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RESUMEN.

El veneno paralizante de los moluscos (VPM), esta formado por mas de 26
ficotoxinas de naturaleza no proteica, las cuales presentan un nucleo comdn que
se denomina 3,4,6-trialquil-tetrahidropurina. Dentro de este grupo se encuentran
las gonyaulatoxinas que a pesar de no ser las mas toxicas del grupo, representan
el 75-80% del total de toxinas descritas en las muestras de moluscos de las

regiones Xl y XII de nuestro pais.

El propdsito de esta memoria fue purificar las toxinas necesarias para la
realizacion de los experimentos y describir con ellas los mecanismos involucrados
en la permeabilidad intestinal de las gonyaulatoxinas y. Para este propdsito, las
toxinas usadas en este estudio fueron extraidas de choritos (Mytilus chilensis)
contaminados, provenientes de la XI Region. ElI grupo mayoritario de
contaminantes esta constituido por Gonyaulatoxinas. La permeabilidad de las
gonyaulatoxinas a través del epitelio intestinal y su efecto sobre la resistencia
transepitelial fueron investigados en segmentos extraidos de yeyuno humano. Los
segmentos aislados de la mucosa fueron montados en una camara Ussing y los
experimentos fueron realizados bajo condiciones controladas de voltaje. Los
cationes organicos de gonyaulatoxinas fueron aplicados en el lado apical y las

muestras fueron extraidas del lado basolateral.

Los resultados demuestran que los epimeros de GTX 2/3 atraviesan el

intestino por una via paracelular y dentro de los limites de resolucion de la técnica



usada, no se encontré evidencia de ningun otro mecanismo de transporte
involucrado en el proceso. Se desarrollo un modelo, segun el cual las uniones
estrechas experimentan un cambio dependiente del tiempo y concentracion de la
toxina, mientras que la resistencia transepitelial demuestra una disminucion

modesta.



SUMMARY.

The paralyzing shellfish poisoning (PSP), comprises more than 26
phicotoxins of non protein nature, which a chemical structure corresponding to a
3,4,6-trialquil-tetrahidropurina. Within this group are the gonyautoxins that although
not being most toxic of them, represent the 75-80% of toxins described in mollusks

sampled at XI™ and XII" regions of Chile.

The aim of this thesis was to purify enough toxins to carry out the
experiments and to typify the mechanisms of their permeation across the intestine.
Toxins used in this study were extracted from contaminated Chilean mussels
(Mytilus chilensis), harvested in the XI™ Region. Permeability of the
gonyaulatoxinas across intestinal epithelium and their effect on the transepithelial
resistance were investigated in segments of humane jejune. Isolated segments of
the mucosa were mounted in a Ussing chamber and experiments were performed
under voltage controlled conditions. Organic gonyautoxin cations were applied at

the apical side and samples were collected at the basolateral side.

Results show that GTX 2/3 epimers permeate the intestine through a
paracellular pathway and, to the resolution of the used technique, no evidence was
found of any other transport mechanism involved in the process. A model was
developed, according to which tight junctions undergo a toxin concentration and
time dependent change, while transepithelial resistance shows only a modest

decrease.



INTRODUCCION.

Las microalgas toxicas o Floraciones Algales Nocivas (FANS),
popularmente conocidas como “marea roja”, son las responsables principales de la
produccion de venenos que afectan significativamente la salud humana y la

explotacion de recursos marinos a nivel mundial (Hellegraeff, 1993; White, 1998).

El concepto de FANs incluye (Hellegraeff, 1993):

e Decoloraciones en el agua, por lo general inocuas, pero que pueden
matar a peces e invertebrados en lugares con poca circulacion de
agua, debido a la altisima concentraciones de estas microalgas.

e Brotes toxicos causados por microalgas que producen potentes
toxinas que son consumidas por el humano.

e Microalgas que producen compuestos que no son toxicos para el ser

humano, pero que pueden matar a peces e invertebrados.

