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OBJETIVOS

El objetivo central de este trabajo fue, en una primera etapa, el estudio de los mecanismos de
transferencia de agua y solutos en diferentes epitelios, asi como su regulacion y farmacologia. Este
campo es de gran complejidad, ya que las propiedades de transporte varian de tejido en tejido y de
especie en especie. Sin embargo existen mecanismos comunes que permiten entender las funciones
bésicas de estos sistemas.

En lo que respecta a la transferencia neta de agua podemos decir que las fuerzas impulsoras son
basicamente tres: 1) el gradiente transepitelial de presion hidrostatica; 2) el gradiente transepitelial
de presion osmdética y 3) los movimientos de agua asociados al transporte de soluto.

Muchos puntos importantes no estan, sin embargo, atin aclarados como ser: 1) ;Cual es el grado
real de acople entre el movimiento de agua y solutos? 2) ;Cuadl es el rol de los gradientes osmdticos
e hidrostiticos en los flujos observados? 3) ;Cual es la importancia relativa de las vias paracelular
y transcelular en los movimientos de agua y soluto? y 4) ;Existen o no canales especificos para el
movimiento de agua?. El enfoque de los problemas antes expuestos permite diferentes aproximaciones
metodoldgicas que implican distintos niveles de complejidad estructural. Al avanzar en la diseccion

de los fenémenos en estudio pasaremos del nivel supracelular al celular, para llegar al subcelular y




por ultimo al molecular.

Para dar una respuesta inicial a los problemas antcs mencionados,utilizamos el estudio sistemitico

y paralelo de las propiedades de permeabilidad al agua y solutos en epitelios "in vitro", utilizando
dos modelos experimentales: el amnios humano y el yeyuno de rata. Luego, comparamos los
resultados obtenidos con los previamente informados por nuestro laboratorio para la vejiga urinaria
de anfibio. Estos estudios se centraron en el analisis de los mecanismos que regulan el balance
absorcion-secrecion y sobre el rol de las vias transcelular y paracelular en los movimientos de agua
y solutos.

La metodologia basica consistié en montar a los epitelios en estudio, entre dos cimaras de lucite,
lo que permite la medicién de los movimientos transepiteliales ionicos y moleculares, utilizando
marcadores radiactivos, asi como la medicion de los parametros eléctricos (diferencia de potencial,
conductancia y corriente de corto-circuito). Utilizamos, ademads, una técnica que permite controlar,

minuto a minuto, el flujo neto de agua transepitelial.

En una segunda etapa se procedio a la evaluacion de las permeabilidades osméticas y difusionales
al agua en ovocitos de anfibios. El objetivo de estas mediciones fue utilizar a este sistema como
modelo de expresion de las propiedades de permeabilidad. Esto se logra inyectando en el ovocito el
ARNmMm preparado a partir de determinado tipo celular, que posea la propiedad de permeabilidad en
estudio. Esta metodologia, basada en técnicas de biologia molecular, demostré ser una herramienta

adecuada para la expresion del canal de agua inducido por la presencia de la hormona antidiurética.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El movimiento de agua a través de las membranas celulares y de las estructuras epiteliales
es, desde hace mucho tiempo, un punto central cn el estudio de la fisiologia general.

Las investigaciones realizadas por Pfeffer (1877) sobre la 6smosis en plantas, estimularon al
fisicoquimico Van’t Hoff (1887) a postular una teoria fisica sobre el equilibrio osmatico, y
desde entonces numerosos autores elaboraron teorias alternativas para la descripcion del
movimiento de agua impulsado por gradientes osméticos, a través de membranas, 1as que
contindan hasta el presente.

Con el advenimiento, a partir de 1940, de moléculas de agua marcadas isotOpicamente, se
hizo posible el estudio de una nueva medida del transporte de agua: el flujo difusional a través
de membranas. Los formalismos de la termodindmica irreversible se agregaron al estudio del
movimiento de agua y solutos (Kedem & Katchalsky, 1958), surgiendo a partir de ellos, la
necesidad de responder a una serie de interrogantes respecto a: ;Es la principal via para el
movimiento de agua, hacia y desde las células, la bicapa lipidica?, o ;Existen poros
especificos?; si ocurre a través de poros, ;Cuadl es su nimero y tamafno?; (Es el movimiento de

agua a través de un epitelio primariamente paracelular o transcelular?. Para dar respuesta a estos




interrogantes se procedié al estudio de las permeabilidades al agua en membranas lipidicas
artificiales como asi también en sistemas bioldgicos simples (células aisladas) o complejos

(barreras epiteliales).

1.1 Estudio de la permeabilidad al agua en células aisladas

La caracterizacion de la permeabilidad al agua de una membrana es ain muy empitica. Se
estudian generalmente cuatro pardmetros: las permeabilidades osmoticas (Pf) y difusionales (Pd)
asi como su sensibilidad a agentes sulfidrilicos, los coeficientes de reflexion de los distintos
solutos y la energia de activacion (Ea) del transporte de agua.

El flujo neto de agua (JW) que atraviesa una membrana que separa dos compartimientos A
y B conteniendo cada uno los solutos i, resulta del efecto conjugado de la presién osmdética (Ar)

y de la presion hidrostitica (AP):
J,=Pf.S.V_/R.T.(AP-3o;. An)

donde Pf: coeficiente de permeabilidad osmdtica (en cm/s)
S: superficie de intercambio de la membrana (en cmz)
Vw: volumen molar del agua (18 cm3/mol)
R: constante general de los gases (1,9872 Kcal/mol.°K)

T: temperatura absoluta (°K)



o;: coeficiente de reflexion del soluto i. Este coeficiente toma valores que oscilan
entre 0 y 1 (Staverman, 1951), y permite cuantificar la semipermeabilidad de una membrana
para un soluto dado. Para un soluto impermeable, ¢; = 1; si existe una interaccion entre ¢l agua
y el soluto dentro de la misma via de pasaje, entonces 0 < g; < 1; y si la membrana cs tan
permeable al agua como al soluto, g; = 0.

En ausencia de un flujo neto de agua, es posible determinar la permeabilidad difusional de
la membrana (Pd), resultante de la agitacion térmica de las moléculas, mediante el agregado de
agua tritiada a uno de los dos compartimientos. La difusién del agua obedece a la primer ley

de Fick y el flujo de agua tritiada (3H20) se describe segin la siguiente ecuacion:
Jd = Pd . S. ((’H,0], - [°H,0]n)
Co T 27A 27'B

Se ha demostrado que la relacion Pf/Pd da informacion sobre la naturaleza de la via de pasaje
para el agua (Finkelstein, 1976; Solomon y col., 1983): una relacion Pf/Pd de 1 es caracteristica
de un pasaje por difusion simple a través de una bicapa lipidica; por el contrario una relacion
mayor que uno indica la existencia de poros ya sea de gran tamano, o bien estrechos pero con
varias moléculas de agua en fila india (single-file channel).

La energia de activacion (Ea) para el transporte osmoético y difusional esta dada por la

ecuacion de Arrhenius:

lnPi =Ea/RT+C




donde Pi es la permeabilidad hidrica considerada (Pf o Pd) y C es la constante de integracion

relacionada a la entropia.

Los conocimientos actuales sobre los canales hidricos provienen esencialmente de estudios
hechos en eritrocitos humanos. Muchos autores han observado que la permeabilidad osmdética
de los gl6bulos rojos es muy importante (200 um/s) (Macey & Farmer, 1970; Solomon y col.,
1983), comparada con aquella de las membranas lipidicas artificiales. A modo de comparacion,
la permeabilidad osmética de vesiculas que contienen lecitina y colesterol en igual proporcion
(1:1) es de 20 um/s. Debe destacarse que la permeabilidad de las bicapas lipidicas es totalmente
dependiente de la composicidn fosfolipidica y de los tenores de colesterol (Finkelstein, 1976).

Los eritrocitos humanos poseen una relacion Pf/Pd del orden de 5 (Paganelli & Solomon,
1957; Solomon, 1986) mientras que en las membranas artificiales este valor es de 1 (Cass &
Filkenstein, 1967); esta comparacion sugiere que la via de pasaje para el agua es diferente en
estos dos tipos de membranas.

Dos argumentos suplementarios apoyan la idea de la existencia de canales responsables del
transporte de agua a través de la membrana de los eritrocitos: 1) la permeabilidad hidrica de los
eritrocitos es inhibida, en forma reversible, por los agentes sulfidrilicos que contienen mercurio,
tales como el acido paraclorobencenosulfonato (pCMBS) (Macey & Farmer, 1970; Ashley &
Goldstein, 1981; Benga y col., 1982); 2) la energia de activacién para el transporte de agua a
través de la membrana del eritrocito (4,5 Kcal/mol) es préxima a la energia de activacion de Ia
difusion del agua en agua (Macey y col,, 1972; Benga y col., 1989), contrariamente a los

liposomas para los cuales la Ea es proxima a 10 Kcal/mol (Fettiplace & Hydon, 1980).



No obstante, la identidad molecular de los transportadores de agua es ain desconocida. Su
identificacion y clonado es muy complejo debido a la falta de inhibidores especificos, a la
relativa alta permeabilidad al agua de las membranas que no contienen canales especificos y a
la baja densidad de los mismos en las membranas en estudio. La microinyeccion de ARNm
obtenido a partir de sistemas que poseen transportadores para el agua (gldbulo rojo, vejiga

urinaria de anfibios), en ovocitos de Xenopus laevis constituyen en la actualidad una buena

herramienta para la caracterizacion de dichas proteinas (Takahashi y col., 1987; Hediger, 1988;
Zhang y col, 1990). Nosotros utilizamos este sistema para estudiar: 1- las permeabilidades
osmaticas (Pf) y difusionates (Pd) de los ovocitos nativos; 2- la variacion de estos parimetros
en funcion del agregado de iondforos especificos (anfotericina B, gramicidina); 3- la encrgia de
activacion (Ea) de estos pardmetros; 4- la inoculacion de los ovocitos nativos con ARNm
pr‘oveniente de la vejiga urinaria de anfibios; sistema conocido por la presencia de canales de

agua (Parisi y col., 1981).

1.2 Estudio de la permeabilidad al agua en barreras epiteliales

1.2.1 Las barreras epiteliales

Los tejidos epiteliales juegan frecuentemente el rol de barreras separando el medio interno
del medio ambiente (epitelios digestivos, renales, pulmonares y la piel) o dos compartimientos

del interior del organismo (plexos coroideos, epitelios glandulares). Los estudios realizados en



los dltimos afos han hecho avanzar en profundidad nuestro conocimiento sobre la fisiologia de
estas estructuras y es asi como [a idea primitiva de "drganos filtro" ha sido reemplazada por el
concepto que define a las barreras epiteliales como un sistema que regula, de manera compleja,
las relaciones y transferencias entre los compartimientos que separa.

Los epitelios son conjuntos de células unidas entre si por los llamados "complejos de union”
constituidos por tres tipos de elementos morfoldgicos: zénula occludens (tight junction), gap
junction y desmosomas (Farquhuar & Palade, 1963)

Como estructuras polarizadas, las barreras epiteliales presentan una organizacion celular y
tisular que permite el transporte vectorial de diferentes especies moleculares. Para ello. la
membrana plasmatica de cada célula epitelial es, en si misma, asimétrica. La superficie en
contacto con el interior del organismo, recibe el nombre de membrana basolateral, y es
estructural y funcionalmente diferente de aquella cn contacto con el medio externo, membrana
apical. Del mismo modo, todas las funciones vectoriales de los epitelios estan basadas en Ia
distribucion asimétrica de las proteinas de membrana que cumplen funciones de transportadores,
activos o pasivos.

La interaccién con los otros Organos de la economia se realiza por medio de diversos
mensajeros quimicos que llegan desde sitios mds o menos alejados, via la circulacion general,
o por mediacién nerviosa. Los mensajeros producidos por el epitelio actdan, a su vez. sobre
otros 6rganos u otras células del mismo tejido.

En lugar de examinar el movimiento de sustancias a través de una membrana plasmitica,
como ocurre al realizar estos estudios en células aisladas (glébulo rojo, axén gigante de

calamar); en un epitelio dicho transporte se efectia a través de dos membranas celulares en



serie, una con la otra, y con barreras adicionales, como lo son el citoplasma celular v las
membranas basales. Adn mds, la heterogeneidad de los tipos celulares que conforman Ia capa
epitelial y 1a presencia de rutas de transporte paracelular, hacen mas dificil la interpretacion de

los datos experimentales.

1.2.2 Epitelios "abiertos" y "cerrados”

Fromter y Diamond (1972) clasificaron a las barreras epiteliales como "abiertas" (tight) o
"cerradas" (leaky), tomando como criterio para ello la conductancia idnica transepitelial, 1a cual
estd ligada en gran medida a la naturaleza de las uniones estrechas. En base a ello los epitelios
abiertos son aquellos que presentan una alta permeabilidad pasiva a los iones, la cual se
manifiesta en una muy baja resistencia eléctrica transepitelial. Como consecuencia de ¢llo estos
epitelios poseen una baja diferencia de potencial eléctrico y poca capacidad de mantener
gradientes por transporte activo. Ejemplos tipicos de epitelios abiertos son el tibulo contorneado
proximal renal, el intestino delgado y la vesicula biliar.

Contrariamente, los epitelios cerrados ofrecen alta resistencia al paso de solutos, siendo poco
permeables y capaces de mantener gradientes transepiteliales (quimicos, eléctricos y osmdticos).
El tdbulo colector renal es un epitelio "cerrado" por excelencia, en este caso la gran resistencia
eléctrica de la via paracelular permite el desarrollo de importantes diferencias de potencial
transepitelial.

Entre estos dos extremos existe una variada gama de epitelios cuyas caracteristicas el¢ctricas




los hacen mds préximos a unos que a otros.

1.2.3 Caracteristicas de la permeabilidad al agua en los epitelios

Los movimientos netos de agua observados en los epitelios pueden ser divididos, de acuerdo

a sus origenes, en dos grupos principales:
1) las llamadas "transferencias isotdnicas", asociadas al transporte i6nico en ausencia de un
gradiente transepitelial (Sackim & Boulpaep, 1975; Diamond, 1979) y 2) el flujo neto de agua
dirigido por gradientes osméticos y de presion hidrostatica. En general existen acuerdos en
plantear que en los tejidos sensibles a la ADH el agua se mueve, impulsada por la presencia de
gradientes osméticos, principalmente por la via transcelular, estando la regulacién limitada por
la barrera apical (Parisi & Bourguet, 1983; 1985). Mucho menos claro es el caso de las
transferencias isoténicas, donde la importancia relativa de las vias paracelular y transcelular esta
atn en discusion (Fischbarg y col., 1985; Whittenbury y col., 1985).

Este ultimo interrogante ha sido de particular interés en el estudio de los epitelios llamados
"abiertos" (leaky). En combinacion con una alta permeabilidad a iones (y no electrélitos) poseen
a menudo, aunque existen excepciones, una alta permeabilidad al agua, haciendo al epitelio
también "leaky" para el agua.

Numerosos autores han establecido que los flujos pasivos de solutos en este tipo de epitelios
ocurren primariamente a través de las uniones intercelulares (Fromter, 1972; Wright & Pietras,

1974; Berry & Boulpaep, 1975) siendo esta, posiblemente, la principal via de pasaje para el
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agua. Esta propuesta ha sido revisada por Spring y col. (1983) quienes presentaron evidencias
para proponer a la via transcelular como principal sitio de pasaje del agua en epitelios "leaky".
Los argumentos utilizados para esta propuesta fueron los siguientes: 1) la fraccion del :ica total
de mucosa ocupada por las "tight junctions”" es pequefa, asi como lo son los valores del PE
estimados para las mismas; 2) la medicién de las permeabilidades de las membranas luminales
y basales serian lo suficientemente importantes como para explicar el movimiento de agua
transcelularmente (Spring, 1983). Debido a que las magnitudes de los valores de¢ Pt son
similares a aquellas obtenidas para bicapas lipidicas, no habria necesidad "a priori" de postular
la presencia de canales de agua para estos epitelios. No obstante, Wittembury y col., (1984)
describieron que el pCMBS causa una reduccion importante en los valores de Pl de la
membrana basolateral de los tibulos proximales de conejo, en simultaneo con un aumento en
la Ea, lo que indicaria la presencia de poros especificos de membrana.

A pesar de estas propuestas, muchos puntos importantes no estin atn aclarados: 1- ;Cuil es
el grado real de acople entre el movimiento de agua y solutos?, 2- ;Cual es el rol de los
gradientes osmdticos e hidrostdticos en los flujos observados?, 3- ;Cudl es la importancia
relativa de las vias paracelular y transcelular en los movimientos de agua y solutos?. Nosotros
utilizamos dos epitelios diferentes para dar una respuesta a estos interrogantes: El amnios
humano como modelo de epitelio "muy abierto" (very leaky); y el yeyuno de rata como maodelo
de epitelio "abierto" (leaky).

La figura 1 representa esquematicamente un epitelio ilustrando las posibles vias de pasaje
para el agua.

En condiciones fisiolGgicas, el agua generalmente fluye, en forma absortiva, de la cara
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mucosa (luminal) hacia la cara serosa (basal).

BORDE APICAL BORDE BASAL
(mucoso) (seroso)

AGUA
PARACELULAR y
AGUA
TRANSCELULAR ™ '

L ) cle:tpaclo

ercelular

|ntecu“0%['ular

FIGURA 1: Representacion esquemitica de un epitelio flustrando las vias de pasaje paracelular y
transcelular. Las estructuras subepiteliales del tejido, en serie con la capa epitelial no son ilustradas.

Si la misma ocurre via transcelular, el agua atraviesa la membrana mucosa, entra a las células,

y luego sale a través de las membranas basal o lateral (en este tltimo caso el agua entraria a

los espacios intercelulares, siendo esta segunda etapa del movimiento paracelular). Para Ja ruta

paracelular, el agua atraviesa la superficie mucosa a través de las uniones estrechas hacia el
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espacio intercelular, pasando a la solucién scrosa sin haber atravesado a las membianas

celulares.

1.2.4 Efectos de las capas no-mezcladas sobre las mediciones de agua

Debido a la complejidad de las estructuras epiteliales los resultados experimentales pueden
ser dificiles de interpretar. Existe, ademds de la estructura antes descripta, un efecto adicional
que lleva a la subestimacion de los parimetros medidos: las capas de agua no-mezcladas
propuesto por Dainty (1963). Se observa, en efccto, una capa de fluido perfectamente estitica
en contacto con la membrana donde la reparticion del soluto (o0 del solvente) no es homogénea.
La forma mds sencilla de incorporar este hecho en los cdlculos de las permeabilidades, es
suponer que existe una distancia , a partir de la superficie de la membrana, donde el {luido es
perfectamente homogéneo. La figura 2 muestra ¢l efecto de las capas no-mezcladas sobre los
flujos difusionales (A) y sobre los flujos osmdticos de agua (B). Puede observarse que cxiste
un perfil de concentracion para el agua tritiada,tanto en las capas no-mezcladas como dentro
de la membrana.

