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ABSTRACT

In the literature there are no references concerning

ion transpol't proceses in isolated skin of Caudiv¿rLbe-rLcL

caudiv e-rLb ¿tLcL.

Due to this lack of information with respect to such

an interesting species, from an evolutionary point of view,

work on the electrophysiological characterization of ionic
transport proceses in isolated skin was done.

The results indicate that:
a) The Na* ions is the predominant actively transported

ionic species.

b) There exists a mechanism of active transport of C1- ion

from very concentrated solutions.

c) The slopes obtained from regression analysis of results

from studies of the dependance of T.E.P. with external

Na* or internal K* cover an ample range of values, very

dif,ferent from the 60 mV/dec Na* o one predicted by the

Koefoed-Ussi-ng model .

d) The C1- ion has a drastic effect on the

of Na] when absent the c.c.c. an the Na

potential fa11 to near zero values.

active transport
* trurrrepithelial



e) Apparently the role of C1- on the active transport of

Na* is at an intracellular 1eve1.

f) The activity of the Na* pump is dire ctty related to

the transepithelial potential.

Finally the possibility of existence of a unique

mechanism for the generation of transepithelial potentlal

in different species and that the slopes refered to above

are the result of the variation of some parameters of a

unique model is discussed.



RESUMEN

En 1a literatura no existen referencias, relativas

a los procesos de transporte i6nico en piel aislada de

Cctudíve-tLba-tLcL ca.udivenb¿na. Debido a esta falta de infor

mación respecto a una especi-e tan interesante desde el

punto de vista evolutivo, se realizd un trabajo de carac

terización electrofisiológica de los procesos de transpor

te i6nico en piel aislada. Los resultados indican que:

a) El i6n Na* es 1a especie iónica transportada activamen

te en 1a mayor proporción.

b) Existe un mecanismo de transporte activo de C1- desde

soluciones muy concentradas.

c) Las pendientes de las rectas de regresi6n de los resul--

tados de experimentos en que se ha estudiado la depen-

dencia de1 potencial transepitelial- respecto de Ia con-

centración externa de Na* o interna de K+, cubren un a[

plio rango de valores muy distintos de 60 mVldéc l*r*lo,
valor predicho por eI modelo de Koefoed-Ussing.

d) El ión Cl- tiene un drástico efecto sobre e1 transporte

activo de Na*. Si no está presente , la corriente de cor

tocircuito y eI potencial de Na* transepitelial caen



hasta valores cercanos a cero.

e) Aparentemente el ro1 del C1- sobre el transporte ac- -

tivo de Nat es a nivel intracelul-ar.

f) La actividad de la bomba de Na* está estrechamente

relacionada con el potencial transepitelial.

Se discute finalmente, 1a posibilidad que exista un

único mecanismo para generar el potencial transepitelial

en distintas especies y que 'l as pendientes a que se hace

referencia en eI punto (c), sean producto de la variación

de algunos parámetros en un model-o único.



INTRODUCCfON

La piel de 1os anfj-bios se comporta como un órgano

altamente especializado, cuyas funciones de transporte

iónico y regulación tanto osmótica como de pH de1 plasma

no tiene igual en 1a piel de ningún otro vertebrado. Las

funciones arriba menclonadas, son particularmente i_mpor-

tantes en aquellos anfibios cuyo hábit.at es eI agua dulce,

ya que es justamente en esa sj_tuación donde están más ex-

puestos a Ia pérdida de iones por difusión y a Ia incorpo

ración de agua por osmosis. El transporte idnico a través

de Ia pÍ.eI de rana, está ampliamente demostrado, encontrán

dose numerosos trabajos al respecto en la l_iteratura espe-

cializada, en prácti-camente todas las especies conocidas.

Sin embatgo, no es posible encontrar más de dos trabajos

relativos a la ll-amada "rana chilena", Caudívenben-a ca"udi-

vetLbQ.,La" (Garcfa-Romeu et aX-, L969 y Dale Benos, L98L), aq

bos referidos esencialmente aI mismo aspecto: intercambio
l-¿de Na' por H' endógeno y C1- por basei eI primero ..t-r,r vivo

y ef segundo realizado en piel aislada. Caudiv¿¡Lbe.tLcl cau-

div¿nbQ.tLl" es una especie particularmente atractiva, ya que



de acuerdo a los trabajos de N.Dlaz (11) y A. Veloso (38) -

es una especi-e que se separ6 tempranamente de1 tronco an-

cestral. Crj.terios osteológicos sugieren un aislamiento

evolutivo de esta especie.

EI presente trabajo fue llevado a cabo con eI fin de

obtener una amplia caracterización electrofisiológica de

1os procesos de transporte en pÍe1 aislada de Caudív¿tLbQ-/La"

c«udív¿n-bena, con un particular énfasis en el transporte

activo de Cl- desde soluciones muy concentradas, cuya exis-

tencia en esta especie no habfa sido demostrada. Se discu-

ten además, 1as enormes discrepancias entre los resultados

obtenidos y los resultados que debieran obtenerse de acuer-

do aI modelo propuesto por Koefoed-Ussing, eu€ es el modelo

para transporte en piel de rana que actualmente se enseña en

las carreras de Biología de todos los centros de enseñanza

superior en nuestro pafs.



MATERTALES Y METODOS

Montaje de piel. Los experimentos fueron realizados en piel

abdomj.nal de Ia rana Ca"udivenb¿na caudiv¿nbencL, las que des

de su llegada al- laboratorio fueron mantenj-das en cubetas.