El aumento de estas microalgas coincide con el mayor numero de
descripciones de intoxicaciones en humanos y en la mortalidad de peces, aves y
mamiferos marinos. (Lagos, 1998; Lagos, 2003). Como consecuencia de esto, se
ha incrementado la investigacion sobre toxinas producidas por microalgas en
relacion al desarrollo de procedimientos y tecnologias tendientes a aminorar los

crecientes dafios en los ambitos de la Ecologia, Salud Publica y Economia.



La proliferacion descontrolada y explosiva de estas microalgas es facilitada
por su ciclo de vida -que posee un estadio plancténico y un quiste de dormancia
que facilita su florecimiento y dispersion - la sobreexplotacion econémica del litoral
marino, el cambio en las condiciones climaticas mundiales (consecuencia del
calentamiento global), cambios ecologicos (los pesticidas disminuyen al
fitoplancton, los cuales regulan la poblacion de microalgas) y la diseminacién de

quistes por las aguas lastre de los barcos.

Actualmente se describen 6 venenos asociados a microalgas vy
cianobacterias de agua dulce, que producen sintomatologia clinica diferenciables
(Yasumoto y Murata, 1993; Azevedo, 1996; Falconer, 1996; Lagos, 1998; Lagos,
2003). Los que corresponden a: El Veneno Paralizante de los Moluscos (VPM), el
Veneno Diarreico de los Moluscos (VDM), el Veneno Amnésico de los Moluscos
(VAM). el Veneno Neurotéxico de los Moluscos (VNM), el Veneno Ciguatera (VC)

y los Venenos de las Cianobacterias.

Las vias de sintesis de estos venenos, no son parte de las rutas
metabdlicas basicas para la vida de estas microalgas, por esta razon, se los

denomina genéricamente como metabolitos secundarios.

Por otra parte, en el ultimo tiempo se han realizado estudios relativos al uso
clinico de toxinas marinas, con resultados muy prometedores en el tratamiento de

algunas patologias humanas asociadas a espasmos musculares. Estos resultados



sugieren que también es posible su utilizacion en el desarrollo de nuevos

anestésicos para el uso en humanos y animales.

El propdsito de este trabajo, fue estudiar los mecanismos involucrados en la
absorcion intestinal de toxinas del Veneno Paralizante de los Moluscos (VPM), con
el objetivo futuro de evaluar la factibilidad de desarrollar algun antidoto de primera

linea contra estas toxinas.



REVISION BIBLIOGRAFICA.

Los 6 venenos asociados a microalgas y cianobacterias de agua dulce que

actualmente se describen corresponden a:

El Veneno Paralizante de los Moluscos (VPM): la toxina (compuesta por
diferentes toxinas, con diferentes grados o poderes de toxicidad) se une a
receptores neuronales (canales de sodio), bloqueando los potenciales
propagados. Esto produce en el ser humano una paralisis progresiva en todo el
cuerpo, que culmina con un paro cardiorrespiratorio, provocando la muerte del

individuo si este no recibe asistencia médica rapida y oportuna.

Esta toxina es la mas nociva entre las conocidas y el grado de toxicidad en
los moluscos varia entre uno y otro. Se pueden encontrar mariscos contaminados
con concentraciones mortales para el ser humano y otros con bajas

concentraciones de toxina.

El Veneno Diarreico de los Moluscos (VDM): esta también conformado por
varios tipos de toxinas, de las cuales el acido Okadaico (acido graso), es el mas
potente. Esta toxina provoca una inhibicion de proteinas fosfatasas de las células
del epitelio intestinal, que se traduce en pérdida de agua con el consiguiente

cuadro diarreico.



El Veneno Amnésico de los Moluscos (VAM): esta conformado por el Acido
Domoico (aminoacido). Es un compuesto de los llamados neuroexcitantes o
excitotoxinas que interfieren con los mecanismos de neurotransmision, dafiando
las células neuronales y provocando muerte celular. En el hombre, este dafio esta
asociado con la pérdida de la memoria de corto plazo y -en algunos casos- con la
muerte del individuo. En nuestro pais, no hay registros de una Marea Roja que

produzca este tipo de veneno.

El Veneno Neurotdxico de los Moluscos (VNM): estas toxinas pueden ser
transportadas por los aerosoles que se producen por accion del oleaje,
provocando sintomas de asma. No se han reportado casos fatales y la

recuperacion se consigue en dias.