Por consiguiente, Ia diferencia de concentracion del agua marcada a través de la membrana
es menor que la presente en ambas soluciones, dando como resultado una subestimacion del

valor del Pd calculado, respecto al esperado en ausencia de dichas capas.
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FIGURA 2: Representaclon esquemitica de las capas no-mezcladas en la vecindad de una membran:a o de
un epitelio. (A) Flujo difuslonal y (BB) flujo osmdético. I espesor de Ias capas no-mezcindas en ambos lados
de 1a membrana estd representado por 81 y 52. A: Muestra el perfil de concentracion para el THO en las
capas no-mezcladas y dentro de la membrana. B: Una membrana separa dos compartimientos que conticnen
un soluto Impermeable de tal modo que la concentraciion C1l es mayor que C2, Pese a la agitacidn, existe ima
capa de fluido no mezclada en las vecindades de la membrana. El flujo de agua inducido por este soluto
disminuye la concentracién del soluto en la interfase membrana-compartimiento. La presién osmedtica gue
se ejerce realmente sobre el epitelio, 0 la membrana, es por consigviente inferior a la diferencin de

concentracién C2 - CI1.

El perfil de concentracion de un soluto impermeable dentro de una capa no-mezclada se
ilustra en la figura 2 (B). El soluto es arrastrado por el flujo osmético de agua ("sweeping mvay
effect") y su concentracion es por consiguiente menor en la vecindad de la membrana que en
los compartimientos que la banan. La presion osmdtica que se ejerce realmente solve la

membrana, estd disminuida y por consiguiente también lo estd el flujo de agua.
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Se ha observado que los efectos de las capas no-mezcladas son mas importantes sobie los
valores del Pd que del Pf (Berry y Verkman, 1988), siendo este altima subestimacion menor

cuanto mds débil es el gradiente osmdético utilizado.



CAPITULO 11

MECANISMOS PASIVOS DE TRANSFERENCIA. MODELO EXPERIMENTAL: I

AMNIOS ITUMANO

2.1 INTRODUCCION

Desde hace tiempo se intenta dilucidar un aspecto hisico, pero fundamental, del funcionamiento
del sistema materno-fetal que se refiere al balance hidrosmdtico del liquido amnidtico.

La cavidad amnidtica estd totalmente rodeada por un epitelio de tipo cibico simple, el amnios. que
descansa sobre una membrana basal (0,5 um de espesor); por debajo de ella se encuentra una
estructura homogénea (10-60 um) rica en coligeno y mucopolisacdridos. Le sigue una capa de tejido
conectivo laxo (20 um) que constituye el punto de conexion entre el amnios y el corion (plano de
clivaje).

"In vivo", la presion hidrostitica dentro de esta cavidad es de alrededor de 20 mmHg (26 cm de
agua) (Krantz, 1962). Existe ademds, un gradiente osmotico que oscila en los 20 mOsm. siendo
hipoténico el liquido amnidtico respecto del plasma materno y fetal (isosméticos, 280 mOsm).

Proximo al parto, el fluido amnidtico proviene casi ¢n su totalidad, de la excrecion urinaia fetal;
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la cual es cercana a los 700 cm® diarios de un liquido muy hipotdnico (100 mOsm). En 24 horas cerca
de la mitad de ese volumen es deglutido por el feto en forma isotdnica; por lo tanto la mitad
remanente deberd intercambiarse, indefectiblemente, para que la osmolaridad del liquido amnidtico
se conserve (Seeds, 1980; Ross y col., 1983).

No existen evidencias que demuestren un transporte activo de agua, la misma se mueve impulsada
por la presencia de gradientes osmoticos y/o hidrostiticos. Por consiguiente, la existencia de
movimientos netos de agua, entre la cavidad amnidtica y el compartimiento materno, obedece a
mecanismos pasivos.

De todo lo expuesto surge 1a necesidad de hallar un sitio de intercambio. Algunos autores le dan
preponderancia a la via pulmonar y a la red de capilares cutineos (Duenhoelter y Pritchard, 1976;
Seeds, 1980), aunque su contribucion es muy discutida. Otros muchos, sin embargo, consideran cada
vez mas la posibilidad de intercambio a través de las membranas placentarias (Page y col., 1974;
Minh y col., 1981; Raabe & Mc Coshen, 1986). La figura 3 muestra las posibles vias de intercambios
propuesta por Seeds (1980).

Estudios con microscopia electronica sobre el amnios humano (King, 1983), han descripto la presencia
de canales intercelulares entre las células epiteliales y la ausencia de uniones tight (zonula occludens).
Como consecuencia de estos estudios comienza a tomar importancia la via paracelular como posible
sitio de inlercambio de agua y pequenas sustancias en el epitelio amniotico. No obstante, las
evidencias citologicas no siempre se corresponden con los hallazgos fisiol6gicos; y no existen trabajos
que estudien la permeabilidad al agua y sus posibles vias de pasaje, siendo este el punto central de

nuestros estudios.
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FLUIDO AMNIOTICO

FIGURA 3: Esquema propuesto para las posibles vias de intercambio de agua y solutos entre el fluido amniético
y el plasma materno-fetal. 1) tracto respiratorio fetal; 2) orina fetal; 3) deglucion fetal; 4) membranas placentarias;
5) plato corionico; 6) piel fetal y 7) torta placentaria.

Los resultados presentados aqui muestran que la membrana amnidtica puede ser el sitio posible para
la disipacidn de los gradientes osmaticos existentes, entre las cavidades materno-fetal, siendo 1a fuerza
directriz la presion hidrostdtica fisiologica (aproximadamente 20 cm de agua) y el gradiente osmotico
presente (20 mOsm, lado amnidtico hipoténico). El principal camino disipativo parece ser la via
paracelular, siendo ademds sensible a los cambios de pH de las células epiteliales amniéticas.

Estas observaciones pueden ser relevantes para comprender la regulacion fisiologica y patofisiol 6gi-

ca del volumen del fluido amniético.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 El material biologico

Inmediatamente luego de partos normales a término, o de cesdreas, las membranas placentarias
fueron introducidas en una solucidon salina (NaCl 0,9%) a 4°C. Todo el procedimiento se desarrollé
en el menor tiempo posible (15 a 20 min) y una vez en ¢l laboratorio, se procedid a la separacién del

epitelio amnidtico del resto de las membranas placentarias, siguiendo su plano de clivaje.

2.2.2 Montaje de }a preparacion

El epitelio fue montado como un diafragma entre dos cimaras de lucite (tipo Ussing modificadas,
figura 4); delimitandose de este modo dos compartimicntos independientes: el compartimiento fetal
y el matemo. La superficie de intercambio entre ambos fue de 1,77 cmz. Las partes de la cdmara en
contacto con el tejido han sido previamente untadas con grasa siliconada para evitar daiiar Ia
preparacion. La fase materna del amnios reposa sobre una malla de nylon y es mantenida sobre ella
por medio de una presion hidrostatica aplicada sobre ¢l lado fetal (> 5 cm de agua).

Ambos lados del amnios fueron inicialmente bafiados con una solucién salina standard, ligera
modificacion de la empleada por Schwartz y col. (1977), la cual contiene (mM): NaCl 125; CaCl2

1,2; NaHCO, 25; glucosa 5; K21-1P04 2,5; KHZPO4 1, (pH 7,4). El tejido fue constantemente

3
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burbujeado con una mezcla de 95% O2 y 5% CO2 y la temperatura mantenida a 37°C mediante Ia
introduccion de la cdmara en un bano termostatizado.

En algunos experimentos, el medio de incubacion presentaba urea (6 mM) y albimina bovina
(2 g/, pero no se observaron diferencias significativas con aquellos en los cuales estos compuestos
no estaban presentes (solucidn salina standard)

En los experimentos en los cuales el bicarbonato fue reemplazado, se trabajé con soluciones de

hidroximetilaminometano (10 mM Tris-HCI, pH 7,2) y el tejido fue burbujeado con 100% de 02.

2.2.3 Dispositivo para la medicion de los flujos netos de_agua

El movimiento neto de agua (Jw) fue registrado minuto a minuto empleando la técnica de Bourguet
y Jard, 1964 (figura 4). El principio del dispositivo experimental es el siguiente: El lado mucoso
(fetal) estd en contacto con una cimara cerrada, la cual se conecta a un detector, que posee un capilar
enfrentado con un electrodo. Cuando se produce un movimiento neto de agua, a través del epitelio,
el lado cerrado pierde volumen y desciende el nivel del capilar presente en el detector. Esto pone en
marcha un dispositivo automdtico de reinyeccién que restablece el contacto. En este momento, el
detector recibe la senal de cierre del circuito y cesa la rcinyeccion. La cantidad inyectada (equivalente
a lo que pasé por la membrana) es registrada autom:iticamenie minuto a minuto. El método de

medicién descripto es muy preciso y la sensibilidad alcanza el orden de la décima de microlitro.
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FIGURA 4: Sistema de medicion del flujo neto de agua. EI mismo consta de un sistema automatico de deteccion

unido a un sistema de reinyeccion. La preparacién es colocada en cimara tipo Ussing y el movimiento neto de agua
se registra minuto a minuto.
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2.2.4 Estudio de la permeabilidad hidrostitica

La preparacion fue sometida a diferentes presiones hidrostiticas mediante la modificacién de Ia
diferencia de altura entre el detector y la cimara (Ah, figura 4). La presion fue aplicada sobre el lado

fetal (fisiologico) y se registraron los flujos netos de agua (J_ ) resultantes. Los mismos son descriptos

por la siguiente ecuacion:

J =L x AP

w phid
donde
J . . 2
w = flujo neto de agua (ul/min.cm®)
L ohid = coeficiente de conductibilidad hidriulica (ul/min.cmz.cm agua)

AP = diferencia de presion hidrostatica aplicada (cm de agua)

Si por filtracion solo se esta moviendo agua, o una solucién diluida, el J  puede ser expresado en
2 . . . 3
mol/cm”.min, teniendo en cuenta el volumen parcial del agua (VW = 18 cm™/mol). Se define entonces

el coeficiente de permeabilidad hidrostdtica (Phid’ en cm/s) segln la siguiente ecuacion:

donde

R = constante general de los gases (0,083 l.at/mol.°K)

T = temperatura absoluta (°K)
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De tal modo que Phid puede ser calculado a partir de 1a pendiente de la linea de regresidén obtenida

al graficar el flujo neto de agua vs. AP.

2.2.5 Estudio de la permeabilidad osmdtica

Los gradientes osmdticos transepiteliales fueron logiados por el agregado de distintas concentracio-
nes de Polietilenglicol (PEG PM 4000) o sacarosa, dcl lado materno.
Se registraron los flujos netos de agua (Jw) en funcion de la diferencia de concentracion aplicada

(AOsm) los que son descriptos por la siguiente ecuacion:

Jw =0 X Lposm x AOsm

donde
o = coeficiente de reflexion de Staverman

L coeficiente de conductibilidad osmdtica (;dlcmz.min.mOsm)

posm

AOsm = diferencia de osmolaridad (1 mOsm = 0,0224 atm)

p . . . 2 .
De manera aniloga a lo que se planted en el punto 2.2.4, si el Jw es medido en mol/cm”.min, ¢l

coeficiente de permeabilidad osmdtica (Poem) puede ser definido por la siguiente ecuacidn:

Posm = 9 % Lposm xRxT/V,



Este coeficiente estd expresado en cm/seg, y se calculd a partir de la pendiente de la linea de

regresion obtenida al graficar el flujo neto de agua vs. AOsm (figura 5).

Como las soluciones de PEG no tienen un compartimiento osmético simple, su osmolaridad no
puede ser facilmente determinada, por ejemplo, con estudios crioscOpicos. Para sobrellevar este
problema se utilizd un "osmdmetro bioldgico": la vejiga urinaria de anfibio estimulada con ADH
(oxitocina 10® M) y fijada con glutaraldehido (2%). Estd bien establecido que esta preparacién se
comporta como una membrana casi perfectamente osmética (Parisi y col., 1985), donde el coeficiente
de reflexion para la sacarosa y para el PEG son iguales a 1 (Pietras & Wright, 1975).

Se utilizaron soluciones de PEG y sacarosa con la misma concentracién molar y se testearon en
este sistema (experimentos pareados). El coeficiente osmético (g) para el PEG fue obtenido a partir
de la relacion entre los flujos osméticos observados cuando los gradientes fueron generados con la

misma concentracién (40 mM) de PEG y sacarosa: g = JW(PEG) / Jw(sac) = 2,6.

2.2.6 Estudio de la permeabilidad a la Sacarosa (P)

Los flujos unidireccionales de sacarosa fueron medidos siguiendo la técnica previamente descripta
por Parisi y col.(1979). Para llevar a cabo estas experiencias, se trabajé de manera habitual con la
diferencia de que al lado fetal de la cdmara (cerrado y mantenido a presién) se le agregé previamente
1 ,uCi/ml de sacarosa marcada con [14C]. El volumen del sector abierto de la cimara (lado materno)

fue completamente removido y reemplazado por un volumen equivalente de solucién salina fria, a

24



intervalos definidos. De cada fraccion removida se tomé una alicuota para su posterior medicién en
un contador B de centelleo liquido. La actividad especifica fue recalculada para cada periodo de un

minuto, teniendo en cuenta la transferencia de radiactividad previa. El estado estacionario se alcanzé

a los 10 minutos

En muchos experimentos se registraron en forma simultanea el Jw y la permeabilidad a la sacarosa

(Py).

2.2.7 Estudios asociados al cambio de pH del medio

En condiciones fisioldgicas, o sea, manteniendo bajo presién hidrostitica el lado fetal de la
membrana amnidtica, se estudié el efecto de disminuir el pH a valores entre 5,9 y 6,2 mediante el
burbujeo con una mezcla apropiada de CO2 y O2 al lado seroso o mucoso de la preparacion.

Se utilizaron dos tipos de buffer: Solucién salina standard (con bicarbonato) y solucion salina Tris

(sin bicarbonato).
Los estudios fueron realizados siguiendo las técnicas descriptas anteriormente con el fin de evaluar

el efecto de la acidificacion tanto sobre los JW (hidrostiticos y osméticos) como sobre la Ps'
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Medida de las permeabilidades hidrostiticas y osméticas en el

amnios humano

La figura 5 muestra un registro de los JW medidos minuto a minuto, bajo diferentes condiciones
experimentales. Las presiones hidrostdticas ( AP) fueron aplicadas del lado fetal y los gradientes

osmoticos (AOsm) fueron creados del lado materno, siempre en presencia de una presién hidrostitica

de 13 cm de agua.

A HioR )| : i : : E - : T3 '
(cu H’O):L 13 E 28 E 21 | 13 : 13 : L
A osm! : ' | ! : . ' % ':
(m Osm): 0 E 0 E 0 5 0 | 20 : : }
T MR 1 o
NN! NGl A " I “ml i

FIGURA 5: Registro minuto a minuto de los movimientos netos de agua (J ) a través del amnios humano. Las
presiones hidrostaiticas (Ahidr, cm de agua) fueron aplicadas del lado fetal. Los gradientes osmdéticos (AOsm,
mOsm) fueron creados por el agregado de PEG poly(etilen-glicol) o sacarosa del lado materno, en presencia de una
presion hidrostitica de 13 cm de agua. La altura de cada barra es proporcional al Jw existente en un minuto. Las
flechas superiores indican las distintas condiciones experimentales empleadas.
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Debe destacarse que los valores de JW no fueron diferentes cuando se utilizo 1a solucién Hepes-Tris

respecto a la que contiene bicarbonato (standard).

CuandoelJ  fue graficado en funcidn de la presién hidrostatica transepitelial aplicada (en ausencia
de otro tipo de gradiente), se observ una relacidn lineal (figura 6) y el coeficiente de permeabilidad

hidraulica (Phid) se calculd a partir de la pendiente de la linea de regresion. El valor obtenido fue,

en estas condiciones, 0,32 + 0,05 cm/s (n=10).
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FIGURA 6: Relacion entre el flujo neto de agua (Jw, #Vem®min) y la diferencia de presion hidrostitica aplicada
(AP, cm de agua). A partir de la pendiente de la recta se obtuvo el valor de Phidr. Los puntos representan la media
+ SEM para un n=10. Nétese la ausencia de un flujo de agua asociado a transporte (0,03 + 0,02 ul/cm*.min).
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A partir de la extrapolacién de la linea de regresion es posible calcular cial es la fraccion del flujo
neto de agua que estaria asociado al transporte de sales (le) (en ausencia de todo tipo de gradiente:
quimico, osmético e hidrostitico). El valor obtenido en este caso fue de 0,03 + 0,04 yl/cmz.min;

siendo no significativamente diferente de cero, lo que indicaria la ausencia de este tipo de transporte.

Debido a que el amnios es considerado un epitelio muy abierto (very leaky) (King, 1989), los
gradientes osmdticos fueron creados por el agregado de diferentes concentraciones de PEG
(PM=4000), molécula impermeable ya que su coeficiente de reflexion (o) es aproximadamente 1.
Cuando el JW se graficé en funcidon del gradiente osmotico aplicado (lado materno hiperténico), se
observé nuevamente una relacién lineal (figura 7). El coeficiente de permeabilidad osmética

(P PEG) fue calculado a partir de la pendiente de la linea de regresion y el valor obtenido, en

osm
estas condiciones, fue 0,015 + 0,002 cm/s, (n=10).

Cuando los gradientes osmoticos se crearon a través del amnios con concentraciones similares de
PEG o sacarosa, la relacion JW (PEG) /JW (sac) fue mayor que aquella observada en el caso de la
vejiga urinaria de anfibio fijada (en promedio: 5,2 vs. 2,6, ver materiales y métodos). Esto seria lo
esperado si el tejido tuviera una relativa alta permeabilidad a la sacarosa.

