanzado el estado
estacionario, muestran una DF transmural de 2.2 nl,
mientras que la Isc media necesaria para anularla fue de

31 pAscm*®. h, Por otro lado, la conductancia tisular
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permanecié elevada en todo el periddo de corto-circuito,
alrededor de 14 mS/cm¥,
De estos resultados podemos deducir gque el

duodeno de Gallotia galloti se comporta comg un epitelio

altamente permeable, por lo que se puede considerar un
epitelio "leaky'’, al igual que el intestino delgado de
mami feros y aves (GRUBB 1987).

5. 2.—- Flujos idnicos. -

Las medidas de los flujos unidireccionales de

Na* y Cl1~ en Gallotia galloti fueron realizadas a partir

del pericdo de cortocircuito, en el gque se habla
adquirido la estabilidad eléctrica.

La diferencia entre el flujo en sentido mucosa
a serosa y el flujo serosa a mucosa nos dié el valor del
flujo neto ‘que fue de 2.29 peq/cm*. b para el 15n Na™ y
de 1.16 ~peq/cm® b para el Cl—-. Estos  flujos netos
obtenidos muestran una relacidn estequicmétrica de 2:1,
sodiog y cloruro respectivaménte; dadas las condiciones
de corto-clirculto, Este movimiento idnico es
obligatoriamente activo. Estos ‘resultados difieren de
aquellos descritos para epitelios.”leaky”, en los cuales
eﬁ estado estacionario el flujo de sodioc es igual al
flujo de cloruro sin error experimental (BAERENTSEN y
col. 19883; WEINMAN y REUS 1984).

For otro lado, el hecho que el transporte neto
de Na™ fuese el doble gue el de Cl~ nos hizo suponer que
el transporte de Na* no se encuentra totalmente acoplado
al Cl~, Por otra parte, como la Isc no se corresponde
con el flujo neto de Na-+, fampoco podriamos pensar en un
transporte de HNa~* electrogénico, Independiente por

completo de la presencia de Cl~-, A partir de é&sto, se



54

deduce que probablemente el transporte de WNa* se
realizaria de un lado acoplada al Cl- y de otro por un

mecanismo independiente.

El hecho de que el flujo residual calculado en
las experiencilas anteriores no difiera
significativamente de 0 ueqs/cm“ h nos permite suponer
que la fsc encontrada en los controles, es debida al
movimiento  del ién XNa™, 'y por tanto, de existir
movimiento a través del tejido de otros electrolitos
adicionales,'no medidos por nosotros, éstos ocurren de

forma electricamente neutral.

5.3.-Efecto de la omisidn del ién Na* y Cl~ de

las soluciones de bafio. —

Para comprobar la dependencia de los iones Na™
y Cl- en sus mecanismos de transporte, se realizaron
series - de é&perimentos en los cuales la solucidn
utilizada carecia del ién Na* o del Cl1™ (ver soluciones
de trabajo.. Transcurrido el tilempo necesario para las
determinaciones control de los parametros bloeléctricos
y flujos 1dnicos, las soiuciones eran sustitulidas por
agquellas carente del 1idn en cuestidn.

AsY cuando fué sustituido el 'i6n Cl- por
isocianato (tabla 2) el flujo de mucosa a serosa y neto
de Na* fueron significativamente reducidos, casl en un,
50%; mientras que los pardmetros biloeléctricos no se
vieron afectados.

Cuando fué el idén Na* el que sustitulamos por
colina, el flujo de mucosa a serogsa de (Cl- fué reducido
significativamente siendo dicha reduccién similar a la
sufrida por €l ién Na™ en el sentido mucosa &a serosa

cuando estaba ausente el Cl~
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La Isc y DF en ausencia del idn Na™" sufrieron
una reduccidn drédstica, tomando valores negativos
proximos a cero. La Gt no sufrid cambios ( tabla 3).

A 'la vista de éstos resultados podriamos
afirmar que tal como suponfamos, el ién sodio se
transporta por. dos mecanismos a través de &ste epitelio:
uno independiente Yy electrogénnico, el cual es
responsable de la Isc y DF a través del tejido; y otro
electronéutr&l, acoplado al cloruro. Estos resultados
concuerdan con los descritos por BADIA y col..(2987)
para el 1Ileon de é&ste mismo animal, pero difieren de
otros epitelios ”leakyﬁ en que aquellos no présenta un

transporte electrogénico de Na™.