El Veneno Ciguatera (VC): produce dafios gastrointestinales, neurologicos y
cardiovasculares. Generalmente, diarrea, vomitos y dolores en el abdomen,
seguidos de disfunciones neuroldgicas acompafadas de cambios de temperatura,
dolores musculares, mareos y ansiedad. Dependiendo de la severidad del caso

puede producir la muerte. La recuperacion puede tardar de dias a meses.

Los Venenos de las Cianobacterias: producen diferentes tipos de venenos,

entre ellos se encuentra el Veneno Paralizante de los Moluscos.



Por décadas, el Veneno Paralizante de los Moluscos (VPM) ha sido
reconocido como una entidad clinica. El primer registro de una intoxicacidon masiva
en humanos por consumo de mariscos se remonta a 1908, en Ushuaia (Canal de
Beagle) (Lagos, 1998). En la actualidad el VPM es el que presenta la mas amplia
distribucion en Sudameérica, tanto en el Océano Pacifico como en el Atlantico

(Lagos 1998; Lagos 2002; Lagos 2003)

El VPM esta constituido por ficotoxinas de naturaleza no proteica y con una
toxicidad sumamente alta. Este veneno se compone de mas de 26 toxinas, que
exhiben wuna estructura comun denominada 3,4,6-trialquil-tetrahidropurina.
Quimicamente se dividen en tres grandes grupos de moléculas segun la carga
neta que presentan a pH neutro (Oshima, 1995; Onodera et al., 1997):

e El grupo de las Saxitoxinas con carga neta +2.
e El grupo de las Gonyaulatoxinas con carga neta +1.
e El grupo de las Sulfocarbamil saxitoxina con carga neta 0.

En la figura 1 se muestra un resumen de las estructuras de las Gonyaulatoxinas.

Figura 1. Resumen de estructuras de Gonyaulatoxinas

R =0, _NH, =0_ NHsO,

\'r Wr —0OH
R R R, 0 0
H H H STX GTHS (B1) desSTX
H H 0S0y GTH2 c1 d:6TH2
H 080; H GTH3 c2 B:0T %3
OH H H NED GTH6 (E2) d:NED
OH H 00, BT 3 6T X1
OH 050, H GTHd c4 d:GTHd
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Estas toxinas estan presentes en dinoflagelados y cianobacterias, los que

tienen una distribuciéon mundial (Lagos, 1998; Lagos, 2003).

Los dinoflagelados involucrados en la produccibn de estas toxinas
pertenecen a los géneros de:

e Alexandrium sp.

e Piridynium sp.

e Gymnodinium sp.

Se determind -por la secuenciacion de su huella molecular- que
Alexandrium catenella, presente en la XI y Xl regiones de Chile, es un organismo

autoctono.

En agua dulce hay hasta ahora 4 especies de cianobacterias responsables
(Lagos, 2003):

¢ Aphanizamenon flos-aque

e Anabaena circinalis

e Lyngbya wollei

e Cylindrospermopsis raciborskii

Estas cianobacterias toxicas son un peligro adicional para la salud humana,

por lo que las autoridades deben implementar medidas para controlar fuentes de

agua potable para prevenir su contaminacion.
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Las microalgas sirven de alimento a mariscos filtradores tales como
Cholgas (Aulacomya ater), Culenge (Garisalida) y Chorito (Mytilus chilensis), los
gue acumulan las toxinas transformandose en vectores de las intoxicaciones de
mamiferos (Lagos et al., 1996; Lagos, 1998; Lagos, 2003). Estos mariscos
filtradores acumulan la toxina en una concentracion que esta en relacion directa
con la cantidad de dinoflagelados presentes. Las toxinas se acumulan
principalmente en el tracto digestivo, goOnadas, sifones branquiales vy
especialmente en el hepatopancreas. Esta acumulacion de toxinas, no produce
ningun cambio en la calidad de las caracteristicas organolépticas del producto
consumido por el humano y -si se agrega que el calor no destruye ni altera estas
toxinas- los riesgos de intoxicacion por ingesta de moluscos contaminados se
incrementan significativamente, sélo una alerta temprana por deteccion de estas
microalgas toxicas en los lugares de recoleccion de estos productos marinos,

podr& prevenir intoxicaciones masivas en humanos.