Posteriormente fue posible mantenerlas en un pequeño estan-

que con agua corriente. Los experimentos para determinar

transporte activo de C1- se realizaron en una cámara d.e

Ussing (27) de lucita, de 7 cmz de sección transversal, eI

resto de los experimentos fueron efectuados en un sistema

constituido por dos cámaras de Ussi.ng independientes cons-

trufdas en un s61o bloque de lucita (cámara doble), con una

sección transversal de 3r5 cm2 cada una. Cuando se usó Ia cá

mara doble Ia piel se mont6 sobre ambaq cámaras, separadas

por un espacio de aire, y luego se cortó dejando una mitad

en cada cámara, evitando asf acoplamiento e1éctrico entre

ambas mitades. A1 montar 1a piel, los bordes de las cámaras

en contacto con aquella fueron cubiertos con una capa de va-

selina para obtener un buen sellado - con poca presión - y

evj-tar daño de borde. Las Figs. 1- y 2 muestran 1a cámara

simple y 1a cámara doble, respectivamente.
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FIG. 1. Cámara de Ussing Simple

Ductos para aireacióa y agitaci6n
Entradas para los puentes de Agar-KCl para medición de
potercial
Ductos para evacuar soluciones
Entradas para 1os puentes de Agar-KCl para medicidn de
corriente
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FIG. 2. Cámara de Ussing doble.
(aba-i o) .

Visca lateral (arriba) y vista super:ior

Entradas para 1os pueates de Agar-KCl para mediei6n de potencial
Entradas para los plrentes de Agar-KCl para medicidn de cor¡:iente
Ductos para aireación y agitaci6n
Ductos para evacuar soluciones

A
B
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D
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Sistema de Registr"o y Contr.ol de Potencial. Para medir eI po-

tencial transepi.telial se usaron electrodos de calomel

y para suministrar corriente se usaron electrodos de

Ag/AgCl; ambos pares de el-ectrodos se conectaron a Ia

cámara de Ussing por medio de tubos de polÍetileno 11e-

nos con Agar-KCI 3 M aI 32. En todos 1os experimentos

se utilizaron sendos sistemas de control de potencial (vol

tage clamp) construldos en nuestro laboratorio (Fiq. 3),

con una Ímpedancia de entrada de l-01r f) y en un tiempo de

respuesta de 1-00pseg, provistos, además, de sistemas para

compensar tanto la asimetría de los electrodos como Ia caf

da de potencial a través de Ia resistencia en serÍe cons-

titufda por la solución. Las l-ecturas se hicieron con

Electr6metros KeÍth1ey 6J-0A y 6108 conectados a cada si.ste

ma de control de potencial; los registros en papel se hicig

ron con registradores Varj-an 611A y 611-Ar. La Fig. 4 mues-

tra un esquema de Ia disposición del sistema experimental

completo. Las curvas l/V se obtuvieron variando e1 poten-

cial transepitelial por saltos discretos, regi-strando 1a

corriente hasta que se estabilizaba, para cada valor de po-

tencial.

En 1os experimentos en que se midió Ia cantidad de so

dio en eI compartimiento del lado mucoso d.e 1a piel, las
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FIG. 3. Sistema de control de Potencial
En la parte superior se observa e1 amplificador de control;
en la parte central está e1 amplificador de instrumentaeión
y un sumador donde se realiza la compensaci6o de la asímetría
de elec.trodos y la realimentaci6n positiva de una fracción
deI potencial generado por el transductor I/V situado en la
parte inferior.



FIG. 4. Esquema de la disposici6n deI sistema experimental
A : Hemicámaras de la cámara de Ussing
B : Preparación (piel de rana)
C : Puentes de Agar-KCl
D : Electrodos de Ag/AgCl para medicíón de corriente
E : Electrodos de calomel para medición de potencial
F : Sistema de control de potencial
H : Instrumento de medición (Electr6metro y/V osciloscopio)

. y registro en papeI.
G,

.12



determinaciones de sodio se hicieron es un espectrómetro

de absorción atómica Unicam.

Cada vez gue se utilizó Amilori.da (Bent1ey, l-968)

para inhibir el flujo cle sodio, se agregó eI vol_umen ne-

cesario, de una soluci6n madre con una concentración de

1O-2 M, para obtener una concentración final de 1O-4 M en

eI compartimiento del lado mucoso.

Soluciones: Las soluciones empleadas para los dj-stintos ex-

perimentos, fueron las siguiente:

Ringer Normal: NaCl 11-5 mM; KCI 3 mM; CaClz 1.1 mM; NaHCOs

2.4 mM.

Ringer sulf ato: Naz SO+ 5 7. 5 mM; Kz SOq 1. 5 mM; NaHriQ,

2.4 mM¡ sacarosa 59 mM.

Rlnger colina : col-Cl 1-1-5 mM; KCI 3 mM; CaCl z L. B mM;

Tris 5 mM.

Todas las soluciones a pH 7 .5, a menos que se indique otro

va1or. Ocasional-mente se usó buffer Tris en lugar de NaHCOg

a una concentracidn de 5 mM; no se observaron diferencias

en l-as respuestas de 1a piel aI usar uno u otro buffer.

En Ios experimentos que demandaban variación de la con

centracidn de sodio o potasio, el sodio se reemplazó parcial

mente por colina* y e1 potasi-o reemplazd parcialmente al

13
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sodio respectj_vamente.
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RESULTADOS

Transporte activo de CI

En piel aislada de rana se ha determinado fa exis-

tencia de un mecanismo de transporte activo de C1- desde

soluciones con alta concentracidn de Cl- (de1 orden de

100 mM) (28) , (39), (42¡, en Caudív¿nb¿na caudív¿,LberL(l,

Garcfa-Romeu ¿t aL. (?@l , determinaron Ia existencia de

un mecanismo de transporte activo de Cl- desde soluciones

muy diluldas (de1 orden de 1.5 mM) ín vívo.