5.4. -Efecto de la adicidén de inhibidores en el

dugdeno de Gallotia gallotil. -

Los resultados encontrados en el Yleon de
conejo y de rata muestran que el transporte de Na* y Cl1-
a nivel del borde en cepillo se realiza por un mecahismo'
de cotransporte (FIELD y col. 1971; NELLANS y col.
19742, Este transporte es.electroneutral y las bases de
su mecanismo han sido explicadas de dos maneras
diferentes; NELLANS (1973) sugiere un sistema de
cotransporte directo entre el sodio y el cloruro;
mientras que TURNBERG y col. (1977) establecen que se
lleva a cabo por la existencia de &n doble intercambio
Na<“/H* y Cl~/HCO:. '

Al omitir los Iones Na* y Cl- de las
soluciones del bafio, los resultados nos sugleren clerto
acople entre dichos iones, por ellb y con el fin de
distinguilr siI se trata de un transporte Cl~/Na* o de un

doble intercambio Cl /COzH~ y WNa*/H" realizamos una
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serie de experimentos en los que se afiadian en la
solucidén del bafio, inhibidores especificos del antiporte

C1-/COsH~ y Na*/H™

Cuando se afiadié Amiloride a la solucidn de
bafio mucosal, duirético que bloquea el transporte Na*/H™
(ARONSON 1984; DRENOWSKA y BIBER 1985) e inhibe los
canales de sodio en la membrana apical de los epitelios
"tight" (FRIZZELL y col. 1976), se anuld el flujo neto
de Cl~ (Tabla 4) y se redujfo el flujo neto de sodio a
casi la mitad que el control, por reduccién del flujo de
nucosa ‘a serosa. La DF e Isc no fueron
significativamente reducidas. Estos resultados sugiere
que el Amiloride bloquea el antiporte Na*/H™ alterando
el pH intracelular, esto anularia la formacidén de H* y
HCO: e inhibiria los sistemas de transporte Cl /HCOx y
Na*sH*., El1° Amiloride no blogued el transporte
electrogénico de sodio puesto que la Isc no varid y la
reduccidén del flujo neto de sodio fue similar a la
reduccidn sufrida por el cloruro.

El hecho de que al adicionar Amiloride al
medio de 1ncubacidén afectara al antiporte Na~/H*
inhibiendo el flujo neto de Na* y anulando el flujo neto
de (C€l1—, nos hizo penéar que el mecanismo responsable de
la entrada de Cl- en la cé&lula deberia ser también
electroneutral acoplado al bicarbonato como se cita en
la bibliografia. PFor otro lado, el Amiloride no afectd
la Isc. Este efecto del Amiloride contrasta con aquellos
descritos para epitelios "tight" en los cuales Ila
adicidén de Amiloride anula la Isc y el flujo neto de.
sodio (FRIZZELL y col. 1976). La razén de &sto no esté
aclarada por el momento, pero nosotros pensamos qbe no

depende de la dosis de Amiloride empleada ya que:
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estudios previos hechos en nuestro lIlaboratorio <«
enviados para su publicacidén ) empleando diferentes
dosis de Amiloride mostraron que ninguna dosis alterd
la Isc. For otro lada, la accidn del Amiloride en
algunos epitelios "leaky” no estd clara.Estudios hechos
en el caecum y parte proximal del colon de conejfo
(CLAUSS y col. 1985) muestran que estos epitelios son
"leaky" y que la accidn del Amiloride fue incompleta. En
estudios previos nosotros hemos mostrado que la accidén
del Amiloride en epitelios "leaky” puede ser diferente
de aquella en epitelios "tight" (BADIA y col enviado para
publicar).

La adicidn de DIDS nos permitiria comprobar si

en realidad existe el hipotético intercambio Cl-/HCO.

E1 DIDS se ha descrito como un potente
Inhibidor dél Intercambio Cl-/HCO» en globulos rojos
(CABANTCHIK y ROTHSTEIN 1972), en vesiculas del borde en
cepillo (¢ LIEDTKE y HOPFER 1882b) y en otros tipos de
células como en filbras musculares (BORON y col 19782,
Cuando el DIDS fue afiadido a la solucidn de bafio
mucosal, los efectos obtenidos fueron similares a los
obtenidos con el tratamiento de Amiloride. El1 flujo neto
de cloruro fue anulado. Los pardmetros biloel&ctricos no
se vieron afectados significativamente al afiadir el DIDS
en el lado mucosal, por lo tanto podriamos decir que se
trata de un transporte electroneutral.

Como el DIDS es un Inhibidor del mecanismo
C1~/HCO: estos resultados soportan la hipétesis que el
mecanismo de transporte del ClNa a través del duodeno

del lagarto Gallotia galloti es via doble intercambio

Na*rH* y Cl /HCOxu, de manera similar al modelo propuesto
para el Yleon humano (TURNBERG y col. 1970) e intestino
delgado de rata (LIEDTKE y HOFFER 19382b).
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La presencia del DIDS'en el bafio serosal no
redujo el flujo de Cl— de mucosa a serosa, ni el flujo
neto. Esto nos indica que la salida del Cl~ a través de
la membrana basolateral no es via un intercambio
Cl"/HCO=m, sSino qué podria ser por el gradiente

electroqulimico.