Para testear esta posibilidad, se midieron los flujos unidireccionales de sacarosa-[14C] y la

permeabilidad observada (Ps) fue de: (6,3 + 1,2) x 10'5 cm/s (n=4). Este valor es 100 veces mds alto

que aquel informado para la vejiga urinaria de anfibio (Pietras y col., 1975).
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FIGURA 7: Relacién entre el flujo neto de agua (Jw, [.Ll/cmz.min) y el gradiente osmdtico aplicado (AmOsm) del
lado materno. Los mismos fueron creados con PEG (20 mM). A partir de la pendiente de la linea de regresion se

obtuvo el valor del Posm (cm/s). Los puntos representan la media + SEM de 10 experimentos.
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2.3.2 Efectos de la acidificacion del medio

Como se senalé en materiales y métodos, un gradiente hidrostitico fue siempre aplicado en nuestras
condiciones experimentales. La tabla I muestra que la acidificacion del medio, en presencia de
bicarbonato, reduce significativamente el Jw observado ya sea en presencia de un gradiente
hidrostitico (13 cm de agua) o bien de un gradiente osmdético mds uno hidrostatico (20 mM de PEG

+ 13 cm de agua).

GRADIENTE n FLUJO NETO DE AGUA (ul/min.cm?)’

CONTROL BAJO pH DIFERENCIA

Osmdtico + 10 2,73+0,12 2,10+0,10 0,63+0,17*

hidrostatico

Hidrostatico 8 1,72+0,14 1,37+0,04 0,35+0,14*

TABLA I: Efectos de la acidificacién del medio sobre las permeabilidades osméticas e hidrostiticas: Flujos netos
de agua (ul/min.cm2) en condiciones controles (pH 7,4) y en condiciones experimentales (bajo pH = 6,5), en
presencia de bicarbonato. Los valores controles son la media de los flujos al estado estacionario medidos antes y
después de la acidificaciéon del medio. Los flujos a bajo pH son aquellos tomados 5§ minutos luego del cambio de
pH del medio. Gradiente hidrostatico: 13 cm de agua, Gradiente osmotico: 20 mOsm. * p < 0,05 Test de Student
para datos pareados.

La reduccion observada fue proporcional al Jw control, independientemente de la presencia o no
de un gradiente osmdtico. El estado estacionario se alcanz6 dentro de los 3 a 4 minutos y el efecto

fue totalmente reversible (figura 8).
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No se observaron diferencias significativas cuando se testearon los efectos de acidificacién ya sea

en el lado materno o fetal. La vuelta al pH control se obtuvo mediante el lavado con solucién salina

standard durante varias veces.

%
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80L - 100

160

FIGURA 8: Efectos de la acidificacion del medio sobre los flujos de agua. Los mismos fueron observados en
presencia de gradientes hidrostaiticos (circulos blancos) y osméticos (circulos negros). Los valores fueron calculados
como porcentaje de los controles. Los datos son la media de 4 experimentos en los cuales se poolearon los datos

de 5 mediciones consecutivas.
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Es generalmente aceptado que la sacarosa no se mueve transcelularmente y que la presién
hidrostitica puede solamente mover agua paracelularmente (Fischbarg y col., 1987). Para probar los
efectos comparativos del bajo pH sobre las vias paracelular y transcelular, se determinaron
simultineamente y minuto a minuto, el J, vy la sacarosa-[14C], en presencia de un gradiente

hidrostatico u osmético (figura 8 y tabla II).

GRADIENTE n Al, AP,
Hidrostatico 4 15,8+5,9 12,2+2,3
(p<0,05) (p<0,02)
Osmodtico + 4 18,2+8,2 16,6£5,6
hidrostatico (p<0,05) (p<0,05)

TABLA 1I: Efectos del cambio de gradiente sobre las vias paracelular y transcelular: Porcentaje de variacion del
flujo neto de agua (AJw) y de los flujos unidireccionales de sacarosa (AP ) inducidos por la acidificacién del medio
(plI 6,5) en presencia de bicarbonato. Gradiente hidrostdtico: 13 cmi; gradiente osmético: 20 mOsm.

Puede observarse que, en ambos casos, el porcentaje de reduccién en el J,yenla P inducidos
por la acidificacion del medio fueron similares.

Cuando el bicarbonato fue reemplazado por Tris, los efectos del pH no fueron significativos (JW
hidrostatico luego de variacion del pH: 93 *+ 8% del valor control, p > 0,5, n=5; JW osmotico luego

de variacion del pH: 95 = 3% del control p > 0,1, n=5).
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FIGURA 9: Efectos de la acidificacién del medio sobre el J, y el P,. La figura superior muestra el efecto del pH
sobre el J, (circulos lienos) y sobre los flujos unidireccionales de sacarosa (circulos abiertos), en presencia de un
gradiente osmético creado con una solucion 100 mM de sacarosa. La [igura inferior muestra los mismos paridmetros
medidos en presencia de un gradiente hidrostitico de 13 cm de agua. Los valores son expresados como porcentaje

del valor control.
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2.4 DISCUSION

Existen tres posibles vias para explicar el movimiento neto de agua observado en el amnios
humano: 1) la transcelular; 2) la paracelular; 3) la eventual existencia de un dano celular o cualquier
artificio debido a la manipulacién de la preparacion y el montaje (leaky).

Si aceptamos que ni el PEG ni la sacarosa entran a la célula (o=1 para la via transcelular) y que,
por definicion, el camino leaky no impide el paso de estas moléculas (0=0 para la via leaky); surge,
de los resultados presentados aqui, que la permeabilidad para la sacarosa es significativamente
diferente de cero en la via paracelular. El coeficiente de reflexion experimental para esta molécula
puede entonces ser calculado a partir de la siguiente relacién:

U sacyamnios/ ®EG)amnios) 2038 45
(Jw(sm:)vcﬁgu/ Jw(PEG)vejlgu) 0.77

0m=

La magnitud relativa del J , a través de las tres vias previamente mencionadas, no deriva
directamente de esta relacion. No obstante, la manipulacion del pH del medio, junto con los flujos
unidireccionales de sacarosa-[14C], fueron una herramienta importante para clarificar este punto
crucial.

Si nosotros aceptamos que, por definicion, la via leaky es insensible al pH del medio, es obvio que
las vias paracelular y/o transcelular son sensibles a la acidificacion. La importancia de la via leaky
puede ser inicialmente estimada a partir de la fraccién del flujo hidrostdtico insensible al pH, que fue

variable de amnios en amnios y fue menor en membranas obtenidas de cesireas (no obstante esta
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variaciéon fue menor que la obtenida en informes previos de Page y col., 1974). Nuestras
aproximaciones, centradas en el andlisis de la fraccién sensible al pH, nos permitieron sobrellevar
estos problemas experimentales.

Como se senalé previamente, es generalmente aceptado que la sacarosa no se mueve transcelular-
mente y que la presion hidrostitica puede mover agua solo paracelularmente (Fischbarg y col., 1987).
Nuestros resultados muestran reducciones proporcionales en el JW yenla PS medidas en presencia
de gradientes hidrostiticos u osméticos mds hidrostaticos. Esto sugiere claramente que, el flujo de
sacarosa (dirigido por arrastre de agua) y los efectos de pH tanto en los flujos hidrostaticos como
osmoticos, estan reflejando una modificacién de la ruta paracelular. Apoyan esta hipotesis los datos
presentados en la tabla III. De la misma surge que la relacion entre el J  calculado a partir de los
flujos de sacarosa-[14C] (conducidos por arrastre isosmotico de agua) y el JW medido en forma
simultdnea, fue 0,30 * 0,03. Cuando se realiza una comparacidn similar con los flujos inducidos por
la acidificacion del medio, el resultado fue: 0,30 + 0,09. Esto no estd lejos del valor esperado
(osac = 0,5) si el agua y la sacarosa se mueven por la misma via, sugiriendo que hay solamente una
via importante para el JW sensible al pH y mds probablemente localizada en la ruta paracelular. Ain
mds, cuando el porcentaje de variacion en el J  osmdtico inducido por una reduccion del pH del
medio (16,3 * 2,5%, n=4) se lo compard con el porcentaje de variacion en el Jw calculado a partir
de los flujos de sacarosa-[14C] (16,7 = 2,7%, n=4), no se observaron diferencias significativas (p >

0,1, n=4, tabla III).
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J,, osmético (ul/min.cm?)
Observado (1) Calculado (2) 2/1
J., pH 7,4 2,81+0,19 0,84+0,05 0,30+0,03
J, pH 6,5 0,46+0,07 0,14+0,02 0,30+0,09
(16,3%2,5)% (16,742, 7)%

TABLA 1II: Efectos del pH sobre las mediciones teéricas y observadas del movimiento de agua transepitelial. El
Jw observado fue registrado en presencia de un gradiente osmdtico generado con PEG 20 mM (lado materno
hiperténico). El Jw calculado fue obtenido a partir de los flujos unidireccionales de Sacarosa marcada, asumiendo
una transferencia isosmética. La segunda linea muestra la reduccion en el Jw (observado y calculade) cuando el
pll del medio fue llevado de 7,4 a 6,5 en presencia de bicarbonato (n=4).

Todas estas evidencias indican que entre las tres vias posibles a nivel transepitelial, la via
paracelular es la mas importante para los movimientos hidrostiticos y osmoéticos en el amnios
humano, como fue previamente sugerido por estudios morfoldgicos (Hoang-Ngoc y col., 1981). Si
aceptamos que la principal via para el pasaje de agua es la paracelular, se deberia concluir que esta
ruta debe ser sensible a los cambios de pH solamente en presencia de bicarbonato. Una buena
hipoétesis seria proponer que la permeabilidad paracelular, es regulada por el pH intracelular, siendo
la acidificacion del medio efectiva solo en presencia de un buffer permeable, como se reportd
previamente para la vejiga urinaria de anfibios (Parisi & Bourguet,. 1984).

Los valores del P

yP indicarian que la presion hidrostatica fue 20 veces mds efectiva que

hidr osm

el gradiente osmotico para mover agua a través del amnios. La razén de estas diferencias ain no esta

aclarada. No obstante, puede explicarse, al menos parcialmente, debido a que los valores de Posm
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estdn subestimados. Estas mediciones fueron hechas en condiciones de estado estacionario y fueron
probablemente afectadas por los fenémenos derivados de la presencia de las capas no-mezcladas:
"sweeping away" y "polarizacion del soluto" (Diamond, 1979) (ver pagina 14).

A pesar de ello nuestro andlisis previo no se ve modificado, ya que el flujo osmético total, asi
como la fraccion sensible a pH, serian proporcionalmente reducidas, mientras que la variacién relativa

no se ve alterada.

Por ultimo, podemos realizar una comparacién entre los valores obtenidos para el flujo neto de
agua y aquellos que ocurren en condiciones fisioldgicas normales. Si asumimos que el saco amniético
presenta una forma esférica (aproximadamente 10 cm de radio) y usando los datos obtenidos para el

J 1 Jw hidr.” Yn° puede ficilmente estimar el flujo neto de agua generado bajo gradientes

w osm Y ©
osmoticos e hidrostaticos en condiciones fisioldgicas en 24 hs.

El valor obtenido (900 ml) es compatible con aquel necesario para permitir la homeostasis
osmoética, considerando especialmente que las barreras en serie (corion, decidua, etc.) reducen las
fuerzas disipativas "in vivo". Podemos entonces concluir que el amnios seria el sitio donde ocurre la

homeostasis osmética. Trabajos previos (Page y col., 1974; Garby, 1957) no fueron concluyentes,

probablemente debido a la metodologia empleada para las mediciones del flujo de agua.
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CAPITULOQO 111

COEXISTENCIA DE MECANISMOS ACTIVOS Y PASIVOS DE TRANSFERENCIA

SIMULTANEA. MODELO EXPERIMENTAL: EL YEYUNO DE RATA.

3.1 INTRODUCCION:

El tracto intestinal constituye el sitio donde se completa la digestion de los alimentos y se realiza
la absorcidn de los productos finales que pasaran a la circulacion, para ser posteriormente distribuidos

en las células.
Las funciones mencionadas son posibles gracias a la complejidad estructural del intestino, que est4

conformado por numerosos tipos de tejidos y células, caracterizados por su heterogeneidad

morfoldgica y funcional.

3.1.1 Consideraciones anatéomicas

Una de las caracteristicas morfoldgicas de mayor importancia para la absorcidn intestinal, es la gran

superficie luminal del intestino delgado. La misma se debe, en parte, a la presencia de los pliegues
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de Kerckring que aumentan aproximadamente tres veces el drea luminal con respecto al drea serosa.
A ello debe agregarse la presencia de vellosidades luminales responsables de un aumento de casi 30
veces de la superficie de absorcion. Los estudios ultraestructurales (Desmet, 1977) han revelado la
existencia de proyecciones muy finas en la superficie luminal de las células epiteliales de la mucosa.
Estas formaciones son las denominadas microvellosidades, las cuales aumentan el drea absortiva de

la mucosa aproximadamente seiscientas veces respecto de la corresponderia a un cilindro liso

(figura 10).
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FIGURA 10: Representacion esquemitica de la mucosa intestinal de intestino delgado de rata. V, vellosidad; MV,
microvellosidades; C, cripta; N, filetes nerviosos; FML, fibrillas musculares lisas; Q, quelifero; Ve, vena; MM,

muscularis mucosae; S, submucosa; A, arteria; MC, miisculo liso circular. (Adaptada de Ruch, T.C. y Patton, H.D.
Physiology and Biophys, (1973) p. 67).
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La mucosa intestinal estd compuesta por una sola capa de células epiteliales cilindricas. Estas células
se forman en las criptas, invaginaciones dispuestas entre las vellosidades, para luego migrar hacia el
extremo de las mismas y en pocos dias descamar en la luz intestinal.

Las células epiteliales estin separadas entre si por los espacios intercelulares. No obstante, las
células vecinas se unen, a nivel del extremo apical,constituyendo las llamadas uniones estrechas, de
tal modo que la absorcidn intestinal puede llevarse a cabo transcelularmente o bien paracelularmente.

Otra caracteristica anatémica de gran importancia es la existencia de un sistema eficiente para el
drenaje del material absorbido por las células intestinales. En tal sentido cada vellosidad intestinal
contiene una red capilar que acarrea el material absorbido a la circulacién portal, ademds de un
quelifero central que recoge parte de este material, el cual es transportado por la circulacion linfatica
al circuito venoso. Esto estd favorecido por la presencia de fibrillas musculares y por la muscularis

mucosae subyacente (figura 10).

3.1.2 Transferencia de agua en el yeyuno de rata

El intestino delgado de rata reabsorbe y secreta cantidades sustanciales de agua (Ewe y col., 1988).
Estos movimientos se deben a una compleja interaccidon entre flujos de volimenes, pasivos,
dependientes de la presencia de gradientes hidrostdticos, osméticos y de aquellos, activos, asociados
al transporte de sales (Decker y col., 1981; Naftalin y col., 1985). Esta iltima fraccién constituye solo
una fraccién del movimiento de agua total existente. La importancia relativa de las vias paracelular

y transcelular, en el movimiento de agua, ha sido ampliamente discutida (Pappenheimer y col., 1987,
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Fischbarg y col., 1985) asi como la existencia o no, de canales especificos para el transporte de agua
en el borde mucoso (Van Heeswijk y col., 1986).

En el capitulo anterior mostramos que la acidificacion del medio modifica la transferencia de agua
en el amnios humano. Este efecto también fue hallado en otros epitelios (Parisi & Bourguet, 1984;
Parisi y col., 1986). La variacién puede deberse al bloqueo especifico de canales para agua (vejiga
urinaria de anfibio) o bien, a la modificacién de la permeabilidad al agua en la via paracelular
(amnios humano).

Nosotros presentamos aqui, evidencias experimentales que demuestran que la acidificacién del
medio también modifica, en presencia de bicarbonato, la permeabilidad al agua del yeyuno de rata
"in vitro". Los resultados obtenidos parecen indicar que ambas rutas, paracelular y transcelular, estin

involucradas en los movimientos de agua transepiteliales en estos tejidos.

3.1.3 Transferencia de solutos en el yeyuno de rata

Existen distintos mecanismos por los cuales ocurre la absorcion de Na* en las vellosidades del
intestino delgado. Uno de ellos, y quizis el de mayor importancia, es el transporte electroneutro de
sodio y cloruro. Estudios realizados en vesiculas de ribete en cepillo intestinal, indican la existencia
de un doble intercambio, con igualdad estequiométrica, de NatH* y Cl-fHCO3' (Liedke y Hopfer,
1982, 1 y II). Otro mecanismo importante de absorcién de sodio en el intestino delgado, esta
relacionado con el transporte de azlcares y aminodcidos, a través de los transportadores de

Na+/glucosa y Na*/aminodcidos (Gray, 1975; Crane, 1975; Cook, 1980).
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La fuerza impulsora para que ocurran estos procesos es,la existencia de un gradiente electroquimico
para el sodio entre el exterior y el interior celular. El mismo es mantenido por la presencia de las
bombas Na'/K*-ATPasa presentes en la membrana basolateral.

El aumento de la concentracién intracelular de nucleétidos ciclicos y /o Ca'?, inhibe la entrada
de CINa e "in vivo", aumenta la secrecién de Cl y HCO3' (Guerrant, 1983; De Jonge, 1984). Los
nucledtidos ciclicos pueden ser activados por protein-kinasas especificas del tipo A o G. Pueden
también liberar Ca** de los depésitos intracelulares y modificar los mecanismos de transporte pot
medio del mismo Ca” ' o de kinasas activadas por calmodulina.

El intestino delgado de la mayoria de los mamiferos también posee mecanismos secretorios (Field,
1981), los cuales funcionan normalmente en niveles basales muy bajos. Un ejemplo de ellos es la

secrecion de Cl™ que se realiza en las células de las criptas intestinales a través de canales especificos

(Fondacaro, 1986).

3.1.4 Estudios de "adaptacion" sobre los procesos de transporte

El término "adaptacion" es ahora considerado como un prototipo para el estudio de las influencias
externas sobre los procesos de transporte de membrana.

Los estudios sobre 1a "adaptacion al potasio" han revelado una relacién entre estructura y funcion
celular que aumentaron nuestros conocimientos sobre como los mamiferos se adaptan a cambios en

su dieta como también a aquellos que ocurren en el medio que los rodea. Estos estudios han descripto
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también la influencia de una regulacién hormonal (mineralocorticoides) sobre la funcidn epitelial
(Haysllet y col., 1980).

Contrariamente a lo que ocurre en el colon, el yeyuno absorbe potasio en el estado basal. La
adaptacion a una dieta rica en potasio no modifica el transporte de dicho ion en estos tejidos y
ademds, no fueron detectados cambios en la diferencia de potencial transepitelial ni en la actividad
de la Na*-K*-ATPasa como aquellos descriptos para el intestino grueso (Hayslett & Binder, 1982).
En animales adaptados a una dieta deficiente en Na+, donde se induce también el hiperaldosteronis-
mo, se describio el desarrollo de una absorcion de sal y fluido sensible al amiloride en intestino
delgado de rata (Wright y col., 1971).