Estas toxinas también son acumuladas por gastrépodos carnivoros tales
como loco (Concholepas concholepas), caracol del sur (Argabuccinum
raneliformes) y crustaceos como jaibas y langostas (Compagnon et al., 1998;

Andrinolo et al., 1999).

Los mariscos contaminados, al ser consumidos por humanos, producen un
cuadro de toxicidad aguda de intensidad proporcional a la cantidad de toxina

ingerida. Los sintomas mas comunes son:

12



e Parestesias peri bucales, faciales y de manos.
e Debilidad del musculo cervical.

e Disfagia y disfonia.

e Dificultad para deambular.

¢ Nauseas, vomitos y bronco aspiraciones.

e Paralisis respiratoria.

Ademas, si se compromete el sistema nervioso autonomo se produce:
e Retencion urinaria.

e Psialorrea.

e Midriasis fina no fotoreactiva.

e Paro cardiaco en asistolia.

De los pacientes intoxicados, el 90% de las muertes se producen en las
primeras horas posteriores al consumo, por lo tanto, si sus constantes fisiolégicas
pudieran permanecen estabilizadas durante las primeras 48-72 horas posteriores
al consumo, logrardn recuperarse sin ningun tipo de secuela. No existe un
tratamiento especifico para revertir la accion del VPM. Los pacientes son tratados
con medidas que permiten superar los sintomas. Se les conecta a un respirador
artificial para prevenir la muerte por un paro respiratorio, se les realiza un limpieza
gastrica para impedir que mas toxina pueda pasar al intestino donde sera
absorbida, se le aplica suero y drogas vasoactivas con el fin de aumentar el

volumen circulatorio y contrarrestar la hipotensién. Una vez que el paciente se

13



encuentra estabilizado, se le administran diuréticos con el fin de aumentar la

excrecion de toxina (Montebruno, 1993).

En Julio del 2002, se produjo una intoxicacion de 3 buzos mariscadores en
el Canal San Blas, cerca de Puerto Natales. Dos de ellos murieron solo 3 - 4 horas
de haber consumido mariscos contaminados y solo uno logré sobrevivir (Lagos,

2003).

De las toxinas que componen el VPM, la Saxitoxina (STX) -con DL50 de 10
png/kg- es la mas conocida. Comparada con la estricnina, es 100 veces mas

potente.

Sin embargo, la presencia de la Saxitoxina es minima en las muestras de
moluscos y dinoflagelados. La toxicidad detectada se debe principalmente a las
Gonyaulatoxinas, y -dentro de estas- al epimero GTX 2/3 que, a pesar de ser
menos toxico que STX, representa el 75-80% del total de toxinas descritas
presentes en las muestras de moluscos de las regiones Xl y Xll de nuestro pais,
por esta razén, al consumir mariscos contaminados, la intoxicacion se debera

principalmente a esta toxina (Lagos et al., 1996; Andrinolo et al., 1999).

Las Gonyaulatoxinas bloquean selectiva y reversiblemente la entrada del

canal de sodio sensible a voltaje de las membranas de las neuronas, inhibiendo

asi la corriente de iones de sodio asociada a los potenciales de accion y -en

14



consecuencia- produce un bloqueo en la transmisién del impulso nervioso (Kao et

al., 1967, Strichartz, 1984, Lagos y Andrinolo, 2000).

En general, cada toxina tiene diferente afinidad por los canales de sodio, lo
gue se traduce en distintos grados de toxicidad para diferentes toxinas (Strichartz,

1984; Oshima, 1995).

Para determinar qué segmento del tubo digestivo es el lugar de absorcion
de la toxina, se realizd un estudio en gatos, a los cuales se les cerro el piloro y se
les administro una dosis oral de toxina, al analizar muestras de plasma y orina no
se encontraron rastros de toxinas. Se comprobd, por tanto, que no existe
absorcion estomacal de toxinas y que estd soOlo ocurre en el tracto intestinal

(Andrinolo et al., 2001).