EI objetivo de esta serie de experimentos fue deter-

minar si el mecanismo de transporte activo de C1-, desde

soluciones con altas concentraciones de1 CI- está también

presente en Caudive.rLb ¿¡La- c«udive-lLbe/10,.

Las pieles se montaron en una cámara de Ussing doble

con soluciones simétrj.cas de Ringer colina, Ia mitad expe-

rimental, y la otra mitad de la piel en Ringer normal a mo

do de control-. Se registr6 continuamente el potencial, has

ta llegar a un estado estacj-onario y en ese instante las pie

les fueron cortocircuitadas.

Los resultados están expuestos en la Tabla 1. Se ob-

serva una distribución bimodal de los resultados; pieles con
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TABLA 1

Experimental Control

uA

-2CM

uA

-2cm

-2.86
0. 00

-0.23

-o .52

-0.26

-0.29

-0.29
0.00

0. 00

0.00

0.00

-0.L7
0. 00

0.00

1.00

0.00

ueq
hr cm2

0. 11

0.00

0.01

0.02

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.02

0.00

0 .00

0 .01

0 .00

0.00

0.04

0.00

15.7 t

5 ,71

10.00

TT .43

3. s7

6.23

J. ¿J

3. 00

10.00

8. 00

3.25

16 .00

6.00

12.00

5.15

15 .00

4.25

ueq

"*'

0.59

o.2t
0.37

0.43

0. 13

4.23

o.t2
0. 11

0.37

0. 30

0.L2

0.60

0,22

0.45

0.22

0,57

0. 16

c.c.c. exp.
c. c. c. cont.

0. 18

0.00

0.02

0. 05

0.07

0.05

0 .09

0.00

0. 00

0.05

0.00

0.00

0.03

0.00

0 .00

0 .07

0.00

Corrientes de c.ortocircuito regístradas en

se utilizaron 1as dos mitades de una misma

Experimental : Trozo de piel en soluciones
Control : Trozo de piel en soluciones
c.c.c. exp. : Corríente de cortoci-rcuíto
c.c.c. cont. : Corriente de cortocircuito
El sentído positivo de la corriente es en

16 experimentos. En cada uno

piel.
simátricas Ringer coli-na
simátricas Ringer normal

registrada en e1 trozo de piel
registrada en el trozo de piel
1a direcci6n mucoso a seroso

experimental
control
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corriente de cortocircuito (c.c.c.) nula y pi_eles con c.c.c.

negativa, pero en ningún caso pieles con c.c.c. positiva,

siendo el promedi.o de Ia muestra total significativamente

distinto de cero (; =-0.35 t 0.23 ¡tA/cm, p( 0.05) . El cuo-

ciente c. c. c. experi-menLal/c. c. c. control , en que 1a c. c. c.

control es aquella registrada en la otra mitad de 1a piel

bañada por Ringer normal, es muy pequeño (x = 0.035 t 0.048,

P< 0.05) de manera que basados en estos datos podemos concluír

que los portadores mayoritarj-os de Ia c.c.c. en Ringer normal

serfan los iones Na*.

En las Figs. 5 y 6 se reproducen dos experimentos tfpi-

cos en que se agrega CuSO+ 10-s M a 1a solución de1 lado muco

soi se observa una inmediata cafda de la corriente, Ia que en

pocos minutos llega a cero. E1 ión Cu** h. sido descrito co-

mo un inhibidor de Ia permeabilidad aI Cl-.

De los resultados arriba expuestos, parece claro que las

corrientes negativas registradas son portadas por iones C1 ,

ya que la inhibición de la permeabilidad al C1- por iones Cu**

las anula por completo. Por otra parte, el hecho de que estas

corrientes se manifiesten en condiciones de diferencia de po-

tencial electroqulmico transepitelial nulo indicarfa que esta-

mos en presencia de un transporte activo de Cl- desde



FIG. 5. Efecto del ión Cu# sobre c.c.c. en soluciones Ringer sin Na*
Abscisa: tiempo (min)
Ordenada: c.c.c. (uA)
Una vez estabilizada la c.c.c. se agregó CuSOr, a una eoilcen-
tración final de 10-s M en eI lado mucoso de la piel.

18
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FIG. 6. Efecto riel i6n c*# sobrc c.c.c. en sor-uciones Ringer sin Na*
Absci-sa: tiernpo (min)
0rden¡:.da: c. c . c. (trA)
llna vez estabil-izada 1a c.c.c. se agregó cusO+ a une concen-
traci6n final de 10*5 lI en el. lac1o mucoso de la pieI.

rc

19



soluciones con una alta concentración de CI-.