Nosotros estudiamos los efectos de una dieta rica en potasio sobre una funcién fundamental del
intestino delgado (yeyuno) de rata: la transferencia transepitelial de glucosa. Los resultados muestran
que existe un aumento en el transporte de la D-glucosa en las ratas sometidas a una dieta rica en K*

y que este efecto es sensible a la accion del amiloride (10'5 M).

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 El material empleado

Se utilizaron ratas Wistar macho cuyos pesos oscilaron entre 250-300 g. Las mismas, previamente

a las experiencias, fueron mantenidas en bioterio a temperatura adecuada y con acceso a una dieta
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standard "ad libitum".

En aquellos experimentos donde se tested el efecto de una dieta rica en potasio (HKD), los
animales fueron colocados en jaulas individuales y separados en dos grupos de acuerdo al tipo de
dieta: GRUPO 1) animales controles, dieta standard que contiene, por analisis, 0,2 mg de potasio por
gramo de alimento (promedio diario de ingesta de potasio 4 mEq); GRUPO 2) animales experimenta-
les, dieta standard con el agregado de KCl hasta una concentracion final de 1,72 mEq/gr (promedio
diario de ingesta de potasio 39 mEq). El agua fue provista en forma continua a ambos grupos durante

los siete dias de adaptacion.

3.2.2 Metodologia de trabajo

Los animales fueron sacrificados con un golpe en la cabeza; se realiz6 luego una incisién en la
pared abdominal para acceder a la remocion de la segunda porcion del intestino delgado: el yeyuno.
Se lavé luego el tejido con solucidn salina (NaCl 0,9%) para eliminar de este modo todo tipo de
deshecho. El yeyuno fue abierto por su borde mesentérico y lavado con una solucién salina standard
(rata) que contiene (mM): NaCl 116; NaHCO3 25; MgCl2 1,2; CaCl2 1,2; KZHPO4 2,4; KHZPO4
0,4 y glucosa 25 (pH 7,4).

Cuando el sodio fue eliminado del medio, se empled una solucién salina cero sodio (ONa), la cual
contiene (mM): Cloruro de colina 130; CaCl2 2,5; MgCl2 2,2; K.ZHPO4 1,1; KHZPO4 0,2; NaHCO3
2,5 y glucosa 25 (pH 7,6).

En algunos experimentos el Tris-Hepes reemplazé al bicarbonato, utilizdndose, en este caso, una
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solucién salina Hepes-Tris que contiene (mM): NaCl 116; Tris 2,5; Hepes 12,5; MgCl2 1,2; CaCl‘,Z
1,2; KZHPO4 2,4; KHZPO4 0,4 y glucosa 25 (pH 7,4). En otros la solucidn Tris-citrato (20 mM,
pH 5) se empled en el baino mucoso.

Todas las soluciones fueron mantenidas a 37°C y burbujeadas constantemente con una mezcla de
95% O2 -5% CO2 (solucidn salina standard rata), o 100% O, (solucién salina Tris-Hepes).

En los experimentos realizados en presencia de gradientes osméticos, las soluciones hiperténicas
fueron creadas por el agregado de PEG (polietilenglicol) PM = 4000 (ver Materiales y Métodos 2.2).

Dos fragmentos consecutivos (5 cin cada uno) se montaron como un diafragma entre dos cidmaras

de lucite como se describio anteriormente (Superficie de intercambio 1,2 cm2).

3.2.3 Medicion de los flujos netos v unidireccionales de agua y manitol

La metodologia utilizada para la medicion de los flujos netos de agua (Jw) fue idéntica a la
descripta en el Capitulo II.

Para determinar las permeabilidades difusionales al manitol (PS) y al agua (P ), se midieron los
flujos transepiteliales con Manitol-[14C] y 3H20 a intervalos de 5 minutos. Las trazas radiactivas
fueron agregadas del lado mucoso del yeyuno y el volumen del lado seroso se removié completamen-

te y se contd en un contador B de radiactividad.
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3.2.4 Medicion de parimetros eléctricos

Los pardmetros eléctricos medidos fueron: la diferencia de potencial (dP), la corriente de corto-
circuito (CCC) y la resistencia (R) transepitelial.

Las diferencias de potencial transepitelial fueron medidas rutinariamente como fue previamente
descripto por Escobar y col. (1990). Se utilizaron puentes de agar conectados a hemiceldas de calomel
y ubicados adyacentes a la preparacion. La composicidn de los puentes fue similar a 1a solucién que
bana al tejido (3% p/p)

La corriente de corto-circuito (CCC) fue medida utilizando un segundo par de electrodos de Ag-
AgZCl colocados en forma adyacente a la preparacidn, los cuales se unieron a una fuente de corriente
continua. La corriente inyectada es proporcional al flujo de iones existente en la preparacion (Ussing
and Zerhan, 1957).

La resistencia del tejido se calculd a partir de los pardmetros antes enunciados aplicando la ley

de Ohm.

3.2.5 Medicion de las transferencias de D-glucosa, L-glucosa y Na?? en tejido entero

La figura 11 muestra el dispositivo utilizado para las mediciones de los flujos unidireccionales en
el intestino delgado de rata. Este sistema de vidrio sirvié como soporte, de tal manera que uno de
los extremos del tejido fue cerrado con una ligadura y el otro quedaba abierto para permitir de este

modo tener acceso a la luz intestinal.
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Los sacos de yeyuno fueron llenados con 250 ul de solucion salina standard (rata), con trazas
radiactivas, e incubados en tubos de ensayo que contenian la misma solucién. Las preparaciones se
mantuvieron a 37°C y se tomaron muestras del lado seroso cada 5 min. El burbujeo se realizé con
una mezcla de 95% de O2 y 5% de CO2 .

Los sacos de yeyuno fueron transferidos cada 5 minutos a un nuevo tubo de vidrio que contenia
la solucidn salina fria (sin trazas de radiactivo). Las actividades acumuladas en el bafio seroso se
determinaron por centelleo liquido para el [3H] y [14C] y por centelleo sdlido para el caso de [22Na],
con las correcciones adecuadas por reinyeccion y quenching.

Para la medicion de los flujos unidireccionales con moléculas radiactivas se utilizaron:
D-glucosa[3H] y L-glucosa[14C] 0 D-glucosa[3H] y sacarosa[14C], las cuales se agregaron a la
" solucién mucosa en una concentracién final de 1u4Ci/ml, al comenzar el experimento.

En otras series experimentales se midieron simultdneamente flujos unidireccionales de
D-glucosa["H] y [**Na.

Debido a que la superficie real de la membrana no es ficil de estimar en el yeyuno, por la
presencia de vellosidades y microvellosidades,las permeabilidades de la D-glucosa, L-glucosa,
sacarosa y Na fueron expresadas por el coeficiente de transferencia K, que representa la fraccion de
las moléculas radiactivas totales, presentes en el baiio mucoso, que se transfieren por minuto en cada
fragmento de yeyuno. La actividad especifica dentro de cada saco fue recalculada luego de cada

periodo de 5 minutos, teniendo en cuenta la transferencia previa de radiactividad.
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FIGURA 11: Esquema del dispositivo utilizado para la medicion de los flujos unidireccionales en tejido entero.

3.2.6 Preparacion de vesiculas de membrana apical de veyuno de rata

Las vesiculas del ribete en cepillo fueron preparadas a partir de los enterocitos de rata, segin la
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técnica descripta por Kessler y col. (1978).

Tras el sacrificio del animal con un golpe en la cabeza, el yeyuno fue removido y lavado con
solucidn salina (NaCl 0,9 %; Azida sddica (NaN3) 0,01 %) y mantenido a 4°C. A continuacién el
tubo intestinal fue evertido con la ayuda de una varilla de 2,5 mm de didmetro. Se procedié luego,
a la extraccion de las células mucosas (scrapping), y se las colocd en una solucién de homogeiniza-
cion (Manitol 50 mM; EGTA 5 mM; TRIS/HCI 2 mM; Azida sédica (NaN3) 0,01 %; fenil-metil-
sulfonil-fluoride (PMSF) 0,1 mM en etanol; pH 7,1). Se homogeneizaron durante dos minutos a
mixima velocidad (Waring Blendor) y, el homogenato celular fue incubado durante 20 minutos en
presencia de MgCl2 (10 mM) a 4°C. Esta etapa permite la agregacion de las membranas de origen
no apical (Kessler y col., 1978). Posteriormente se centrifugd el homogenato a 3000 x g durante 15
minutos, lo cual permiti$ eliminar los agregados de membrana y deshechos celulares. El sobrenadante
se centrifugé a 27.000 x g durante 40 minutos. El precipitado fue resuspendido en un volumen
definido de buffer experimental (Manitol 50 mM; TRIS/HEPES 10 mM; Azida sédica (NaN3) 0,01
%; pH 7,5) y homogeneizado en un potter de teflén. Se centrifugd luego, a 800 g durante 15 minutos.
Finalmente, se centrifugd el sobrenadante a 27.000 g durante 45 minutos.

El precipitado, que contiene a las vesiculas, se resuspendié en 0,5 - 1,2 ml de solucién de
incubacién (Manitol 50 mM; TRIS/HEPES 10 mM; glucosa 0,1 mM; glucosa 3H 10 uCi/mi;
valinomicina 5 ug/ml; CINa o CIK 100 mM). La concentracién proteica utilizada fue de 20 + S
mg/ml. Las vesiculas obtenidas en este tipo de preparacion se cierran en el 97% de los casos.
Ademds, el 89% de las vesiculas conservan su orientacion fisioldgica, es decir, la fase apical de la

membrana mira hacia el exterior de la vesicula (Vénien y col., 1988).
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3.2.7 Mediciones de transporte

Para realizar las mediciones de transporte de glucosa se prepararon dos series de tubos Kahn con
180 ul de la "solucién de incubacién". A tiempo "cero" se agrega a cada tubo, 20 ul de la solucién
vesicular, previamente tratadas con valinomicina (1,5 uM).

Transcurrido el tiempo de incubacidn, la suspension de vesiculas es colocada sobre un filtro
Milipore conectado a una bomba de vacio, sobre los cuales son retenidas (Hopfer, 1973). La captacion
es detenida por el agregado de una solucién de frenado (Manitol 50 mM; TRIS/HEPES 10 mM; NaCl
o KCI 100 mM) a 4°C. El filtro es ripidamente removido e introducido en un frasco de contaje con

liquido de centelleo. Cada tiempo de incubacién se realiza por triplicado.
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CELULAS EPITELIALES
HOMOGENATO CELULAR (*)
Q MgQl (10 mM) 20 min a 4°C

3000 g (15 min)
\\

D

PREC]PITADOA SOBRENADANTE 1

(j 27.000 g (40 min)

’-'/
PRECIPITADO 2 < T

SOBRENADANTE 2 (*)
G + 60 m] buffer experimental
800 g (15 min)

L/ \\\5

PRECIPITADO 3 SOBRENADANTE 3

<] 27.000 g (45 min)
SOBRENADANTE 4 < B PRECIPITADO 4

VESICULAS

FIGURA 12: Resumen esquemitico de la técnica de preparacion de vesiculas de ribete en cepillo de intestino de
rata. Los asteriscos (*) indican los pasos en los cuales se procedié al dosaje proteico, segiin técnica empleada por
Lowry (1951).
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3.3 RESULTADOS

I. TRANSFERENCIA DE AGUA EN EL YEYUNO DE RATA

3.3.1. Estudio de las permeabilidades hidrostiticas y osméticas: Efectos de la remocion del sodio

La figura 13 muestra el flujo neto absortivo de agua (Jw) observado, al aplicar diferentes presiones
hidrostéticas (AP en cm de agua) al lado mucoso de la preparacion. Se estudid, simultineamente, el
efecto de la remocidn del sodio tanto en el bafio mucoso como en el seroso.

Como puede observarse, existe una relacion lineal entre el fluido absorbido y la diferencia de
presion en ambos casos. Los coeficientes de permeabilidad hidrostitica (P,,,,) se estimaron a partir
de la pendiente de la linea de regresion (Tabla IV). La ordenada al origen representa en este tipo de
grifico el flujo neto de agua asociado al transporte, en ausencia de todo tipo de gradiente: quimico,

eléctrico u osmotico (Escobar y col., 1990).

La tabla IV muestra que el P,;,, en ausencia de sodio, fue significativamente mayor que el obtenido
en condiciones controles (con sodio). Simultineamente, el flujo neto de agua (absortivo), que tiene
un valor positivo en condiciones controles (0,086 * 0,0024 yl/cmz.min), no es significativamente

distinto de cero en ausencia de sodio (-0,044 *= 0,031 ,ul/cmz.min) p < 0,05.
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FIGURA 13: flujo neto de agua (]
(0 Na), O= control con sodio (n=8).

en funcién del AP (cm de agua) en el yeyuno de rata.@= sin sodio (n=5)
»s valores del Jw en ausencia de gradiente (AP = 0) se obtuvieron a partir de
las correspondientes lineas de regresion.
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CONDICION Py Jon P.. dp

CONTROL 0,052+0,011* 0,086+0,024* 0,0069+0,0014 1,7+0,4*
(n=8) (n=8) (n=12) (n=6)

0 Na* 0,278+0,054 -0,044+0,031 0,0059+0,0012 0,320,5
(n=5) (n=5) (n=5) (n=6)

TABLA IV: Permeabilidad hidrostitica (I’,,,,, cm/s); perineabilidad osmoética (Posm, ¢cm/s); flujo neto de agua
asociado al transporte (J., ul/cmimin) y diferencia de potencial (dp, mV) medidos en el yeyuno de rata. La
condicion control responde a la presencia de solucién salina standard rata en ambos lados de la preparaciéon. En
la condicion O Na+ el ion sodio fue reemplazado por colina en ambos lados del tejido.

El * indica los valores significativamente diferentes con un p < 0,05 (Test de Student para datos pareados).

La figura 14 muestra el Jw observado en funcion del gradiente osmético aplicado (AmOsm), tanto
en presencia o ausencia de sodio. Los gradientes osmdticos se crearon por el agregado de diferentes
concentraciones de PEG (0-40 mM), a la solucién salina standard. A partir de l1a pendiente de Ia linea
de regresion se calculd el coeficiente de permeabilidad osmética (P,,,) cuyo valor se indica en la
Tabla IV. En experimentos pareados se creé el mismo gradiente osmético (40 mM) en presencia y
en ausencia de sodio. No se observaron diferencias significativas entre ambos flujos netos de agua
(Jw control: 0,318 + 0,026 yl/cmz.min; sin sodio: 0,323 + 0,034 ,ul/cmz.min; diferencia media: 0,005

* 0,043 pl/min. cmz)
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FIGURA 14: Flujo neto de agua (J

en funcién del gradiente osmdético aplicado. El gradiente se creé por el
agregado de PEG (0-40 mM) al lado seroso de la preparacion®@= sin sodio (0Na),O= con sodio (con sodio).
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3.3.2 Efectos de la acidificacion sobre los {lujos hidrostiticos

La figura 15 muestra otra serie experimental en la cual se midieron simultineamente los flujos
netos de agua (J ) y la permeabilidad difusional (P, ). Este dltimo pardmetro fue medido mediante
la utilizacién de agua tritiada como marcador. Los experimentos (n=6) se llevaron a cabo con
soluciones standard de ambos lados del tejido y a una P de 13 cm de agua (lado mucoso positivo).

Cuando el pH seroso fue llevado a 6,2, por el burbujeo de una mezcla apropiada de 02 - COZ’ se

observé una disminucion significativa en el Pw’ simultdnea con un aumento transitorio y significativo,

enel J  (TablaV y figura 15).
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FIGURA 15: Flujo neto de agua (Jw) y permeabilidad difusional al agua (Pw) en funcién del tiempo y de la
acidificacién serosa. Los experimentos fueron realizados en presencia de bicarbonato en el medio de incubacién.
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3.3.3 Efectos de la acidificacion sobre los flujos osmoticos

La figura 16 muestra otra serie experimental donde el J  y la permeabilidad al manitol (PS) fueron
simultineamente medidos (n=8; solucién salina standard en ambos lados del tejido). En estas
experiencias, y luego de un periodo control inicial (AP=13 cm de agua, lado mucoso positivo), se cred
un gradiente osmético transepitelial (PEG 40 mM seroso). Esto conduce a un aumento importante en
el Jw sin modificacion de la permeabilidad al manitol. Cuando el pH fue llevado a 6,2, aparece una
disminucion neta y reversible en el Jw, paralela a un aumento, también reversible, en el Ps (valores

medios en tabla V).
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FIGURA 16: Flujo neto de agua (J,) y permeabilidad al manitol (I’,) en funcién del tiempo. La acidificacién se
logré mediante el burbujeo de 95% CO, y 5% O, en el lado scroso del epitelio. Estos experimentos fueron
realizados en presencia de un gradiente osmético (PEG 40 mM).
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Para testear el posible rol de la reduccidn de la tensién de oxigeno en los resultados observados, se
utiliz6 una mezcla de 5% O2 - 95% N2 en experimentos controles durante 30 minutos. No se
observaron cambios significativos ni en los flujos netos de agua ni en la permeabilidad al manitol

(P > 0,5, n=4).

pH 7,4 (1) pH 6,2 (2) pH 7,4 (3) 2-1 32
P, (bic) 7,740,14 6,67+0,11 7,44:0,05 | -1,0740,16*** | +0,77+0,12***
J, hid (bic) 0,252:0,009 | 0,347:0,013 | 0,260£0,013 | +0,09+0,015** | -0,087+0,018*
J, osm (bic) 0,563£0,024 | 0,287+0,017 | 0,519:0,024 | -0,28+0,03** | +0,23x0,03**
P, (bic) 0,530:0,030 | 1,300£0,040 | 0,660:0,021 | +0,77£0,05** | -0,64:0,05**
J,, osm (tris) 0,430:0,024 | 0,33520,009 | 0,339:0,10 | -0,095:0,093 | +0,004+0,013

TABLA V: Efectos de la acidificaciin del medio. El efecto del pH fue medido sobre: Ia permeabilidad difusional
al agua (P, x 10°, cny/s); el movimiento neto de agua en presencia de un gradiente hidrostitico de 13 cm de agua
(Jwpia); €] movimiento neto de agua en presencia de un gradiente osmético de PEG 40 mM (J,...) medidos en
plcm’.min; y Ia permeabilidad al manitol (’s x 10* cm/s). bic= buffer con bicarbonato (25 mM); Tris= bufTer
HEPES/TRIS, sin bicarbonato.