La energia para entrar ClNa deriva de dos
fuerzas: la ATPasa Na*/K* que sigue una gran energia
potencial para contener el gradiente de Na™ a traves de
la membrana; y de los gradientes de HCOx. y H™ pof la
. produccidn de HzCO» en el Interior dé la célula.

_ Si la ATPasa Na*/K* es blogqueada por Ila
Quabaina, entonces todos los meéanismos de transporte de
ClNa serian blogqueados, -puesto que al bloquear la bomba
Na*/K* se induciria un Iincremento en la concentracidén de
Na™ Intracelular v un bloqueo del transporte
electrogénico de Na* y de Ilos antiportes Na*/7H" y
C1~/HCOx. ‘

Los resultados obtenidos al afiadir Ouabaina al
lado serosal (Tabla 7)) 1indican claramente que el
transporte de sodio depende dé la actividad ATFasa

Na+/K™*.
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5.5, - Modelo hipotético para la absorcidn de

los lones sodio y cloruro en el duodeno de Gallotia

galloti. ~-

4 la vista de los resultados obtenidos tras la
experimentacidn, creemos poder establecer un modelo que
expliquella_absorcién de los iones Na* y Cl~- a través de

la pared del duodenc de Gallotia -galloti,

CI'«——f—CiI-

K’

Segin se Indica en la 4figyra,_‘existe dos
transportadores para el 16n sodio: uno independiente y
eletrogénico responsable de la difefencia de potenclial
transmural; y otro transportador que intercambia el idn
sodio por'protones‘y por ténto electroneutral. PFara el
i&n cloruro pensamos la existencia.- de un ~antiporte

Cl /COzH~ electroneutral tambié&n.

La adicisn de inhibidores especificos de los

antiportes Na*/H* y Cl-/COzH~ apoyan &ste modelo.



60

La adicidn de Amiloride al medio de incubacidn
disminuye el flujo de Na* en sentido mucosa a seroéa,
implicando la reduccidn del flujo neto de dicho idén. Los
pardmetros biloeléctricos no sufrieron cambios al " no
afectarse el transporte electrogénico. El1 flujo neto de
clbruro es anulado ya que el Amiloride bloguea el
antiporte WNa*s H*, anulandose la formacién de H* y COxH™

por tanto inhibiendo los tansportes Cl1-/CO-H™ y Na*/H™.

La adicidén de DIDS en el lado mucosal nos

inhibe el antiporte Cl1-/COuH", anulando el flujo neto
del 1ion cloruro, sin que se afectaran 1os pardmetros
bioeléctricos.

Por otro lado, la omosidén de los iones sodio y
cloruro de  las soluciones de Incubacidn nos da
resultados compatibles con el modelo. La omisidn del 16n
Cl- de 1la solucidén del bafio no alterd 10s pardmetros
bigeléctricos, pero si redujo el flujo neto del 1i6n Na™
por reduccién del flujo en sentido mucosa a serosé. En
cambio, la omisién del ion Na~* de la’ solucidén de
Iincubacidn, sI afectd los pardmetros bioeléctricos, asi

como el flujfo neto de cloruro que se vié anulado.

La bomba Na*/K™*, situvada en la. membrana
basolateral es la responsable de la expulsidn del sodio
desde el Iinterior de la c&lula a los espacios
intercelulares. Esta bomba es la que mantlene baja la

.actividad del sodio en el interiof celular.

La salida de Cl™ por la membrana basolateral

se ve favorecida por la existencia de un gradiente



electroquimico, ¥y de existir un
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transportador no seria

del tipo Cl-/COxzH~, segin los resultados obtenidos al

adicionar DIDS en el lado serosal.
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6. - CONCLUSIONES

Como conclusién de nuestro trabajo hemos
establecido un modelo de ‘transporte idnico para el

duodeno del lagarto Gallotia gallotl, que se caracteriza

por:

' 1.- El epitelio duodenal del lagarto es un
epitelioc "leaky", altamente permeable que exhibe una

ligera positividad de la serosa frente a la mucosa.

2.—- La entrada de Na* s través del] borde

apical se realiza medlante dos 'sisteMas, ungo de ellos
electrogénico e Independiente, el otro mediante un

antiporte que intercambia Na™ por H™,

3.~ La entrada de cl- se realiza en

Intercambio por CO.H-.

4.~ Los intercambios Na* H+* ¥y Cl1 rCO.H~ son

sensibles respectivamente al Amiloride Yy al DIDS.

5.~ ElI PNa+ es expulsado por la membrana

basglateral por una bomba sensible a la Ouabaina.
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