Efecto del- ión Cl-- sobre la corriente de cortocircuito

En 1a 1i+-eratura se encuentran descri-tos diversos

efectos del- ión Cl- sobre eI transporte activo de Na+

en pieles aisladas de rana; Koefoed-Ussing han comunica.-

do un aumento sostenido del potencial en Rana temytonctn-ia

(26) en ausencia del ión C1-; Fischbarg ¿t a.L. (15) seña-

lan que en Loytfod,aetttrX-u,s oc¿.(.!-ctt.u¿ e1 transporte de Na+

decrece con la disminuci-ón de la concentración de C1- en

e1 rango 118 a 20 mM y luego crece hasta alcanzar un máxi

mo a una concentración de CI- 0 rnM; Huf (24), trabajando

en Rana ytipien,s, ha observado una dj.sminución del trans-
+porte de Na' con fa concentracidn de C1 en eI lado muco-

soi finalmente, Garcfa-Romeu ¿t. cLI-. describen una drástÍ-

ca cafda de1 flujo neto de Na* en Cctudiv¿rLbena" caudiveLbQ--

na in vívo (de 7.2 t 1.6 a 2.5 t l-.1 neq,/h x 100 gr) (20),

al reemplazar el Cl- por SOu=. Los resultados expuestos

a continuacidn, muestran 1a dependencj-a de Ia c.c.c. y eI

potencial respecto d.el ión CI- encontrada en piel aislada

de Ca"udLv enb enct" cctudív ¿tLbetLl,.

2o



En 1a Fig. 7 se muestra eI efecto del reemplazo del

ión Cl- por SO*- sobre l:a c.c.c. en tres experimentos;

se observa guo, aunque 1a cinética de decaimiento es dis

tinta en cada caso, eI efecto neto es una cafda del po-

tencial en un tiempo de aproximadamente 30 min.

La Fig. B reproduce un experimento tfpico en que se

reemplaza e1 Ringer normal por Ringer SO;, se observa la

subída del potencj-a1, descrita por Koefoed-Ussing, pero

a continuación una abrupta cafda hasta un potencial mucho

menor al cabo de 50 min, esta cafda es completamente re-

versible por restitución de las soluciones de Ringer nor

mal.

En 1a Fig. 9 se reproduce un experimento tfpico en

el que se registra Ia c.c.c.. A la solución externa se

le agrega CuSO+ 10-5 M, se observa otra vez un aumen

to de Ia c.c.c. y a continuación una fuerte cafda que

se estabiliza en aproximadamente una hora. Estos resul-

tados demuestran gue existe una drástica dependencia del

potenci-al y la c.c.c. respecto del Cl-. Es interesante

observar que el experimento reproducido en la Fig. 9 su-

giere que el- ro1 de1 CI- sobre el transporte activo de

sodio no es a nivel de membrana sino más bien a nivel

intracelular t ya que no es 1a presencia del ión Cl- en

27
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FIG. l. Efecto del reemplazo del i6n Ct- por SOf sobre el
cial Lransepitelíal en sol-uciones Ringer.
En estos experimentos se ha reemplazado el Rínger
por Ringer-SOl en amba.; hemicáinaras.

poten-

normal

22

1rfi.Sutf¿ro

u
I4.5

r(m n)



!lql. Reversibilidad del
sobre e1 ¡rotencial

efecto del r:eemplazo d*1. i6n Cl- por SOi
ti:ansepltelial en sol.uc i.oires Riirger.
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_rIÉ*9" Efecto de1
Se agreg6
mucoso de

i6n Cu" sobre ia c.c..:.
CuSOa a una c"oncentracÍón
1a pie1.

en soluci"ones
final cle 10=5

Ringer normal..
M en el. lado
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la soluci6n externa 1o importante, sino más bien su paso

a través de la membrana apicali en último término su pre

senci-a en el interior de Ia cél-ula.

Dependencia del- Potencial Transepitelial respecto de l-a Tasa de

Tnansponte Activo d.e Na+.

En 1a Fig. 10 se muestra un experimento en que se

grafica V, v/s moles de Na* en la hemicámara de1 lado

mucoso; ndtese que esta ú1tima variable es Ia integral

del flujo neto de Na* por e1 tiempo, sobre toda eI área
/-- r

de Ia piel (A lf "' dt) , de manera que s j. existe una re-
J Juet

laci6n entre el potencial y 1ffi: sólo se podrá visua

lizar cl-aramente en el- caso en que el potencial varfe

de manera tal que no existan máximos o mlnimos locales

entre los máximos o mlnimos extremos, ya que 1as deter-

minaclones de la cantidad de Na+ se realizaron de un mo

do dj-screto, obteniendo un valor cada una hora. En eI

experimento expuesto se cumplió esta condición durante

s j-ete horas. En los demás, esta condición sólo se dio

por tramos. Se observa una clara rel-ación entre ambos

parámetros, Ia que podrla ser descrita como un desfase
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.

F.I§,-IO, Potencial transepitelial y inoles de Na* en }a hemicámara
de1 lado inucoso v/s rie.mpo
Ládc, nucoso: NaCl 3.05 mM

Lader eeroso: Ringer nortnal
La línea contínua es una transcripción de1 registro de
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en 11 radiales. La Fig. 11 muestra la recta de regresi_ón

lj.neal obtenida con los pares de valores graficados para

cada hora, obteniéndose un ajuste muy aceptable (r=0.91).

En estos experimentos l-as concentraciones iniciales usa-

das fueron las sigruientes: lado mucoso: 3r05 mM Na*; la-

do seroso: Ringer normal (11-5 mM Na*) , por Io tanto un

aumento en la cantidad de Na* en eI lado mucoso corres-
ponde a una declinaci6n de la tasa de transporte de l_a

bomba y vice-versa.

Dependencia deJ. potencial transepitelial- respecto de las concen-
I¿

traciones de Na' y K'.