*p <005 ** p <0,02; *** p < 0,00], test de Student para datos pareados.

3.3.4 Relacion entre el efecto de pI{ vy la presencia de bicarbonato

En una dltima serie experimental se estudio el rol de la solucion buffer empleada sobre los efectos
del pH (figura 17). Se registraron los J_, en dos fragmentos del mismo tejido (n=6) uno en solucién
standard (con bicarbonato) y el otro en ringer Hepes/Tris. Es claro que el efecto de la acidificacion

sobre el JW se observd unicamente en presencia de bicarbonato.
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FIGURA 17: Flujo neto de agua en funcion del tiempo. Se estudiaron los efectos de la acidificacién sobre los flujos
utilizando diferentes soluciones de incubacién. ® Con bicarbonato ; Acon HEPES/TRIS.

En otra serie experimental se incubaron dos fragmentos del mismo tejido uno entre dos soluciones
de Hepes/Tris, pH 7,4 (control) y el otro en presencia de esta solucién serosa y de Mes/Tris, pH 5
en el lado mucoso. Se observé que en estas condiciones no hay cambios ni en la permeabilidad
hidrdulica ni en la respuesta osmética por el agregado de PEG 40 mM al lado seroso (control:

- - i em- : = =
J = 0,22 £ 0,10, onsm = 0,44 + 0,12 zl/min.cm™; MES/TRIS: thidr = 0,25 + 0,11, onsm =

whidr
0,41 + 0,13 ul/min.cm?).
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3.3.5 Efecto del PCMBS sobre el movimiento de agua

El para-cloro-mercuryl-benzoato (pCMBS) bloquea la permeabilidad al agua en diferentes barreras
epiteliales (Ibarra y col., 1990; Whittembury y col, 1984). Para testear el efecto de este agente en el
yeyuno de la rata,se utilizaron dos fragmentos del mismo intestino (datos pareados), uno en presencia
de 5 mM de pCMBS en el bafio mucoso y el otro en condiciones controles. Debido a que la accién
del pCMBS se observa relativamente a bajos pH se utiliz el ringer Mes/Tris, no permeable (pH 5)
para separar el efecto del pH del de pCMBS. Este medio se agregd del lado mucoso de la
preparacion, ya sea en ausencia (control) o en presencia de pCMBS.

Los resultados indican: 1) un aumento significativo del flujo hidrostitico en presencia de pCMBS
(control: 0,253 * 0,075 ; pCMBS: 0,568 + 0,103, diferencia media 0,315 * 0,127 yl/min.cmz, p <
0,05 n=5) y una reduccion en la respuesta osmotica (control: 0,352 + 0,035; pCMBS: 0,139 * 0,06;

diferencia media: 0,213 + 0,069 ,u[/min.cmz. n=5, p < 0,05,

II. TRANSFERENCIA DE GLUCOSA Y SODIO EN YEYUNO DE RATA

3.3.6 Flujos transepiteliales de D-glucosa y L-glucosa

Se estudiaron las transferencias de Ly D-glucosa tanto en yeyuno de ratas controles, como de

aquellas adaptadas a una dieta rica en potasio (HKD, high potassium diet). Como puede observarse
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en la figura 18 existe un aumento en la captacion de D-glucosa en las ratas HKD. Es evidente que
la dieta alta en potasio no aumenta la transferencia de glucosa en todos los casos (Tabla VI). De
ahora en adelante llamaremos '"ratas adaptadas al K™ a aquellas en las cuales la transferencia de

> g1 (et valor medio observado para los animales controles

D-glucosa fue superior a 13,2 x 10
mds/menos dos veces el desvio standard es (7,39 + (2,92 x 2) = 13,2).

Teniendo en cuenta este criterio se dividieron a los datos obtenidos en ratas HKD en dos grupos:
1) aquellos sacos de yeyuno que muestran transferencia de D-glucosa al nivel de los animales
controles (X * S.D) y; 2) aquellos de ratas "adaptadas al K™".

Ya que el amiloride tiene un efecto especifico sobre el transporte de sodio en ciego de ratas HKD,
estudiamos el efecto de este diurético sobre la captacién de sodio asociada a glucosa. Como era
esperable, el agregado de amiloride (10'4 M) no modificé los movimientos de D-glucosa ni L-glucosa
en los animales controles (figura 18a). En el caso de las ratas HKD, se observé una diferencia clara,
con respecto a la accion del amiloride. El grupo cuyos valores de captacién de glucosa estaban dentro
del rango control (Figura 18b) no fue sensible a este diurético. El grupo de ratas "adaptadas” (figura
18c), mostré una reduccién significativa (a los valores controles) en presencia de amiloride tanto para
la D-glucosa como para la L-glucosa (Tabla VI). La inhibicién fue también importante a concentracio-
nes de 10 M (-75 £ 11%, n=6), pero no se observé a 10% M (+20 = 12%, n=6).

En otra serie experimental se midieron simultdneamente las transferencias de d- glucosa y sacarosa

en animales controles y en "ratas adaptadas al K ". Los resultados obtenidos muestran que la

transferencia de sacarosa es similar a la de L-glucosa (Tabla VI).
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FIGURA 18: Coeficientes de transferencia (K) para Ia D-glucosa y L-glucosa en funciin del tiempo.

a) ratas controles, b) ratas IIKD "no adaptadas”, c) ratas HKD "adaptadas”. Se estudio el efecto del amiloride
sobre estos parimetros (10-4 M). * p < 0,01 (Test de Student para datos pareados, t=5,36; n=15. ** p < 0,01
(t=4,73; n=15).

Las transferencias de L-glucosa y sacarosa probablemente muestren el movimiento paracelular
(Parisi & Cansela, 1988), mads el eventual "leak" debido a la muerte o dano celular. La diferencia
entre D-glucosa y L-glucosa o sacarosa deberia ser la transferencia transcelular a través de una via
especifica. Para estimar la "via leaky", se incubaron fragmentos de yeyuno a 4°C durante 3 hs. y se
midieron las transferencias de L-glucosa en dos fragmentos del mismo yeyuno a 4°C y 37°C. El flujo
remanente de L-glucosa, a baja temperatura, representa unicamente el 8,0 * 3,1% (n=4) de la

L-glucosa observada en ratas controles y el 6,1 * 2,5% (n=4) en las ratas HKD.
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3.3.7 El rol del sodio en los fenémenos observados

Se estudié el efecto de la remocién del Na® sobre la transferencia de la d y L-glucosa, en
experimentos realizados en cdmara de Ussing. En estas condiciones, los valores de K para la
D-glucosa cayeron de (13.0 + 1.1) x 10'5 (con sodio) a (4.7 + 0.7) x 10'5 1/s (en ausencia de sodio)

5

y para la L-glucosa de (2.7 + 0.7) x 10'5 a (2.0 £0.7) x 10 "~ 1/s, respectivamente. Las diferencias

fueron significativas de p < 0,01 , n=5 para la D-glucosa pero no para la L-glucosa (P > 0.5).

CONTROL KD
) TOTAL (2) [ NO-ADAPT 3)| ADAPT (4) 2-1 3-] 4-1

D-GLUCOSA | 7392091 [ 13,75¢250 | 7,3820,83 23,3122,50 | 6,3622,66 | 001123 | 15922266

(n=12) (n=19) (n=12) (n=15) (p<002) (N.S) (p<0,01)
D-GLUCOSA | 7,19:0,75 8,08+0,88 7,5020,88 9,00£095 | 0,89:1,16 | 031116 | 1,81£1,21
+ AMIL (n=12) (n=12) (n=12) (n=15) (N.S) (N.S) (N.S)
DIFERENCIA | 0,20¢1,20 | 5,67+2,65 0,1221,21 14,31%2,67

(N.S) (p<0,02) (N.S) (p<0,01)
L-GLUCOSA | 3,22+0,77 | 4,97:0,75 3,5520,50 7,93+0,81 | 1,75:1,04 | 0,33x092 | 4,711,12

(n=12) (n=19) (n=12) (n=15) (N.S) (N.S) (p<0,01)
L-GLUCOSA | 4,182092 | 3,77:0,58 4,08+0,47 3,72¢0,39 | 04121,09 | 0,10£1,03 | 0,46:0,99
+ AMIL (n=12) (n=19) (n=12) (n=15) (N.S) (N.S) (N.S)
DIFERENCIA |  0,96+1,20 1,20£0,95 0,5320,69 4,2120,89

(N.S) (N.S) (N.S) (p<0,01)
SACAROSA | 3,47:0,52 6,88+0,70 3,4120,87

(n=4) (n=4) (p<0,02)
SACAROSA | 3,15+0,28 3,68+0,55 0,53£0,62
+ AMIL (n=4) (n=4) (N.S)
DIFERENCIA |  0,3220,59 3,2020,89

(N.S) (p<0,02)

TABLA VI: Coeficientes de transferencias (K x 41 0.5 1/s) para la D-glucosa, L-glucosa y sacarosa en ratas controles
y HKD: Efecto del agregado de amiloride (10 ~ M).
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En otra serie experimental se midi6 la transferencia de **Na junto con la de D-glucosa, asi como

el efecto del amiloride sobre estos pardmetros, en sacos de yeyuno provenientes de ratas HKD que

mostraban valores de captacion de D-glucosa superiores a 13,2 x 10'5 1/s. La figura 19 muestra los

resultados obtenidos. Puede observarse que mientras que el amiloride reduce la captacién de

D-glucosa, este no modifica los movimientos de sodio en estas preparaciones.

K x107° (3/9)
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FIGURA 19: Coeficientes de transferencia para la D-glucosa[’H] y el **Na en funcién del tiempo. a) Ratas controles,
b) ratas HKD "no adaptadas”, ¢) Ratas HKD "adaptadas". Las trazas radioactivas fueron agregadas a tiempo cero
al lado mucoso del tejido. ® D-glucosa[3H]; OD-glucosa[3I1] + amiloride (10-4M); B 22Na,022Na + amiloride.

* p < 0,01, Test de Student para datos pareados, t=3,26, n=7.
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3.3.8 Estudio de los parimetros eléctricos

La diferencia de potencial, la corriente de corto-circuito y la resistencia transepitelial observada en
animales control y HKD se resumen en la tabla VII. No se observaron cambios significativos en
ninguno de los pardmetros eléctricos entre ratas controles y HKD.

Tampoco hubo variaciones por el agregado de amiloride sobre estos parametros.

CONTROL HKD DIFERENCIA

dp (mV) SINAMILORIDE 1,74¢0,4 1,2+0,2 0,5+0,4 (N.S)
CON AMILORIDE 1,4+0,3 1,240,2 0,2+0,4 (n.s)
DIFERENCIA 0,3+0,5 0,0+0,3

(N.S) (N.S)

CCC SIN AMILORIDE 11,4432 9,5+3,4 1,9+4,6 (N.S)

(uA/cm?) CON AMILORIDE 10,1+2,0 9,432 0,7+3,7 (N.S)
DIFERENCIA 1,3£3,8 0,14,8

(N.S) (N.S)

R (Q.cm? | SIN AMILORIDE 169+13 178+23 9+26 (N.S)
CON AMILORIDE 169+11 188+38 19+39 (N.S)
DIFERENCIA 0,0+17 10+44

(N.S) (N.S)

TABLA VII: Estudio de los parimetros eléctricos en el yeyuno de rata. Se estudié simultineamente la diferencia
de potencial (dP), la corriente de corto-circuito (CCC) y la resistencia (R) transepitelial. Los estudios fueron
realizados en ratas controles y ITKD, n=6.

3.3.9 Captaciéon de D-glucosa en vesiculas de ribete en cepillo

La figura 20 (A) muestra el clasico overshoot de la D-glucosa observado en ratas controles. El pico
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mdximo de captacién de D-glucosa fue de (41 * 11 pmol/mg de proteina), estereoespecifico, ya que,
este no fue observado para la L-glucosa. Mas ain, el overshoot se colapsa cuando el gradiente de
sodio (la fuerza directriz para la entrada de glucosa) fue cortocircuitado por el agregado de canales
de gramicidina (Sacktor, 1977). Para completar estas series experimentales controles se observé que
la captacién de D-glucosa no fue sensible a la accién del amiloride (10'4 M).

En vesiculas del ribete en cepillo provenientes de animales adaptados a una dieta rica en potasio,
la captacién de D-glucosa se hizo sensible al amiloride (figura 20 B). Los puntos representan la media
de 7 experimentos diferentes, siendo cada uno de ellos un pool de 4 a 6 animales. La inhibicion
media porcentual fue, en el pico del overshoot, -37 * 11%, t=3,36, p < 0,01. La captacién no
especifica (en ausencia de sodio) fue, en las ratas HKD, no significativamente diferente de aquella
obtenida para animales controles.

En una serie experimental adicional con ratas HKD, la D-glucosa se estudio en fragmentos de
yeyuno mientras que €l resto de la mucosa del yeyuno fue conservada y congelada. Se utilizé luego
el material derivado de aquellos animales que mostraron valores de transferencia de D-glucosa

3 1/s (4 animales) y los mismos fueron procesados para la obtencién de

superiores a 13,2 X 10
vesiculas. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21. Debemos destacar, que en este pool

de vesiculas, obtenidas de "ratas adaptadas a K'", el efecto del amiloride se observa mais

marcadamente.
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FIGURA 20: Captacién de glucosa en vesiculas de ribete en cepillo de yeyuno de rata. La figura superior (A)
muestra el estudio de captacién en vesiculas de animales controles, la figura inferior (I3) muestra la captacién de
D-glucosa en vesiculas de ratas IIKID). Se estudiaron los efectos del amiloride sobre ambas preparaciones.
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FIGURA 21: Captacién de D-glucosa @ vesiculas obtenidas a partir de ratas HKD que mostraron un coeficiente
de transferencia mayor que 13,2 x 10~ 1/s: Efecto del agregado de amiloride (107" M.
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3.4 DISCUSION

I. MOVIMIENTO DE AGUA TRANSEPITELIAL

3.4.1 Jw dirigido por gradientes osmoticos e hidrostaticos en el yeyuno de rata.

El flujo neto de agua (J, ) sigue, en el yeyuno de la rata, una relacion lineal con los gradientes
hidrostdticos y osmoéticos aplicados transepitelialmente. Los resultados obtenidos pueden ser
comparados con aquellos hallados en el ciego de rata (Escobar y col., 1990): Si bien los valores del
Posm fueron 5 veces mayores en el yeyuno que en el ciego (0,0069 * 0,0014 vs. 0,0014 + 0,0006,
cm/s), los valores del Phidr fueron significativamente menores (0,052 = 0,011 vs. 0,164 + 0,018
cm/s). Como ambas mediciones fueron realizadas exactamente en las mismas condiciones
experimentales,las diferencias registradas pueden, por consiguiente, reflejar verdaderas diferencias en
las propiedades de permeabilidad de estos tejidos. La relacién Phi d r/Posm vari6 de 7,54 en el yeyuno
a 117,14 en el ciego. Estos resultados pueden ser tentativamente interpretados como indice de un
epitelio "mas cerrado al agua" para el caso del ciego.

Como era de esperar, ¢l Jwt desaparece luego de la remocion del sodio en el yeyuno de rata, lo

mismo que ocurrid en el ciego de rata y en el colon humano in vitro (Escobar y col., 1990). Los

valores de J | observados en el yeyuno (0,086 + 0,024 ,ul/cmz.min) pueden ser comparados con

t
aquellos informados en el ileon de conejo in vitro: 0,133 + 0,016 /Ll/min.cmz.

Se acepta generalmente que la presion hidrostdtica empleada en este estudio (22,4 cm de agua =
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1 mOsm) no provoca movimientos transcelulares de agua (Fischbarg y col., 1976). Para el caso de
los movimientos de agua debidos a gradientes osméticos o asociados a transporte de solutos, esta
puede moverse, ya sea entre las c€lulas o a través de ellas (Carpi Medina y col., 1988; Pappenheimer,
1987). Naftalin y Tripathi en 1986, han estudiado los roles de las vias paracelular y transcelular en
la absorcidn isoténica de agua en ileon de conejo. Ellos estiman que el flujo osmdtico no esta
tnicamente determinado por los movimientos de agua y solutos entre los espacios intercelulares y la
solucién mucosa, sino que el flujo de agua a través de la via transcelular seria un determinante
importante sobre todos los movimientos de agua transepiteliales. Ellos también llegan a la conclusién
de que la superficie mucosa es una barrera heterogénea, respecto a los poros presentes en ella, con
canales estrechos en paralelo con poros anchos, que admiten flujos grandes de presién (Naftalin y
Tripathi, 1985). Estos dos pasajes para el agua se corresponden a lo que nosotros describimos como
vias paracelulares y transcelulares.

El rol de la via paracelular sobre los movimientos de fluido y soluto a través del intestino delgado
han sido estudiados por Pappenheimer y Reiss, 1987, y se acepta, generalmente, que este es el paso
para el 1, de agua bajo un gradiente de presién hidrostatica (Porta y col., 1989; Fischbarg y col.,

1985).

3.4.2 Efectos de la acidificacion del medio sobre los movimientos netos de agua.

De igual modo que en el amnios humano (Capitulo II), la acidificacion del medio, mostrd ser una

herramienta importante para evaluar la importancia relativa de las vias paracelular y transcelular en
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los movimientos de agua.

Cuando se midieron los pardmetros de permeabilidad al agua bajo un gradiente de presion
hidrostatica (figura 15), la acidificacion del medio redujo significativamente el Py simultdneamente
aumenté el flujo neto de agua. Estos resultados pueden ser interpretados como debidos a una
disminucién de la permeabilidad al agua transcelular (que es medida principalmente en P,)yaun
aumento simultaneo en el movimiento paracelular (medido por el thidr) (Fischbarg y col., 1976;
Porta y col, 1989).

La imposicion de un gradiente osmético, provoca un aumento en el I Si se reduce ahora el pH,
ocurre una importante y reversible reduccién del Jw’ asociado a un aumento, también reversible e
importante, en el Ps' Debido a que la permeabilidad al manitol es generalmente aceptada como un
buen marcador de la via paracelular (Porta y col., 1989), una buena interpretacidn de estos resultados
seria aceptar que la acidificacion del medio provoca dos efectos individuales: la reduccion de la
permeabilidad al agua transcelular y la apertura de la ruta paracelular. No obstante, existe una
hipétesis alternativa: si la acidificacién del medio abre las "uniones tight", esto podria inducir a la
reduccion del coeficiente de reflexion para el PEG, a través de la via paracelular, con un colapso del
flujo osmdético. Este efecto, solo, no da la suficiente informacién como para interpretar la reduccién

del PW observada en la figura 15.