Estudios experimentales realizados “in vitro”, han demostrado que la
absorcion de las toxinas del complejo GTX ocurre a nivel intestinal principalmente
en yeyuno e ileon. Resultados similares se obtuvieron con lineas celulares
(Andrinolo et al., 2002), las cuéles presentan una mayor resistencia a la absorcion
debido a la reduccién de espacio que existe entre las células afectando el paso de
drogas y toxinas. Los experimentos fueron realizados a dos diferentes
temperaturas, 37°C y 4°C, se concluydé que el transporte ocurria por las vias
transcelular y paracelular, sin embargo, el analisis de las muestras se realizo
mediante espectrofluorometria, técnica que determina fluorescencia global de la

muestra, sin discernir sus componentes. El protocolo experimental modificado

15



utilizado, determiné que un pigmento presente en las muestras es una intensa
fuente de fluorescencia que contamina la producida por las toxinas, lo que
conduce a concluir que los estudios por espectrofluorometria, si bien son buenos
indicadores, no presentan una resolucion que permita establecer conclusiones

certeras.

Lagos y Andrinolo en el afio 2002 realizaron estudios dirigidos a reproducir
los efectos de una intoxicacibn con VPM en animales de laboratorio,
administrandoles dosis de STX intravenosa, se observaron los diferentes efectos a

nivel cardiovascular y respiratorio.

Cardiovascular: la STX es un potente agente hipotensor y en dosis de 2-3
png/kg produce una disminucion de hasta 50% del valor normal en la presion
arterial por bloqueo de nervios vasomotores, induciendo una vasodilatacion
periférica (Gessner et al.,, 1997). A estas dosis, sin embargo, no se aprecian

efectos significativos a nivel cardiaco.

El shock se produce a dosis altas de STX (10ug/kg) como consecuencia

del efecto hipotensor y disminucién del gasto cardiaco lo que produce un menor

retorno venoso e hipoxemia generalizada.

A nivel cardiaco, dosis de 3-10ug/kg administradas por via intravenosa

producen arritmias y bradicardias (a dosis de 5ug/kg).

16



Respiratorio: en los estudios realizados en gatos, a los que se les
administro STX por via endovenosa, se observo paralisis respiratoria a dosis de

3,3ug/kg.

Al administrar directamente la toxina en el fluido cerebroespinal se observo
la secuencia: respiracién lenta, apnea, pérdida de respiracion espontanea y

finalmente pérdida de la actividad eléctrica en el centro respiratorio.

Eliminacion de la Toxina: la presencia de la toxina en la orina fue detectada
hace mas de 50 afios en bioensayos realizados en ratones. Estudios realizados en
gatos (Andrinolo et al., 2002), determinaron que la toxina solo se elimina por orina.
Durante las 4 hrs. que duro el experimento, a mayores dosis inyectadas, menor
era la cantidad de toxina eliminada, debido principalmente al shock hipovolémico
producido por la inyeccion de toxina por via endovenosa. Debido a que la toxina
se elimina por orina, es necesario estimular la diuresis en las personas
intoxicadas, sobre todo en las primeras horas posteriores al consumo de marisco

contaminado.

Anatomia y funcion intestinal.

El intestino delgado mide mas de 6 m de largo y se divide en tres

segmentos anatémicos: Duodeno (25 cm), Yeyuno (2,5 m) e ileon (3,5m).

17



A nivel histologico el intestino delgado presenta las siguientes zonas:
serosa, muscular, sub-mucosa y mucosa. El Duodeno posee la caracteristica de
presentar gran cantidad de glandulas secretoras a nivel de la sub-mucosa, lo que
dificulta el trabajo experimental, por esto los experimentos se realizaran con

muestras tomadas de yeyuno humano.

La mucosa intestinal es un tejido especializado para la digestion y
absorcion, por lo que es imprescindible que posea una amplia superficie que esté
en constante contacto con los nutrientes, para esto el intestino presenta: pliegues
circulares, vellosidades intestinales (0,5 mm de altura y un ndcleo de lamina

propia), microvellosidades en las células epiteliales.