La hip6tesis de Koefoed-Ussing (1958) acerca del-

origen de1 potenci-al transepi-te1ial, supone dos poten-

ciales de difusión en serie, a través de las células

que transportan Na* activamente, uno debido a la alta

permeabilidad al Na* y muy baja permeabilidad aI K* en

1a membrana apical y 1o contrario en la membrana baso-

lateral, donde está ubicada 1a bomba que intercambia

Na* interno por K+ externo en una relación l-:1.



qlq. 11_. Recta de regresi6r line.al
mo].es cte Nal- * obtenidos
(r = 0.9i)

pa::a los pares
c¿:d¿: irora en la.

de dalos
Fig. 16.
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Dado que en Cctudívenb¿na caudivQ-rLbQ-rLa no existen

referencias sobre la dependencia del potencial transe-

pitelial respecto d.e fas concentraciones de N.+ y K+

en el lado mucoso y seroso respectivamente r s€ efectua

ron experimentos con el fin de determinarla.

En 1a Fig. 1-Z se presentan los resultados obteni-

dos al variar la concentración de Na* en eI lado muco-

so. Además, incluyen entre ellos dos experimentos en

que se varió simultáneamente 1a concentración de Na* en

ambos compartimientos.

Se observa que la variación del potencial transe-

pitelial es lineal con el logaritmo de la concentración

de Na* entre 1- y 60 ilM, sin embargo, la respuesta a

concentraciones mayores no es c1ara. Por otra parte,

los dos experi-mentos en que se varió 1a concentración

de Na* también en el lado seroso exhiben los valores

más bajos para 1a pendiente en el segmento lÍ.neal y un

aumento desmesurado de Ia pendiente para valores de 1a

concentración de Na+ mayores que 60 mM. Experimentos

posteriores demostraron que la falta de Na* en el

lado seroso provoca una aguda cafda del- potencial- trans

epitelial y de la c.c.c., de manera que en estos dos
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FIG. 12. Dependencia del gotencial transepitelial respecto de la con-
centrací6¡r de Na* en el lado mucoso ( [na+l r ),
Las curvas señaladas con (t) corresponden a experimentos en
que se vari6 la concentración de Na+ en ambas hemicámaras.
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experimentos tendrfamos superpuestos ambos efectos.

La FÍg. tS muestra 1as rectas de regresión obteni

das para cada experimento de ta Fig. 1,2, con su corres

pondiente coeficiente de regresión lineal; en la Tabla

2 están las pendientes calculadas de tales rectasr se

observa que si bien el ajuste a una recta es bastante

aceptable, las pendientes están muy por debajo de1 va-

lor esperado de 6o mvldéc. [*"*l ".
En la Fig. L4 están los resultados obtenidos al

variar Ia concentraci6n de K+ en el lado serosor s€

observa una cafda de1 potencial aproximadamente lineal-

con eL logaritmo de 1a concentracidn de K*, en eI ran-

gode3aB0mM.

La Fig. L.5 muestra las rectas de regresidn linea1

obtenidas para cada experimento de Ia Fig. 14, con sus

respectivos coeficientes de regresión lineal y en Ia

Tabla 3 Ia pendiente de cada una de estas rectas. Co-

mo en eI caso anterior, las pendientes están lejos del

valor esperado - 60 mv/dé..[^*], 1o que establece c1a

rament.e que la hipdtesis de Koefoed-Ussing no es apli-

cable a este epitelio.
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TABLA 2

.mvm (--; *)
déc. iu.- iL -O

t7 .07

14 .34

8. 40

10. 17

5.68

9.s0

4.7 6

5. 10

5.33

i.90

0.99

0.96

0.87

0.99

0.98

0.9s

0 .99

0.94

0.98

1 .00

Experimentos de dependencia de1 potencial trans
epitelial respecEo de 1a c.oncentración de N"* en

e1 lado mucoso. Pendientes (m) y coeficientes (r)
de las rectas de regresíón 1inea1 para cada expe-

rimento.
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I.J§__14. Dependencil-d*1 po-tencial
cüncentración cle K' en el-

loof x'-], 1",v)

I r¿.Lnsepi tcl i¡ I rcspecr<.¡ de 1a
i¿,rdo ser-oso f lr.+] i).
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TABLA 3

Experimentos de dependencia del pot.eneial

transepitelial respecto de 1a concentraci6n
de K* en e1 lado seroso. pendientes (m) y
coeficíentes (r) de las rect.as de regresión
lineal para cada experimento.

- 25.1 0.96

- t2.6 0.99

- 8.8 1.00

- 7 .0 0.98

- 18.0 0.86

q ; * tl4 §.t *§.

t
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Los resultados anterlores, si bien no concuerdan

con la hipótesis de un potencial de Nernst en las mem-

branas apical y basolateral de las céIulas de transpor

te, podrfan corresponder a Ia presencia de un potencial

de Goldman, por 1o tanto se podrfa esperar que si se man

tienen constantes las concentraciones j-ntracelulares y

las concentraciones en ambas hemicámaras un cambio en

la permeabilidad a1 Na* en la membrana apical, se refl-e
jarfa en un cambio instantáneo en e1 potencial transe-

pite1ia1. Se hicieron experimentos en que se agregó

simultáneamente amilorida, a una concentración final

de 10-4 M, en el lado mucoso d.e ambas mitades de Ia

pie1, una de ellas cortocircuitada y 1a otra en corto-

circuito abierto; utilizando Ia medida de 1a corriente

en una y de1 potencj.al en la otra, mediante un grafica

dor X v/s Y I se hizo un gráfico Y v/s V. Dado que Ia

c.c.c. se mide utilizando un cj-rcuito externo, Ia c.c.c.

es una buena medida de 1a permeabilidad aI Nat de la

membrana apical.