El efecto del pH del medio sobre el flujo osmético de agua se observé en presencia de bicarbonato,
pero no con de buffer Tris-Hepes o buffer Mes/Tris. Estas observaciones nos llevan a proponer que
la permeabilidad al agua es regulada, en el yeyuno de la rata, por el pH intracelular, siendo la
acidificacion del medio solamente efectiva en presencia de un buffer permeable, como fue

previamente reportado para canales de agua en vejiga urinaria de sapo (Parisi y col., 1984) o para la
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ruta paracelular en el amnios humano (Capitulo II).

Pappenheimer en 1987 propuso un rol fisiolégico importante para las variaciones en la
permeabilidad de las uniones estrechas en el intestino delgado de rata. Si las modificaciones del pH
del medio o celular tienen un significado fisiolégico sobre las propiedades de permeabilidad en el
yeyuno, es una pregunta abierta.

La sensibilidad al pCMBS ha sido informada como un argumento a favor de la presencia de canales
de agua en barreras epiteliales. Nuestros resultados muestran que el pCMBS aumenta el Phidr y

disminuye el POS . Estos resultados pueden ser alternativamente interpretados como debidos a la

m
apertura de las uniones estrechas junto con una reduccién de la permeabilidad al agua transepitelial

o simplemente a la accidn sobre la via paracelular, con una reduccidn secundaria en el coeficiente de

permeabilidad para el PEG.

En resumen, nuestros resultados muestran que una acidificacion moderada del medio, en presencia
de bicarbonato, modificé tanto las permeabilidades hidrostaticas como osmoticas. Las evidencias
experimentales indican que la concentracion de protones aumentada, abre la via paracelular. Hay ain

argumentos buenos como para proponer un efecto bloqueante sobre canales de agua transcelulares.

II. MOVIMIENTO TRANSEPITELIAL DE SOLUTOS

Trabajos previos con animales adaptados a una dieta rica en potasio han demostrado importantes

cambios adaptativos en la porcién distal del nefrén y en el intestino grueso pero no fueron observados
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en el tibulo proximal o yeyuno (Fisher y col., 1976; Hayslett y col., 1982). Nosotros presentamos
aqui resultados que muestran un aumento de la transferencia de D-glucosa transepitelial en el yeyuno
de rata HKD. Este aumento fue variable en los distintos animales y en muchos casos la transferencia
de D-glucosa se mantuvo en el rango de los controles (figura 18). El aumento en la transferencia de
la D-glucosa, fue acompanado de un aumento en los movimientos de L-glucosa y sacarosa (Tabla VI).

Si bien la entrada de D-glucosa a las células intestinales estd acoplada a la transferencia de Na+
(Hediger y col., 1987; Kesssler & Semenza, 1983), no es esta la Unica via de entrada para dicho ion
(Powell y col.,, 1985). Ain mds, la via paracelular representa una fraccion importante de la
transferencia de Na™ en los epitelios leaky (Pappenheimer & Reiss, 1987). Debido a ello, un
importante aumento en la entrada de glucosa acoplada al sodio, no se ve necesariamente reflejado en
la transferencia total de sodio.

Confirmando resultados previos (Fisher y col., 1976), no hemos observado cambios significativos

en la corriente de corto-circuito, en el potencial de membrana o en la entrada de sodio en el yeyuno

de ratas HKD.

3.4.3 El efecto del amiloride

Es evidente que los efectos del amiloride aqui presentados son resultados inesperados. Este
diurético inhibe dos clases de mecanismos de transporte de sodio: 1) una entrada conductiva de sodio
hallada en epitelios de alta resistencia; y 2) un sistema de intercambio Nat/H?, electroneutro, presente

en diferentes epitelios tales como el tabulo proximal del rinén y el intestino delgado. Las
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concentraciones de amiloride necesarias para inhibir el transportador Na*/H*, son muy superiores a
aquellas requeridas para inhibir al canal (Sacktor, 1977).

Como ha sido previamente reportado, el hiperaldosteronismo esta asociado a la adaptacién al
potasio asi como a la deplecion de sodio (Will y col., 1985). En esta dltima condicion se describi6
el desarrollo de un mecanismo de absorcién de sales y fluidos sensibles al amiloride, en el yeyuno
de la rata. Nosotros aqui presentamos resultados que muestran que la transferencia de glucosa
(asociada al sodio) se hace sensible al amiloride en ratas adaptadas a una dieta rica en potasio,
mientras que no hemos observado disminucion alguna en la corriente de corto-circuito ni en la
transferencia de Nazz. Estos resultados indican una clara diferencia con la situacion descripta para
animales adaptados a una dieta baja en sodio. Los experimentos presentados en la figura 19 senalan
que, aun en aquellos casos en los cuales el aumento en la transferencia de la D-glucosa fue de
importancia, no se observd aumento en la transferencia de sodio.

Nuestros experimentos con vesiculas fueron disefiados para darnos una primera aproximacion a la
localizacion subcelular de la accién del amiloride. La sensibilidad al amiloride en la transferencia de
la D-glucosa en ratas HKD, pudo ser reproducida en esta preparacion. Los resultados obtenidos
parecen localizar, al menos en parte, los cambios adaptativos en el borde mucoso. Debemos destacar
que la figura 20 muestra experimentos realizados con vesiculas preparadas de material proveniente
de 4 a 6 ratas HKD (probablemente incluyendo "ratas adaptadas" y "ratas no-adaptadas). Cuando la
transferencia de D-glucosa fue testeada previa a la realizacion de las vesiculas, incluyendo solo a los

animales adaptados, el efecto del amiloride se hace mucho mds importante (figura 21).

74




3.4.4 ;Un cotransportador de Na+/glucosa sensible al amiloride?

Dos hipdtesis alternativas pueden explicar los resultados aqui presentados: 1) el ya conocido
transportador de Na+/glucosa se hace sensible al amiloride en los animales adaptados a una dieta rica
en polasio o 2) Los resultados observados son consecuencia indirecta de la accién del amiloride sobre
otros sistemas de transporte presentes en el borde mucoso.

Cook y col.(1987), han reportado que el amiloride inhibe la entrada de Na* dependiente de hexosas
en una linea celular de rindn de cerdo (LLC-RKl/C[A). Este efecto fue observado solo a altas
concentraciones de amiloride (4,5 mM) y a bajos niveles de sodio en el medio (<15mM). Los autores
dan sélidas evidencias que muestran que el amiloride interactda con los sitios del Nat en el
transportador de hexosas, en forma competitiva. En nuestros experimentos la accién inhibitoria se
observd a bajas concentraciones de amiloride (10'4 M) y a niveles normales de sodio (150 mEquiv/l).
Si aceptamos un efecto directo sobre el transportador de glucosa, la afinidad del amiloride por el
mismo deberia ser mayor que en el caso de la linea celular de cerdo.

Por consiguiente, nuestros resultados podrian ser una consecuencia secundaria de la accién del
amiloride sobre el transportador Na*/H, que representa una fraccion menor de la entrada de sodio
por el borde mucoso. Esto puede explicar el porqué no se observé un aumento significativo en la
transferencia de Na* en los animales adaptados. Estas hipétesis pueden dar una interpretacion para

la accién del amiloride sobre la transferencia de glucosa, basadas en efectos secundarios relacionadas

al cambio de pH.
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3.4.5 La transferencia de L-glucosa y sacarosa

Los experimentos realizados a baja temperatura mostraron que la "via leaky" es muy poco
importante. Por consiguiente, la mayor parte de la transferencia de L-glucosa y sacarosa representan
los movimientos paracelulares. La importancia del "solvent drag" (arrastre por soluto) de moléculas
no cargadas, derivadas del transporte activo del soluto, han sido recientemente seinaladas (Pappenhei-
mer & Reiss, 1987). De acuerdo con esta hipdtesis, el aumento de la transferencia de D-glucosa, via
el transportador asociado al sodio, induciria el aumento secundario de la L-glucosa y de la sacarosa
o manitol aqui presentado. Este mecanismo también explica el efecto del amiloride: una vez reducida
la transferencia de D-glucosa especifica y transcelular, los movimientos secundarios y paracelulares,
de L-glucosa y sacarosa fueron también afectados. Los experimentos de vesiculas confirman esta
hipdtesis. En estas preparaciones subcelulares, donde la via paracelular desaparece, la transferencia

de L-glucosa es muy baja e insensible a la accién del amiloride.
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CAPITULO 1V

HACIA UN ENFOQUE MOLECULAR. MODELO EXPERIMENTAL: EL CANAL DE

AGUA ESTIMULADO POR ADIH

4.1 INTRODUCCION

Como fue planteado en el capitulo I, el transporte de agua a través de las membranas plasméticas
celulares ha sido estudiado por numerosos autores. El mismo puede ocurrir por simple difusién a
través de las bicapas lipidicas o bien por canales especificos. Ya que la bicapa lipidica presenta una
permeabilidad intrinseca al agua relativamente alta, esto podria explicar los intercambios que ocurren
en muchas células animales (Finkelstein, 1987). Otras células (ej., eritrocitos) presentan permeabilida-
des osmdticas al agua (Pf) mayores a las esperadas por simple pasaje a través de la bicapa,
sugiriéndose la presencia de canales especializados para dicho transporte (ver pagina 5). Los
transportadores de agua fueron descriptos en los gldbulos rojos (Macey, 1984), en rin6n (Mayer &
Verkman, 1987), en vejiga urinaria de anfibio (Parisi y col., 1981; Handler, 1988; Shi y col., 1990)
y posiblemente en otros tipos celulares (Fischbarg y col., 1989).

En glébulos rojos humanos Solomon y col. (1984) propusieron que el transportador aniénico (banda
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3) funcionaria como canal de agua. En los tibulos colectores de rifidn y vejiga urinaria de anfibios,
la permeabilidad al agua estd estimulada por la accién de la vasopresina utilizando el AMPc como
segundo mensajero. La permeabilidad al agua esta regulada por la incorporacidn y reciclaje de canales
especificos en la membrana apical (Muller y col., 1980).

No obstante, es ain muy dificil obtener informacion sobre la identidad de los canales de agua
(Macey, 1984; Verkman, 1989). Esto se debe principalmente a la ausencia de ligandos o inhibidores
especificos, a la alta permeabilidad endégena de las bicapas lipidicas en ausencia de dichos canales
y a su baja concentracion respecto a las proteinas totales de membrana.

Actualmente se utilizan técnicas de biologia molecular para la identificacidn y posterior clonado
de las proteinas transportadoras. Una de ellas es la expresion del ARNm, aislado de células que
posean dichas proteinas, en ovocitos de anfibios. La estrategia a seguir es la siguiente: si el flujo de
agua es mediado por una proteina de membrana, es posible inducir la sintesis de dicha proteina a
partir de su precursor directo, es decir el ARNm. Una vez obtenido, el mismo puede ser traducido
en un sistema "in vivo" como lo es el ovocito de anfibio (figura 22). Para utilizar este sistema
satisfactoriamente, es necesario que: 1) el movimiento de agua a través de la membrana plasmatica
del ovocito sea medible y reproducible; 2) la incorporacién de canales artificiales, con propiedades
biofisicas conocidas, produzca una variacién de la permeabilidad al agua; 3) el ovocito presente la
maquinaria celular adecuada para la expresion del ARNm testeado; y 4) la membrana plasmatica

incorpore los transportadores sintetizados a partir del ARNm.
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FIGURA 22: Esquema del sistema de traduccion del ARNm exdégeno en ovocitos de anfibios.

Nosotros hemos evaluado estos pardmetros mediante la caracterizacién de las permeabilidades
osmoticas (Pf) y difusionales (Pd) al agua en ovocitos nativos y en aquellos microinyectados con

ARNm obtenido a partir de la vejiga urinaria de rana.
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4.2 MATERIALES Y METODOS:

4.2.1 El material biologico

Parte de estas experiencias fueron realizadas en Francia en donde utilizamos Xenopus laevis,
hembras, provenientes de Sudifrica; animales aciaticos y de hdbitos carnivoros. Los mismos fueron
mantenidos en grandes acuarios con agua declorada, a 20°C y se alimentaron dos veces por semana,

con corazon de vaca cortado en pequeios trozos.

Para la obtencidn del material celular, a partir del cual se extraen los dcidos nucleicos, se utilizaron

ranas hembras del tipo Rana esculenta, cuyos pesos oscilaron, entre 50 y 80 gramos, provenientes de

Europa Central y de Egipto. Las mismas fueron mantenidas en agua corriente a 20°C durante varios

dias previos a las experiencias.

En las experiencias realizadas en Buenos Aires se utilizaron Bufo arenarum, tanto para la

extraccion de dcidos nucleicos como para la obtencién de ovocitos. Los resultados obtenidos en ambas

especies fueron idénticos y totalmente comparables.

4.2.2 Preparacion de los ovocitos

El animal fue aletargado colocdndolo durante 15 a 20 minutos dentro de un recipiente que contenia
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hielo. Se realizé una pequena incision en la pared abdominal (algunos mm), lo que permitié el acceso
a uno de los ovarios. Se obtuvo de este modo una parte del mismo y se lo colocé a 18°C en solucién
Barth (NaCl 88 mM, KCI 1 mM, Mg,S0O, 0,8 mM, Ca(NO3)2 0,4 mM, Trns 7,5 mM, NaHCO3 24
mM; pH 7,6) que contenia ademds, antibidticos (penicilina 100 U.L./ml, estreptomicina 0,01 mg/ml).

Los ovocitos nativos (estadio V-VI de desarrollo, segin Dumont (1972)) presentan la forma de
esferas de aproximadamente 1-1,2 mm de didmetro. Estos son polarizados: el polo animal es oscuro
y el polo vegetal claro, separados por una banda ecuatorial. Los ovocitos estdn rodeados, desde el
interior hacia el exterior, por las siguientes capas: la membrana vitelina, que no es una membrana
propiamente dicha, sino una estructura fibrosa que asegura el mantenimiento mecinico del ovocito;
las células foliculares, en contacto estrecho con el ovocito, presentes en los estados precoces del
desarrollo (Browne y Wamer, 1986; Van den Hoef y col., 1984); la teca, que contiene a las células
musculares y nerviosas, asi como a los capilares y las células epiteliales.

Para nuestras experiencias, los ovocitos fueron incubados en una solucién de colagenasa 2 mg/ml,
durante 2 horas, a 25 °C. Este tratamiento permite la eliminacién de las capas membranosas
previamente descriptas (en particular las células foliculares), con excepcién de la membrana vitelina
(no celular) y por consiguiente, se mantiene intacta la membrana plasmadtica del ovocito sobre la cual
se realizaran las mediciones (figura 23). Los ovocitos, asi tratados fueron manualmente aislados, con

la ayuda de pinzas, y mantenidos en la solucién Barth hasta la realizacion de la experiencia.
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FIGURA 23: Efecto del tratamiento con colagenasa sobre la membrana de los ovocitos. (A) ovocito control, no
tratado con colagenasa; (B) ovocito desfoliculado, tratado con 2 mg/ml de colagenasa.
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El control morfologico de la accion de la colagenasa sobre 1a membrana de los ovocitos consistié
en aislarlos (tratados y no tratados) y fijarlos con glutaraldhel’do' (2,5%) preparado en un tampén
Cacodilato 100 mM; pH 7,4. La fijacion se realizé durante 1 hora a 18°C. Los ovocitos fueron
lavados, incluidos y cortados en micrétomo. Finalmente, los cortes fueron visualizados en un

microscopio electronico.

4.2.3 Medida de la permeabilidad osmética al agua

La medida de la permeabilidad osmoética se realizd a partir de los cambios de volumen de los
ovocitos, en funcién del tiempo, en respuesta a distintos gradientes osmoticos. Las soluciones
hipertdnicas se lograron mediante el agregado de sacarosa hasta una concentracién final de 400 mOsm
y las hipoténicas mediante dilucion de la solucién Barth (20 mOsm).

Estos experimentos se realizaron en cadmaras de lucite las que contenfan en su interior una capa de
agar 2%, con un pequeio hoyo central donde se situaba al ovocito

Los ovocitos incubados en la solucion Barth (200 mOsm) fueron colocados en la cimara que
contenia 1 ml de la solucién hipotdnica o hipertdnica, segin el caso. La temperatura, dentro de la
misma, fue controlada mediante circulacién de agua.

La medida de los cambios de volumen de los ovocitos, se realizé utilizando una técnica de
microscopia invertida. Los ovocitos fueron visualizados al ser iluminados con un haz de luz
monocromdtica de baja intensidad (500 nm) con el uso de una ldmpara de tungsteno. La imagen del

mismo era captada por una cdmara de video, conectada a una computadora, y procesada de tal forma
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que los pixeles dentro del ovocito fueron blancos (intensidad del pixel 255) mientras que los de afuera
eran negros (intensidad del pixel 0). Se realizé una sumatoria ripida de los pixeles para determinar
el drea del ovocito. El programa de computacién permitié obtener los valores de los didmetros y
volimenes reales de los ovocitos cada 10 o 20 segundos segun lo requerido. El volumen relativo

(VNO) fue calculado a partir del drea a tiempo 0 (AO) y a tiempo t (A) de la relacién:

VIV, = (Al AO)3/2

El flujo de volumen a través de la membrana d, cm3/s) fue determinado a partir de la pendiente

inicial de la curva de VN0 en funcidn del tiempo
JV = VO d(V/VO) /dt

Donde V0 se toma como el volumen de una esfera de 1 a 1,2 mm de didmetro. El coeficiente de

permeabilidad osmaética (Pf, cm/s) se calculd a partir de la siguiente relacién:
I,=PLS. V. (Osme - Osmi)
donde V., €8 el volumen molar parcial de agua (18 cm3/mol), Osm, y Osm, la osmolaridad externa

e interna, respectivamente, y S la superficie del ovocito (0,045 cmz), asumiendo una superficie

redonda. La energia de activacion (Ea) fue calculada a partir de la relacion de Arrhenius:
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InP = Ea /R.T

donde In P, es el logaritmo natural de la permeabilidad, R es la constante general de los gases (1,9872

Kcal/mol.°K) y T la temperatura absoluta (°K).