La Fig. 1ó reproduce un experimento tlpi.co, donde

se observa un claro retardo del cambio de potencial

transepitel-ial respecto de1 cambio de Ia c.c.c., retra

so que corresponde a al-gunos segundos, eu€ es
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.r1q.*_Lq. Ret¡rrdo cle la caída c1el. p,Lenci¡,rr del potencial respecro c.!e 1a
caíd¿:. de la c. c. c .

se agreg6 Amirc¡rida a urra coücentra.ión fínar de l0-! ¡t en e1l-ado m*coso r1e 1as dos milades de una piel sirnurtáneamente.. En
uno se registró V¡ y en el otro c.c.c. en un grafí-cador X/y.
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justamente el tiempo en que se puede suponer gue Ia

concentración i-ntracelular de Na* no varfa significati

vamente. Este tipo de resultado es eI que se espera-

ría en un sistema en gue opera un potencial de Nernst,

ya que el potencial no varfa hasta que comienza a variar

Ia concentración intracel-ular, sin embargo, €s contra-

dictorio con los resultados anteriores y con un potenci-al

de Goldmann.

Es evidente entonces, güe estos resultados no con-

cuerdan con e1 modelo planteado por Koefoed-Ussing; la

dificultad más importante surge a ralz de la dependen-

cia deI potencial transepitelial respecto de Ia concen-

tración de Na* en el lado mucoso d.e 1a pie1, ya que si

bj-en es lineal con e1 logaritmo de Ia concentración de

Na* externa, 1a pendiente es distinta de 60 mMrzdé..[U"[,

de hecho, eI rango de valores encontrados para

diente es extremadamente amplio.

Más adelanter se discutirá la posibilidad

tear un modelo suponiendo una bomba de Na+-K*

génica.

Ia pen-

de plan

electro-
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Transponte activo de Cl

En Ios últimos años

transporte activo de Cl-

sido aportada evj.dencj-a de

piel aislada de varias es-

ha

en

pecies: Rana ytipíena (40), Rana femyton-attia (29) , Ra.na

¿ cuX-enf.a ( 19 ) y Leyttct dact qX-u,s o c¿LL-«tu^ ( 44) . Se ha

podido determinar que existen a1 menos dos mecanismos

básicos: uno sensible a ouabafna y dependiente de catio

nes y otro sensible a acetazol-amida e Índependiente de

cationes. E1 primero se evidencia cuando la piel está

bañada por soluciones con al-ta concentración de Cl-

(aproximadamente 100 mM) y el segundo, cuando 1a piel

está bañada por soluciones muy diluídas (aproximadamen

te 1-.5 mM) . Aparentemente su detección es s6l-o función

de la importancj.a relati-va que tenga cada uno de e11os

en determinadas condiciones experimental-es, ya que Gar-

cfa- Romeu y Ehrenfeld han demostrado (19), en Rana 
^cu

,L¿nta, gu€ en solución Ringer normal- ambos mecanismos

están presentes.

38
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Garcla-Romeu ¿t a.L. (20), trabajando en Caudiven-

b¿na, ea"udívenbena in vívo en soluciones muy diluldas
(1-.7 mM Cl--), determinaron 1a presencia de sistemas

independientes de intercambio de Na+ por H+ y Cl por

base, probablemente HCO;. Este úItimo ha sido iclenti-
ficado posteri.ormente (19) como aquel que transporte

Cl- activamente in vít.zo desde soluciones muy diluldas.
Los resultados que se j-nforman en el presente tra

bajo, concuerdan plenamente con la hipótesis de un trans

porte activo de Cl-- desde soluciones muy concentradas.

Por una parte Ia inversión de Ia c.c.c. y eI Va en au
-l-sencj-a de Na'; y por otra, 1a completa inhibición de Ia

c.c.c. negativa en ausencia de C1- y por 1a inhibición
de 1a permeabilidad al CL con iones Cuf* constituyen

W +n#b
una fuerte evidencia de que 1a c.c.c.'es portada por

iones C1-. Además, eI hecho de gue exista este trans

porte neto en presencia de un gradiente electroqufmico

transepitel-ial nulo indica claramente que estamos en

presencia de, un transporte activo.

Las corrientes registradas son significativamente

menores que los valores publicados por Zadunaisky et,

a,L, (43) en otro leptodactflido Leyttodactqn-u,s oce.LLd"

tu,S - ya que representan entre un 1. B y un 7Z de éstas .
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Esto sugj-ere que este mecanismo transporta solo una pe

queña cantidad de C1- en Ca"udívQ-rLbQ-tLcL cctudiv¿rLb¿r10" o

que es fuertemente catión dependientei esta úItima hi-

pótesis es avalada por 1os datos aportados por otros

autores que indican una gran dependencia catidnica para

eI flujo de entrada de CI-, en otras especies (30) (40)

(43) , en particular en Leyttodacfq[-u,s oc¿.L.Latu¿ donde en

soluclones sin Na* ef flujo de C1- cae a un 18% de su

valor original. Esta dependencia no parece ser produc-

to de interacciones a nivel de membrana, ya que resul--

tados publicados por Candia (8) señalan eü€r en presen

cia de Nr*, 1a adición de amilorida provoca una cafda

de un 55% en l-os flujos unidireccionales de CI- en Ra

nct ytípizn,s, observándose una cafda similar por remoción
+del Na'; por otra parte, no es posible que - como sugi

rieran Garcla-Romeu y Ehrenfeld (19) se trata de la

inhibición de un sitio de entrada común para el Na+ y

eI Cl-, ya que hay considerable evidencia en pro de 1a

exj-stencia de sitÍos separados de entrada para estos

iones (5) (7) , de manera que 1a acción inhibj.toria de

la falta de Na* podría estar situada a nivel de bomba

de CI- ó bien como propone Candia en eI trabajo cita

do ser producto de un acoplamiento de los flujos de
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ambos iones a ni-ve1 i-ntrace1ular.

Sin embargo, experimentos preliminares con isóto-
pos, realizados por E. Bosh (comunicación personal),,no, .

arrojaron evidencias de un transporte activo de Cl- en

presencia de Na* en nuestra preparación. Estos resul-
tados más bi-en sugieren que e1 transporte activo de CI-

es de pequeña magnitud.

I

Efecto de1 ión C1 sobne e1 transponte de Na-

En 1a literatura se encuentran abundantes referen

cias respecto a1 ro1 "activador" que tendrfa e1 ión CI-

sobre el transporte de Na*, de manera que siendo un

hecho establecido Ia discusión se centra en torno al

mecanismo involucrado en este fenómeno. Biber y Mu1len

(5) trabajando en piel aislada de Rctna" ytiycizn,s informa

de resultados que sugieren la accj.ón del CI- y otros

aniones (Br-, I-) es a nivel de cargas superficiales

de la membrana apical, las que actuarfan como importan

tes barreras o filtros para el movimiento de iones a

través de el-l-a. Eishbarg y Zadunaisky (15), por otra

parte, trabajando en piel aislada de Leyttoda"ctq.L.Lu.t
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ocz[-X-af.uá, señalan que experimentos de ', lavado,' de Na*

i-ndican que la permeabilidad de l-a barrera externa es

independiente de Ia concentración de Cl- o Na*, conclu

yendo gue es probable gue 1a concentración de Cl- actúe

a nivel de bomba iónica. Esta posición es reforzada por

Ios experimentos representados en 1a Fig. 8 y 1a Fig. 9,

éstos indicarian que no es la concentracj.ón de cI ro re

l-evante en la inhibición del transporte de Na* sino que

1o es la permeabilidad al CI-, sugiriendo asf que e1 ni

vel- donde se produce la inhibición serfa er ilterior ae

1a céluIa - probablemente sobre 1a bomba de Na* - y no

la membrana api.ca1. Es diffcil pensar que el Cu** in-

terfÍera con las cargas de superficie, ya que 1os expe

rÍmentos realizados por Biber y Mu1len para demostrar

inhibición por cationes requieren concentraciones 2 y

4 órdenes de magnltud mayores que 1as utilizadas para
++e1 Cu' ' en nuestros exper'imentos.

Por otra parte, Garcfa-Romeu ¿t a,L. (20) informan

de resultados similares en Caudiv¿rLb¿tLa caudiverLb¿rLcL

in vivo: al reemplazar el i6n Cl- por SO; en Ia solu-

ción externa, el flujo de Na* decrece drásticamente

(de 7.2 t 1.6 a 2.5 t 1-.1 ueq/h x 100 gr).
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Es conveniente señalar que se ha encontrado una

considerabl-e variación interespecffica respecto aI gra

do de inhibición del transporte de Na* en funci6n del

ión C1-- En todo caso, es muy sugerente gue en dos es

pecies de leptodactilidos se haya encontrado evj-dencia

que apunta a un ro1 intracelular del Cl- sobre eI trans
+porte de Na' . Más adelante vol-veremos sobre este pro-

blema presentando evidencias que refuerzan esta posición

en Rana ytiytíznd y en Rana tomytattania.

Dependencia del potencial transepitelial ( Vt ) r'especto

de las concent:rac-iones de Na+ y K+.

Como se señaló en la sección Resultados, la difi-

cultad más importante para aceptar eI modelo de Koefoed-

Ussing radica en que 1a pendiente de las curvas V, v/s

rog [*"*1" y de las curvas v, v/s log [**1, , €s dis-

tinta de aquella que predice el modelo (60 mv/dec I l;
más aún, l-as pendientes obtenidas en distintos experÍ-

mentos - bajo las mismas condiciones cubren un amplio

rango d.e valores, aún en una misma especie. Otro esco-

11o casi insalvable para eI modelo propuesto, está
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constitufdo por eI perfil de potencÍa1es que se regis-

tra a través de 1as células de transporte. En Ia Fig.

t7a se presenta eI perfil esperado de acuerdo al mode-

1o de Ussing y en 1a Fig. 1"7b eI perfil registrado por

Helman y Fisher (22). Se han propuesto numerosas modi

ficaciones aI modelo a fj-n de ofrecer una explicación

adecuada a 1as anomalfas observadas; sin embargo, €1

problema permanece irreductible.

Recientemente ha sido aportado un antecedente que

sitúa el problema en otro p1ano, a la vez que refuta

una importante suposición de1 modelo de Koefoed-Ussing.

R. Nielsen en un par de elegantes trabajos (34) (35),

demuestra que l-a bomba de Na+ presente en ta piel de

rana es electrogénÍca, con una relación de transporte

Na-7K- - 1.5

Los resultados expuestos en 1as Figs. 10 y 11 es-

tán en perfecto acuerdo con l-a existenci-a de una bom-

ba electrogénica.