4.2.4 Medida de la permeabilidad difusional

La permeabilidad difusional al agua se midi6 siguiendo la técnica de marcacién radioisotépica. Los
ovocitos se incubaron en solucién Barth que contenia 10 x4Ci/ml de 3H20 (CEA, Saclay, Francia),
dos horas previas a la experiencia, a diferentes temperaturas. Se colocaron luego, individualmente en
5 ml de Barth (no radiactivo) con agitacién continua. Se tomaron alicuotas de 100 ul a intervalos de
tiempos definidos y se las disolvié en 4 ml de liquido de centelleo para ser contadas en un contador
B de radiactividad. Las cuentas fueron corregidas mediante la substracciéon de la radioactividad
externa, medida a tiempo cero, y expresadas como porcentaje del flujo de salida de 3H20. El

coeficiente de permeabilidad difusional al agua (Pd, cm/s) se determiné a partir de la siguiente

ecuacion:
P;=Vy/(Sxt,

)

d P

donde t exp es la constante de tiempo para una exponencial simple.
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4.2.5 Preparacion det ARNm

El ARNm fue preparado a partir de células epiteliales provenientes de vejiga urinaria de rana o
sapo (figura 24), aisladas siguiendo la técnica de Pisam y Ripoche (1976).

Luego de la decapitacion y desmedulacion de las ranas se realizé una incisién en la pared
abdominal y se introdujo un catéter por la cloaca, para de este modo producir el llenado de las
vejigas, con una solucion sin calcio, cuya composicién fue (mM): NaCl 100; KCI 5; NaHCO3 2,5;
MgCl2 1; EGTA 1; pH 8,0. Una vez disecada la vejiga se realizé una ligadura superior y se cerraron
en sacos con la parte mucosa hacia el interior. Se los colocé luego en un vaso de precipitado con
solucién salina sin calcio durante 20 minutos, a temperatura ambiente. Al finalizar este periodo, las
vejigas fueron masajeadas para separar las células epiteliales, que se obtienen por incision de las
mismas. El resto de la preparacidn se efectud a baja temperatura (4°C). Luego de una centrifugacién
de 10 minutos a 2000 X g, las células se homogeneizaron con la ayuda de un Polytrén (20.000 v/s,
2 X 15 s), en una solucién que contenia (mM): NaCl 100; Tris 50; EDTA 10; SDS 5%; pH 9,0. Los
dcidos nucleicos se extrajeron siguiendo la técnica descripta por Sambrook y col., 1989: al
homogenato celular se le agregé idéntico volumen de la mezcla fenol (50%) - cloroformo (48%) -
alcohol isoamilico (2%). La mezcla, fue nuevamente homogeneizada en un Polytrén (2 X 15 s), y
luego centrifugada (15.000 x g, 30 min.). Se obtuvieron, dos fases separadas por una capa blanca de
proteinas. Se procedié luego, a la extraccién de la fase proteica y a la centrifugacién (15.000 x g,
30 min.) de la fase acuosa (superior), previo agregado de igual volumen de la mezcla fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico. Esta etapa se realizd tantas veces como fuera necesario para eliminar

completamente la fase proteica.
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Los acidos nucléicos, contenidos en la fase acuosa, fueron precipitados por el agregado de 0,1
volimenes de acetato de potasio 3 M (pH 5,5) y 3 volumenes de etanol puro, a 4°C. Se conservaron
a -30°C hasta su posterior utilizacidn.

Para la segunda parte de la purificacion, los dcidos nucléicos se descongelaron a temperatura
ambiente, y luego se centrifugaron durante 60 minutos a 4°C (15.000 x g). El precipitado fue secado
al vacio (30 minutos), y disuelto en una solucién Tris/HCl 10 mM (pH 7,5), EDTA 10 mM. Esta
solucidn, fue calentada durante 4 minutos, a 65°C, y se le agregd cloruro de potasio hasta una
concentracion final de 500 mM. El ARNm, que porta un grupo poliadenilato en su extremo 3’
terminal, se purificé por cromatografia de afinidad (Jacobson, 1987; Brown, 1991): se depositaron a
los dcidos nucléicos, sobre una columna de cromatografia (oligo (dT+) celulosa) preparada en una
solucién de Tris 10 mM, EDTA 10 mM, KCI 500 mM; pH 7,4. Como el volumen depositado es muy
superior al volumen de la columna, el exceso de solucion, no retenido por la columna pero que
contiene aun ARNm, fue pasado por segunda vez a través de la misma. El sistema fue mantenido
luego, a temperatura ambiente durante una hora, para este momento los ARNm estin ligados a los
residuos tiamidinos de la celulosa. Se los lavé con una solucién que contenia Tris 10 mM, EDTA
10 mM, KCIl 500 mM, y luego, con una solucion Tris 10 mM, KCl 150 mM; pH 7.4.

Finalmente el ARNm fue eluido con una solucién libre de potasio, que contenfa Tris 10 mM
(pH 7,4) en fracciones de 500 ul. El rendimiento medio, asi como la pureza de la preparacion se
evaluaron por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 260 nm (A26O)' En promedio, el

rendimiento fue de 20 * 5 ug de ARNm cada 20 vejigas de rana.
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FIGURA 24: Preparacién de ARNm a partir de células epiteliales de vejiga urinaria de anfibio.

El ARNm fue precipitado por el agregado de 0,1 volimenes de acetato de potasio 2,5 M (pH 5,0)
y 2,5 volimenes de etanol puro (a 4°C). Finalmente, se congelaron a -30°C hasta su posterior

utilizacion.
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4.2.6 Traduccién "in vitro"

Con el fin de controlar la eficiencia del ARNm que hemos purificado, se realiz6 una traduccién
en un sistema celular siguiendo la técnica de Promega Biotec. Se agregé el ARNm, en una
concentracion de 80 ug/ml, a un lisado de reticulocitos de conejo (Promega), que contenia las enzimas
de traduccion y los ARN de transferencia, esta mezcla carece de nucleasas (Pelham y Jackson, 1976).
Completamos la mezcla por el agregado de aminoacidos 1 mM (sin metionina) y de 0,1 mCi/ml de
metionina 35 (actividad especifica 1145 Ci/mmol). Se realizd una incubacién de 45 minutos a 30°C;
las proteinas sintetizadas durante este periodo se separaron sobre un gel de poliacrilamida en medio
desnaturalizante (SDS 12%) y luego se las revel6 con fluorografia,.gracias a la metionina que ellos
contienen: el gel fue colocado en una solucién PPO 22,2% durante 3 horas, y luego lavado y secado.

Posteriormente fue expuesto en un film Kodak y a -30°C varias horas antes de su revelacién.

4.2.7 Microinyeccion de ARNm en ovocitos de anfibio

Los ovocitos nativos, tratados con colagenasa, fueron inoculados siguiendo la técnica de Colman

(1984) (figura 25).

El ARNm total fue descongelado y centrifugado a 15.000 x g durante 30 minutos. Se lo lavd luego
con etanol 70% y se lo centrifugé nuevamente. El precipitado de ARNm se secé al vacio y se lo
disolvi6 en agua estéril en una concentracion de 1 ug/ul. Se procedid luego a calentarlo durante 2

minutos a 65°C antes de la inoculacién y se lo conservé en hielo durante toda la operacién.
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FIGURA 25: Inyeccién del ARNm en ovocitos de anfibios. El ARNm fue disuelto en agua estéril (1 pg/ml) e
introducido en una micropipeta de vidrio con una punta cuyo didmetro oscilaba en los 15-20 um y que contenia
aceite estéril y coloreado. La inyeccion se realizé al insertar la pipeta en el polo animal del ovocito. PA: polo
animal, PV: polo vegetal..

Para la inyeccién, el ARNm se introduce dentro de una micropipeta, que posee una extremidad de
15 a 20 gm de didmetro, la cual estd montada a un micromanipulador finamente calibrado. Los
ovocitos se colocan sobre un soporte fibroso humedecido con la solucién Barth, y la punta de la

pipeta se introduce, en el limite entre el polo animal y el vegetal. Se inyectan 50 nl de ARNm
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(50 ng). Los ovocitos se colocan luego, sobre una caja de petri estéril que contiene en su interior la

solucién Barth. Se los almacena durante 3 dias antes de las mediciones, a 18°C, cambiindose el

medio diariamente.

Algunos ovocitos fueron inoculados con 50 nl de agua estéril o de ARNm de cerebro de rata

(50 ng) para ser tomados como controles.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Estudio de la permeabilidad osmdtica al apua

El estudio de la permeabilidad osmética del ovocito, se realiz6 a partir de las mediciones del

cambio de volumen inducido por un gradiente osmético como se describié en métodos.

4.3.1.1 Efectos de la hipotonicidad del medio

La figura 26 muestra la variacion del volumen relativo del ovocito (volumen a un tiempo dado (V)
respecto al volumen inicial (VO)), en funcion del tiempo. A tiempo cero, se establecié un gradiente
hipoténico (180 mOsm) en el medio exterior, a 7°C. Como puede observarse, existe un aumento casi
lineal del volumen relativo durante los primeros minutos, que se corresponde con la entrada osmética
de agua. Para calcular la pemeabilidad osmética al agua (Pf), utilizamos los primeros datos (a tiempos
cortos), antes de que ocurra un 2% de variacion del volumen. A tiempos mds largos, el anidlisis de
la cinética del volumen se complica debido a las restricciones mecdnicas, a la disipacion del gradiente
osmotico y posiblemente debido a fendmenos reguladores del volumen.

Verkman y col. (1991) han informado que el Pf representa la permeabilidad al agua de la
membrana plasmdtica del ovocito y no la permeabilidad de las capas no-mezcladas. Nosotros

corroboramos estos resultados calculando la energia de activacion (Ea) siendo su valor de 10,1 + 0,5
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Kcal/mol. Este valor esta dentro del rango esperado para el movimiento de agua a través de una
bicapa lipidica (10-14 Kcal/mol; Finkelstein, 1987; Verkman, 1989), pero es mucho mds alto que el
que se prevé para el movimiento de agua a través de un poro o canal especializado, o el que se
obtiene cuando dicho movimiento estd limitado por las capas de agua no-mezcladas (< 5 Kcai/mol).

Si la membrana plasmatica del ovocito es la barrera limitante de la permeabilidad osmética al agua,
podemos predecir que la incorporacion de canales artificiales (como la anfotericina B y gramicidina)
en la membrana, modificard el valor del Pf. Si este parametro estuviera limitado por la presencia de
capas no-mezcladas, estos poros artificiales no influirian marcadamente sobre dicho valor. La figura
26 muestra el efecto de la anfotericina (100 ug/ml) sobre la relacién V/V o Ante la presencia de este
iondforo, incubado 10 minutos previos a las experiencias, el volumen relativo aumenta muy
rapidamente, siendo los valores del Pf mads de dos veces superior respecto al de los ovocitos controles
(Tabla VIII).

En otra serie experimental se estudio el efecto del agregado de gramicidina (100 ug/l) al medio de
incubacidn. Este ionéforo debe ser incubado durante varias horas (12 hs.) previo a la experimentacién,
para lograr su incorporacién. Los resultados hallados muestran un valor de Pf significativamente

menor respecto a los valores del Pf control (Tabla VIII).
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FIGURA 26: Representacion de la variacion relativa de volumen (V/V_) en funcién del tiempo en presencia de un
gradiente hipoténico. Los experimentos fueron realizados a 7°C y se estudi¢ el efecto de la incorporacion de canales
artificiales sobre los movimientos de agua.

® control, 3 con anfotericina (100 ug/mi), @ con gramicidina (100 ug/ml).

4.3.1.2 Efectos de la hipertonicidad del medio

En otra serie experimental se estudiaron las variaciones relativas del volumen en ovocitos sometidos
a la presencia de un gradiente hiperténico (figura 27).
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FIGURA 27: Representacion de la variacion relativa del volumen (V/V_) en funcién del tiempo, en presencia de
un gradiente hipertdonico. Los experimentos fueron realizados a 7°C y se estudii el efecto de la incorporacién de

canales artificiales sobre los movimientos de agua,
@ control; ¥ anfotericina (100 ug/ml); @ gramicidina (100 upg/ml).

Cuando los ovocitos, pre-equilibrados en una solucion isosmética (200 mOsm), se colocaron en un
medio hiperténico (400 mOsm) hubo una disminucién pequena del volumen (< 5%), posiblemente
debido a restricciones mecanicas 0 a cambios en la superficie morfoldgica.

Los valores de Pf hallados en estas condiciones y a 7°C se resumen en la Tabla VIII. El agregado

95



de anfotericina B al medio de incubacion produjo un cambio pequefio pero significativo en este

parametro (p < 0,05; n=7), mientras que la gramicidina disminuyé marcadamente la permeabilidad

osmotica al agua (P < 0,001; n=9).

CONTROL ANFOTERICINA | GRAMICIDINA
Pf x 10* (cm/s) Pf x 10 (cm/s) Pf x 10™ (cm/s)
HIPOTONICO 6,68+1,74 13,70%0,91* 1,49+0,19**
(n=12) (n=12) (n=9)
HIPERTONICO 0,76+0,49 2,5+0,65* 7,55+0,49***
(n=12) (n=7) (n=9)

TABLA VIII: Valores de la permeabilidad osmética (’f) obtenida en presencia de diferentes gradientes osméticos.
Efectos del agregado de anfotericina BB (100 xg/ml) y gramicidina (100 ug/ml) al medio de incubacion. * p < 0,05;
** p < 0,01; *** p < 0,001 (Test de Student para datos pareados).

4.3.2 Efectos de los iondforos sobre los volimenes iniciales

Debido a que los tiempos de incubacion de ambos ionéforos son muy diferentes (10 minutos para
anfotericina B; 12 horas, para gramicidina), se evaluaron los cambios de los volimenes iniciales de
los ovocitos respecto a los volimenes finales, luego de la incubacién (Tabla 1X). Existe una diferencia
significativa en los volimenes de los ovocitos luego de 12 hs. de incubacién con gramicidina. Estos
cambios de volimen influyen directamente en la composicion de los huevos como asi también en los

valores de permeabilidad, por lo que deben ser tenidos en cuenta para la interpretacion de los

resultados.
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CONTROL ANFOTERICINA GRAMICIDINA
(1) @) (3)
VOLUMEN INICIAL 8,59+0,20 9,04+0,18 10,50 +0,10*
(cm? x 10% (n=22) (n=13) (n=19)

(1) -()NS
(1) - 3) P < 0.02 (Test de Student para datos pareados).

TABLA IX: Variacion del volumen inicial de los ovocitos en funcién del agregado de canales artificiales. Se midié
el volumen inicial (cm-3 x 104) antes y después del agregado de anfotericina (100 ug/ml) y de gramicidina (100
ag/ml) al medio de incubacidn.

4.3.3 Estudio de la permeabilidad difusional al agua

La figura 28 muestra el flujo difusional de salida de agua tritiada (3H20) en funcién del tiempo
a 18°C. La cinética de salida del agua en funcién del tiempo fue dependiente de la temperatura y de
la presencia de anfotericina. La misma se correlacioné con una simple exponencial con una constante
de tiempo de aproximadamente un minuto.

Los valores del Pd (cm/s x 104) fueron: Pd control = 4,76 = 0,69 n=12; y Pd + anfotericina =

10,90 + 1,42, n=8; siendo las diferencias significativas con un P < 0,001.
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FIGURA 28: % del eflujo de agua tritiada en funcién del tiempo en experinmentos realizados a 18°C. Se estudié
también el efecto del agregado de anfotericina B (100 ug/ml) al medio de incubacién. Los datos se correlacionaron
con una exponencial simple, para obtener el correspondiente valor de Pd.

La figura 29 muestra otra serie experimental en donde las mediciones del Pd fueron realizadas a

4°C. Los valores obtenidos en este caso fueron (cm/s x 104): Pd control = 2,73 + 0,44, n=8; Pd +

anfotericina = 6,18 * 1,42, n=8; siendo ambas diferencias significativas (P < 0,001).
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De la comparacién de los valores de Pd a diferentes temperaturas se calculé la energia de

activacion (Ea) siendo de 6,44 * 0,05 Kcal/mol.
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FIGURA 29: % del eflujo de agua tritiada en funcion del tiempo en experimentos realizados a 4°C. Se estudid
también el efecto del agregado de anfotericina (100 pg/ml al medio de incubacion 10 minutos previos a las

experiencias.
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La tabla X resume las mediciones de Pf y Pd en una serie de ovocitos en presencia o no de
anfotericina (100 ug/ml). En ausencia del iondforo, la relacion APf/ Pd no fue significativamente
mayor que la unidad, lo cual indica la ausencia de una proteina especifica de membrana para el

transporte de agua en el ovocito nativo.

CONTROL (1) | ANFOTERICINA (2) ) - (1) ||
Pf x 10* (cm/s) 5,45+0,48 (n=10) 21,88+0,22 (n=7) 16,43+0,26 ||
Pf x 10* (cm/s) 4,7620,69 (n=12) 10,90+1,42 (n=4) 6,14+0,63 ||
APf/Pd 1,18+0,21 2,68+0,04 ||

TABLA X: Relacién P/ P’d en experimentos con y sin anfotericina (100 pg/ml). Los valores expresan la X + SEM
a 18°C. El valor del I'f se midi6 utilizando un gradiente de 100 mOsm.

4.3.4 Expresion del ARNm de vejiga urinaria de anfibio

Los ovocitos fueron inyectados con ARNm proveniente de vejiga urinaria de anfibio, un tejido
conocido por la presencia de canales de agua sensibles a la vasopresina; como control se procedié
a la utilizacion de agua estéril y ARNm de cerebro de rata, tejido conocido por la ausencia de dicho
transportador. La permeabilidad al agua se midié 72 hs. luego de la microinyeccion para permitir de

este modo la traduccidn y expresion del ARNm.
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43.4.1 Traduccion "in vitro" del ARNm

La funcionalidad del ARNm preparado a partir de la vejiga urinaria de anfibio, fue en primer
término determinada por su capacidad de sintesis proteica en un sistema acelular. Las proteinas neo-
sintetizadas fueron separadas sobre un gel de poliacrilamida y visualizadas por fluorografia
(Figura 30).

El gel revel6 que el ARNm obtenido, fue traducido en varias proteinas de pesos moleculares
comprendidos entre 14 y 200 kDa, las cinco proteinas mayoritarias se indican con flecha negra
(Figura 30, ¢ y d). Un andlisis mds detallado reveld la presencia de al menos 10 proteinas bien
diferenciadas. Una vez que los ARNm obtenidos permiten una sintesis adecuada "in vitro", son

inyectados en los ovocitos de anfibios para ser testeados "in vivo".

4.3.4.2 Expresion de las proteinas transportadoras de agua

Los ovocitos de Xenopus laevis o Bufo arenarum fueron inyectados con 50 ng de ARNm preparado

a partir de las células epiteliales de la vejiga urinaria de anfibio, conocidas por la presencia de canales
de agua. La permeabilidad osmética de los mismos se midi¢ 4 dias luego de la inyeccion, debido a

que la expresion de las nuevas proteinas, se desarrolla progresivamente durante 72 hs.
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14.

FIGURA 30: Analisis electroforético de los polipéptidos sintetizados "in vitro" a partir del ARNm de vejiga
urinaria de anfibios. st: standards; a: ausencia de ARNm en el medio de incubacién (control negativo); b: proteinas
sintetizadas a partir de 0,5 ug del virus del mosaico del tabaco (control positivo); c: traduccion de 4 ug de ARNm
de vejiga de rana; d: traduccion de 8 ug de ARNm de vejiga de rana.

Cuando se compara la permeabilidad osmética al agua de los ovocitos inyectados con agua o con
ARNm de cerebro de rata (controles), con aquellos inoculados con el ARNm de vejiga, se observa
un aumento de 3,6 veces en estos valores (Figura 31).

Los valores de Pf expresados como X * SEM en cm/s x 10% fueron: Pf control inoculado con
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agua= 5,26 * 0,33, n=11; Pf ARNm cerebro de rata= 6,58 + 0,85, n=8; Pf ARNm vejiga de

anfibio = 17,76 + 2,92, P < 0,05, n=12.
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FIGURA 31: Expresion del ARNm que codifica para los canales de agua. Se representaron los valores individuales
del I'f obtenidos a 7°C y en presencia de un gradiente hipoténico (190 mOsm).
Control= inoculado con agua, n=11; ARNm cerebro= inoculado con ARNm de cerebro de rata, n=8; ARNm vejiga=

inoculado con ARNm de vejiga urinaria de anfibio, n=12.
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4.4 DISCUSION:

4.4.1 Caracterizacion biofisica de los ovocitos nativos

El propdsito de este estudio fue caracterizar las propiedades de permeabilidad al agua en ovocitos

provenientes de Xenopus laevis y de Bufo arenarum, para utilizarlos luego, como un sistema de

expresion del ARNm. Para ello se midié la permeabilidad osmética al agua (Pf), a partir de la
variacion del volumen del ovocito, en respuesta al gradiente osmético aplicado. Para la medida de la
permeabilidad difusional (Pd) se estudio el eflujo de agua tritiada en funcion del tiempo.

El coeficiente de permeabilidad osmética enddgeno del ovocito, fue bajo (5,24 x 10’4 cm/s a 18°C)
pero mayor que el Pf reportado en la literatura utilizando técnicas gravimétricas (10'4 cm/s) (Muller
y col., 1980). Estos valores se corresponden con los del Pf en una bicapa lipidica que no contiene
canales para el agua (Pf = 10'4 asx 10'5 cm/s). Como el Pf se calculé asumiendo que la superficie
del ovocito es homogénea, este valor presentado seria el limite superior del verdadero valor del Pf
de la membrana plasmdtica (normalizado respecto a la superficie total). Los ovocitos de Xenopus
presentan microvellosidades; si el factor de amplificacion de la superficie es 9, como se observé en
ovocitos de sapos (Dick y col., 1970), el verdadero valor del Pf del ovocito seria aproximadamente
de 107 cm/s. La Ea para el Pf (10,4 Kcal/mol) esta dentro del rango descripto para el movimiento
de agua a través de una bicapa lipidica (10 - 14 Kcal/mol) pero mucho mayor que aquella medida
para el movimiento de agua a través de un poro o canal (< 5 Kcal/imol) (ver introduccién).

La permeabilidad osmética fue medida en presencia de gradientes hipo o hiperténicos, los
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resultados muestran que los valores del Pf son diferentes en ambos casos, indicindose que no existe
una simetria en los mecanismos de entrada y salida de agua. La razon para esta aparente asimetria
no es clara, pero podria deberse a diferencias estructurales en la superficie del ovocito debido a las
microvellosidades.

El Pf fue fuertemente aumentado por la presencia del ionéforo anfotericina. Este aumento fue
mucho mds evidente en los experimentos de llenado que en los de vaciado, lo que estaria relacionado
nuevamente con la asimetria de los procesos.

Con respecto a la gramicidina, la situacion es inversa, los cambios en la permeabilidad fueron
mucho mds ripidos en los experimentos de vaciado que en los de llenado. Esto podria ser explicado
debido a los cambios hallados en los volimenes luego de 12 hs. de incubacion con este iondforo
(Tabla IX). El mayor volumen inicial del ovocito y los canales incorporados a la membrana,
explicarian el aumento importante del Pf en los experimentos realizados en presencia de gradientes
hiperténicos.

Los cambios hallados por la incorporacién de estos ionoforos darian evidencias de que la verdadera
barrera limitante para el movimiento osmaotico del agua fue la membrana plasmatica, y no la presencia
de capas de agua no-mezcladas que podrian estar asociadas con los espacios intervellosos o el
citoplasma del ovocito.

El Pf no fue inhibido si se aumentaba hasta S veces la viscosidad de la solucion externa ni tampoco
si se utilizaba un bloqueador de los canales de agua como lo es el cloruro de magnesio (Verkman y
col., 1990). Tomando en cuenta estos resultados, se puede sugerir, a priori, que los canales de agua

estan ausentes en la membrana plasmatica del ovocito nativo de anfibio.
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4.4.2 Microinyeccion de ovocitos con ARNm

La microinyecciéon de ARNm proveniente de vejiga urinaria de anfibio en ovocitos, causé un
aumento significativo en los valores de permeabilidad osmética al agua, el cual no se observé en
aquellos ovocitos inoculados con agua estéril o con ARNm de cerebro de rata (figura 31). Este
aumento de la permeabilidad al agua es probablemente debido a la expresion de canales de agua
sensibles a la vasopresina de células de vejiga de anfibio. No obstante, como sucede en la mayoria
de los estudios de expresion en ovocitos, no es posible concluir que el ARNm codifique para la o las
proteinas que conducen a la formacién y/o activaciéon de canales enddgenos. La reconstitucion
funcional de las proteinas, traducidas a partir del ADN clonado, es necesaria para confirmar la

identidad de los canales de agua.

En resumen, nuestros resultados confirman que:
1) El estudio de la permeabilidad al agua en ovocitos nativos indican la ausencia de canales
especificos para esta molécula.
2) Las variaciones significativas en las permeabilidades detectadas en presencia de ionéforos
especificos demuestran la incorporacién de canales exdgenos a las membranas de los ovocitos.
3) El aumento de las permeabilidades observadas en huevos inoculados con ARNm de vejiga, y no
de cerebro, indican la expresion de proteinas especificas para el transporte de agua.
4) La expresion de] ARNm de vejiga demuestra que el ovocito contiene la maquinaria celular

adecuada para la expresion de los dcidos nucleicos.
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CAPITULO V

DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Ya que los resultados presentados han sido ampliamente discutidos en los capitulos precedentes,
realizaremos aqui una comparacion e integracion de los mismos.

El objetivo central de este trabajo fue abordar, bajo diferentes aspectos, el estudio del movimiento
de agua y solutos en algunos epitelios, para luego utilizar la tecnoldgica necesaria para la

caracterizacion molecular del canal para agua.

5.1 Permeabilidad al agua en barreras epiteliales

Como se plante6 previamente, las barreras epiteliales pueden ser clasificadas en abiertas o cerradas,

teniendo en cuenta su conductancia transepitelial. Como consecuencia de ello, existe una muy variada
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gama de epitelios mas préximos a uno u otro de estos extremos. Estas diferencias, definidas desde
un punto de vista eléctrico, no siempre se reflejan en los movimientos netos de agua; por consiguiente
un epitelio abierto al pasaje de iones no necesariamente lo es, aunque existen excepciones, para el
pasaje del agua.

La primer parte de este trabajo, se centré en la caracterizacion del movimiento neto de agua y
solutos en diferentes epitelios, para contribuir de algin modo, a explicar los procesos fisioldgicos que
en ellos ocurren.

Los movimientos netos de agua son la resultante de una compleja interaccion entre flujos de
volimenes pasivos, dependientes de la presencia de gradientes osméticos e hidrostdticos, y de aquellos
activos, asociados al transporte de sales. Existen ain muchos interrogantes acerca de cual es el grado
real de acople entre agua y solutos, como se mueve el agua en respuesta a la presencia de gradientes
externos (osmotico e hidrostdticos) y si existen o no canales especificos para el agua.

Es de interés conocer cudles son las principales vias de pasaje para el agua a través de un epitelio.
Partimos estudiando a la membrana amnidtica humana, como modelo de epitelio en donde existen
mecanismos pasivos de transferencias para el agua y solutos; pasamos luego al yeyuno de rata, un
epitelio donde coexisten mecanismos activos y pasivos de transferencias y por dltimo presentamos
aqui los datos previamente hallados en nuestro laboratorio para el epitelio de la vejiga urinaria de
anfibios, en donde se describié una importante reabsorcién de agua, estimulada por la hormona

antidiurética, en presencia de un gradiente osmético.
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5.1.2 Caracterizacion biofisica de los epitelios estudiados

Para dar una respuesta inicial a los interrogantes antes planteados, estudiamos en estas
preparaciones 4 parimetros en simultaneo: 1) la permeabilidad hidrostdtica (P,,,), 2) la permeabilidad
osmotica (Posm), 3) el flujo neto de agua asociado al transporte de sales (J,) y la diferencia de
potencial (dP).

La tabla XI resume los resultados hallados comparativamente en el amnios humano, en el yeyuno
de rata y en la vejiga urinaria de anfibio. Como los mismos fueron medidos en idénticas condiciones
experimentales, los valores obtenidos para los diferentes epitelios son totalmente comparables.
Generalmente se acepta que la presion hidrostitica en el rango empleado en nuestros estudios, no
mueve agua transcelularmente; por consiguiente, el flujo neto de agua observado, en presencia de un
gradiente de presion, seria la resultante de un movimiento neto de agua paracelular. Todos los
epitelios mostraron una relacion lineal entre los flujos netos de agua y el gradiente de presién
aplicado. A partir de la pendiente de la linea de regresion se calculd el valor de la permeabilidad
hidrostdtica (Phid) para cada caso. Como puede observarse en la tabla XI, la permeabilidad
hidrostatica del amnios es significativamente mayor que aquella observada en los otros epitelios,
indicando la importancia de la via paracelular en esta preparacion.

Se observé también una relacidn lineal entre los movimientos netos de agua y el gradiente osmético
aplicado. La permeabilidad osmotica observada fue significativamente mayor en amnios que en el
resto, pero es de destacar que en vejiga urinaria control (sin accion hormonal) este valor fue
significativamente menor que aquel obtenido cuando se indujo la respuesta osmotica por presencia

de ADH. Es decir, la hormona antidiurética provoca un aumento neto en la reabsorcion de agua,

109




haciendo que un epitelio cerrado para el agua, en su ausencia, se comporte como uno de tipo abierto
cuando la misma es agregada al lado seroso de la preparacidén. Debe destacarse que la presion
hidrostitica fue mds efectiva que la osmoética en el movimiento neto de agua en todos los epitelios,
pero debemos considerar que los valores de Posm (medidos en el estado estacionario) estin
probablemente subestimados debido a los fendmenos de "sweeping away" y "polarizacién de soluto"

(ver Introduccién) asociados a la presencia de capas no-mezcladas.

P,.., (cm/s) P, (cm/s) J.. (W/min.cm? | dp (mV)
AMNIOS HUMANO 0,32+0,05* 0,0390+0,0041* 0,03+0,04 0
(n=10)
YEYUNO RATA 0,05+0,01 0,0069+0,0014 0,09+0,02* 1,7£0,4
(n=8)
VEIJIGA SAPO 0,08+0,01 0,0004x0,0002* 0,17+0,02* 3115
(n=8)
VEJIGA SAPO + ADH 0,09+0,01 0,0065+0,0011 0,16+0,03* 52+8
(n=8)

TABLA XI: Comparacién de los valores de permeabilidad osmdtica e hidrostitica, flujo neto de agua asociado al
transporte y diferencia de potencial, en diferentes barreras epiteliales.

Los flujos netos de agua observados en ausencia de todo tipo de gradiente (J,) no fueron
significativamente distintos de cero en el amnios, pero si en el resto de los epitelios. Luego de la
remocion del sodio (en ambos lados de la preparacion) este flujo desaparece (yeyuno y vejiga),

indicando la posible asociacion de esta fraccion del movimiento de agua con el transporte activo de

~

iones.
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Las diferencias de potencial obtenidas estin en relativa concordancia con los resultados hallados
para la permeabilidad hidrostdtica. Los epitelios abiertos tienen diferencias de potencial mucho

menores (0 mV amnios, 1,7 mV yeyuno) que aquellos cerrados ( 31 mV vejiga control).

Todos estos hallazgos los podemos resumir en la tabla XII.

PERMEABILIDAD | PERMEABILIDAD PERMEABILIDAD
ELECTRICA OSMOTICA HIDROSTATICA
AMNIOS HUMANO +++ +++ +++
YEYUNO RATA ++ ++ +
VEJIGA SAPO + ADH + ++ +
VEJIGA SAPO + + +

TABLA XII: Cuadro comparativo de los valores de permeabilidad eléctrica y al agua en los epitelios estudiados.

El otro punto central de nuestros estudios, fue determinar la importancia relativa de las vias
paracelular y transcelular en el movimiento neto de agua. Para ello, se midieron en simuitdneo y
minuto a minuto, los flujos netos de agua (Jw) y las permeabilidades a la sacarosa (P,, marcador
extracelular), tanto en presencia de gradientes osmoéticos como hidrostaticos.

Ademis, los estudios de variaciones de pH del medio, junto con las mediciones de los flujos
unidireccionales de sacarosa, contribuyeron enormemente a dar una respuesta inicial a este
interrogante.

Como se seiald previamente, la sacarosa no se mueve transcelularmente y la presién hidrostitica
solo mueve agua paracelularmente. Con respecto a la presion osmdética la situacion es menos clara,

ya que la via de pasaje en respuesta a la misma puede variar de preparacion en preparacion.

111



En el amnios humano, la acidificacion del medio en presencia de bicarbonato, redujo en idéntica
proporcion a las permeabilidades osméticas e hidrostdticas. Este efecto fue totalmente reversible, pero
no fue observado en presencia de un buffer impermeable (Tris).

En ambos casos, el porcentaje de reduccién, inducidos por la acidificacion del medio, fueron
similares. Esto sugiere que los efectos de pH,observados sobre los movimientos osméticos de agua,
estarian reflejando una modificacion de la ruta paracelular.

En el yeyuno de rata la variacion del pH del medio produjo los siguientes efectos: 1) En presencia
de un gradiente hidrostatico (10 cm de agua) se observé un aumento del Jw y una reduccién de la
permeabilidad difusional al agua (P,), en forma simultinea y reversible. 2) En presencia de un
gradiente osmético (20 mM PEG, seroso) se observd una reduccion del Jw en paralelo con un
aumento de la P,. Ambos efectos no fueron logrados en presencia de buffers no permeables (Tris).
Si aceptamos que la Ps es un buen marcador de los movimientos paracelulares,y que la P, refleja
principalmente los movimientos de agua transcelulares, podemos concluir que la acidificacion del
medio, en presencia de bicarbonato, modifica tanto la via paracelular como la transcelular. Las
evidencias experimentales indican que un aumento en las concentraciones de protones abre la ruta
paracelular y probablemente induce un bloqueo especifico en la ruta transcelular. No obstante, la
presencia o no de canales especificos para el agua en estas preparaciones,ueda adn abierta a la
investigacion.

Por ultimo, en vejiga urinaria de anfibios, la acidificacion del medio inhibi6 en forma reversible
la respuesta hidrosmética a la ADH, al AMPc y al 8-bromo-AMPc. Estos efectos inhibitorios fueron
observados tnicamente en presencia de un buffer permeable (Parisi y col., 1981). Estos resulados

fueron explicados como debidos a la presencia de dos sitios de accion sensibles al pH del medio: a)
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un sitio de membrana relacionado a la adenilato ciclasa, b) un sitio inracelular post-AMPc. El hecho
de no haberse observado desaparicién de los agregados proteicos asociados a la respuesta osmética,
en presencia de ADH, cuando el pH del medio fue modificado, sugiere que el segundo efecto estaria
localizado a nivel del canal de agua. Por consiguiente, la principal via de pasaje de agua en la vejiga

urinaria de anfibio seria la transcelular.

5.2 Permeabilidad al agua en ovocitos de anfibios

De los epitelios estudiados la vejiga urinaria de anfibios es aquella que muestra claramente la
presencia de proteinas de membrana especificas para el transporte de agua. Como es de nuestro
interés llegar a identificar y aislar a dicha proteina, utilizamos una técnica de biologia molecular para
acercarnos al problema. La estrategia seguida fue la siguiente: si el flujo de agua es mediado por una
proteina especifica de membrana, es posible inducir la sintesis de dicha protcfna' a partir de su
precursor directo, el ARNm. Una vez obtenido el misio puede ser traducido en un sistema "in vivo"

como lo es el ovocito de anfibio.

5.2.1 Caracterizacion biofisica de los ovocitos

Para realizar estos estudios satisfactoriamente llevamos a cabo, en primer instancia, una

caracterizacién del movimiento de agua en ovocitos nativos. Medimos la permeabilidad osmética (Pf),

113




la permeabilidad difusional (Pd) y la energia de activacion de estos procesos (Ea), en condiciones
controles y en presencia de canales artificiales para el agua. Los valores obtenidos,en ovocitos no
tratados, estin dentro del rango propuesto para bicapas lipidicas, los que indican la ausencia de
canales de agua.

Estos resultados junto a los obtenidos con el agregado de canales exdgenos, nos permiten concluir
que el ovocito constituye un sistema adecuado para estos estudios ya que, es posible realizar en forma

reproducible las mediciones de las permeabilidades osméticas y difusionales al agua.

5.2.2 Caracterizacion molecular

Procedimos luego a la evaluacién de los movimientos de agua inducidos por la presencia del
ARNm. Las medidas de permeabilidad osmética (Pf) en los huevos nativos (no inoculados) fue 3,6
veces incrementada cuando se inyectaba ARNm proveniente de vejiga urinaria de anfibio y no asi
con ARNm de cerebro de rata. Estos resultados indican que los ovocitos poseen la maquinara celular

adecuada para la sintesis de proteinas de membrana realizada a partir de material exdgeno.

El paso siguiente serd tratar de identificar cuil es la fraccién del ARNm total que codifica para la
sintesis de la proteina transportadora de agua, para su posterior aislaciéon y secuenciacion. El
conocimiento de la misma nos permitird utilizar esta estratégia para determinar, en los epitelios

estudiados, si la via de pasaje transcelular para el agua estd asociada o no a canales especificos.
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