Otro antecedente interesante está relacionado con

las pendientes de las rectas de regresión de 1os expe-

rimentos en que se estudla la variacj.ón de Va v/s log
f- r1
lUa'l^. Ya hemos seña1ado que tanto en nuestro traba-L JO

jo como en trabajos de otros autores las pendientes
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obtenidas no solo están lejos de 60 mv/dé. [*u*lo, sino

que cubren un amplio rang'o de valores. Sin embargo, si

en todos los experimentos está actuando el mismo meca-

nismo para generar eI potencial transepitelial, las rec

tas de regresión deben pertenecer a una misma familia

de rectas. En nuestros experimentos observamos un hecho

gu€, no obstante su carácter aparentemente trivial, es

muy sugerente cuando se profundiza en é1. Consiste en

que mientras más alto es el potencial alcanzado a 1-00

mM Na* (usamos esta concentración de referenci-a para mi

nimizar e1 carácter aparentemente aleatorio de ]a cons

tante aditiva de las rectas de regresión) , mayor es Ia

pendiente de 1a recta. La Fig. 18 muestra tres rectas

de regresión de conjuntos de pares de datos tomados de

1as rectas de la Fig. 13 (recta A) y de las rectas de

regresión de 1os experimentos realizados por Vü. Nagel

en 7977 (32) en Rctnct tzmportctní« y Rctna. ytiytiena (rectas

B y C); Ios pares de datos graficados corresponden a

1a pendiente (m) y al potencial transepitelial a 100
+

mM Na' (V, (100) ) calculados de cada recta de regre-'t
sión. Es muy sugerente que las rectas A y B corres-

pondientes a experimentos realizados en Ringer normal
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FIG. lq. Rectas de regresj-6ir lineal p;rra los parr:s ordenados V (I00), m.

A. Experimentos realizados en CaudL',tertb¿¡-a,cauü.uUt.b¿nct. Lado
mucoso: concentracíones variabies r.ie Nar. Lado seroso: Rin
ger normal

B. Experimentoi; realizados en Ra.nct ¡típizr» y
Lado mucoso: cor)centraciones var:i¿¡bles de
Ringer normal

C" lixperirnerltos realizeidos n:n RcLn.a. liípiz-n{ y
Lado mucoso: conceniraciones variables de
sin Cl-. Lado s€lroso : I{ingei: sulf ato

Ran« l¿mtsanfr,'LLa".
Na*. Laio ser"so:

Rana tun¡:orL«nia.
NcÍ en soluciones

Vt(l0O).(rnVl.
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exhiban Ia misma pendiente, aún cuando fueron realiza-

dos en especies, lugares y años diferentes; en cambio,

la recta C exhibe una pendiente significativamente dis

tinta de 1a anterior; 1a recta C corresponde a experi-

mentos realizados en Ringer sulfato. Estos datos su-

gieren que en los experimentos correspondientes a las

rectas A y B eI mecanismo generador del potencial trans

epitelial es e1 mismo y en l-os experimentos considera-

dos en 1a recta C, este mecanismo estarfa alterado, 1o

que apunta - una vez más a que Ia acción del ión C1-

se efectuarfa a ni-ve1 intracelular.

De todo 1o anterior se desprende que un modelo que

de cuenta de 1a generación de1 potencial transepitelial

debe consj-derar aI menos los siguientes aspectos:

Presencia de una bomba de sodio electrogénica

Perfil- de potenciales observado

Distintos valores, para 1as pendientes de 1as rectas

de regresión de experimentos en que se estudia Va
f ¿-1v/s rogfua'Jo.

Estrecha relación entre la actividad de Ia bomba de

de sodi-o v V. .-t

a)

b)

c)

d)
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e) Efecto de la remoción del CI-

f) Transporte activo de CI-

g) Como último aspecto que debe ser considerado está 1a

observación de que existe un evidente acoplamiento e

Iéctrico entre la membrana apical y 1a membrana baso

lateral (Finn, L976) (1a¡ .

En eI estado actual de conocimj-ento de este epite-
1io no existe un modelo que de cuenta de toda 1a comple

ja fenomenologfa que ha sido observada en é1. Son mu-

chos los parámetros que i.ntervi-enen en los procesos de

transporte que presenta- y cualquiera de l-os model-os has

ta ahora presentados, presupone muchas simplificaciones
que atentan contra la validez de ellos. Sin embargo,

los datos presentes en Ia literatura sugieren Ia presen

cia de una "bomba" de cloruro en Ia membrana apical, co

mo planteara Kristensen (45). De manera que nos parece

gue un modelo mfnimo tendrfa la forma presentada en Ia

Fig. 1-9. En este modelo es posible aplicar las ecuacio

nes desarrol-ladas por Frumento (16); esta vez para un mo

delo de tres compartimientos, sin embargo, nos parece a

priori que no es capaz de dar cuenta de toda la fenomeno

logfa observada.



mb. ap.

Modelo para el mecanismo de transporte en Ia piel de rana.

0, C, I : compartimientos extexno, inLracelular e interno
respectivamente

mb. ap. :

8Nr'8C1,
C:

m

CI'Pi
Ectl

Na,p; K,p: Bombas de Cl-, Nu* y K respectivamente
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membrana apical; mb. bl.: membrana basolateral
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Para conclufr, debemos señalar que aunque la piel

de rana se ha mostrado como un buen modelo para el es-

tudio de transporte y regulación a través de epitelios,
presenta serios problemas debido a su compleja estruc-

tura, eüe torna casi j.naccesible 1a capa celular qt-re

realiza tales funciones; por otra parte, las técnicas

hasta ahora usadas, parecen ser inadecuadas para estu-

diar los mecanismos moleculares en juego, de ta1 mane-

ra que se hace necesario e1 uso de otras técnicas más

avanzadas, tales como medici-6n de ruido de canales ió-

nicos; trabajo con monocapas celulares cultivadas y

fracci-ones celulares d.e éstas u otras técnicas ad- Loe

a desarrollar; en todo caso, ésta parece ser un área.

de trabajo prácticamente virgen donde queda aún mucho

que real j-zar.
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