Por otra parte, el epitelio de la mucosa intestinal esta formado por diferentes
células: las absorbentes o entericitos, en las cuales la membrana plasmaética
presenta en su porcion luminar multiples microvellosidades que le dan el aspecto
caracteristico de “borde en cepillo”. Las caliciformes, que son las encargadas de
secretar mucina. Las indiferenciadas que son las responsables de la constante
renovacion del epitelio. Células de Paneth que estan presentes en las Criptas de
Lieberkiihn que se encuentran entre las vellosidades, secretan lisozimas que

tienen una funcién antibacteriana.

Ademas, las microvellosidades presentan un quilifero central, que se puede
apreciar en todo corte transversal cuando los nutrientes son absorbidos, las

grasas van al quilifero central y todo lo demas a la sangre.

18



El tubo digestivo tiene como caracteristica la presencia de MALT o tejido
linfoide asociado a las mucosas. Este tejido se encuentra en la lamina propia de la
mucosa, por lo general es un tejido difuso o nodular, en el ileon este tejido es muy

notorio por su disposicion en placas, denominadas placas de Peyer.

Los principales mecanismos por los cuales se realiza la absorcion intestinal

(Figura 2) corresponde a:

Transporte no mediado o difusion simple: el cual se caracteriza porque no
existe la presencia de un mediador, asi el paso de sustancias ocurre como
respuesta a una gradiente de concentracion o electroquimica del sustrato, por lo
tanto como este proceso ocurre a favor de una gradiente no utiliza energia
(Sernka y Jacobson, 1982; Lenhinger, 1987; Darnell et al., 1988). El tamafio y la
carga de los canales por donde ocurre la difusion determinan la velocidad con que
ocurre este proceso. Asi un canal que presente carga neta negativa sera mas
permeable a los cationes por la atraccion de cargas (Sernka y Jacobson, 1982),
por esta razon y debido a que el grupo de toxina GTX presenta a pH fisiolégico
carga neta +1, estas toxinas se ubican dentro de la categoria de cationes

organicos y por lo tanto, esta podria ser una de las vias de ingreso de las toxinas.

Otra ruta de ingreso de nutrientes por difusion simple son los espacios entre
las células del tracto gastrointestinal, dado que el tejido intestinal esta constituido
por una monocapa de células columnares conectadas entre si por gap junctions,

desmosomas y tight junctions. Las gap junctions proveen comunicacion
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intercelular, los desmosomas son estructuras fibrilares que proveen anclaje
intercelular e integridad estructural al epitelio y las tight junctions son uniones
estrechas entre las células y constituyen una formidable barrera a la difusion de

sustancias exdgenas.

Los factores que determinaran el transporte por difusién simple son:
1) Tamafio y liposolubilidad de las particulas.
2) Gradientes electroquimicos transepiteliales.
3) Carga neta de la particula.
4) Permeabilidad paracelular y trans-celular. Asi, como las toxinas poseen un
tamafio de 300 o 400 Daltons, carga neta +1 a pH 7.4 (se consideran
cationes). Debido a estas caracteristicas es posible que la toxina penetre por

esta via a la célula.

Transporte acoplado

a union

Difusion facilitada

Transporte ATP-

dependiente

Membrana
AT plasmatica de
mamiferos

Figura 2. Modelos de transporte a través de la membrana plasméatica de vertebrados superiores (Hediger,1994)

20



Transporte mediado: Este tipo de transporte puede ser activo o0 pasivo y
dependera si hay o no un gasto de energia en el proceso. Este tipo de transporte
presenta caracteristicas similares a las que existen entre sustrato y enzima

(Lenhinger, 1987, Darnell et al., 1988 Charlotte, 1991):

Saturacion a altas concentraciones de sustrato o cinética de saturacion.

a) Competencia entre sustratos estructuralmente similares y/o que presentan
un ruta similar de absorcion.

b) Se afecta por inhibidores metabdlicos.

c) Especificidad a esteroisomeros del sustrato.

d) Disminuye a medida que la temperatura deciende.

Las membranas biolégicas poseen proteinas transportadoras encargadas
de translocar moléculas hidrofilicas (es decir, lipofébicas) —en general con gran

especificidad- a través de la membrana celular.

Este tipo de transporte puede ser inhibido por sustancias estructuralmente
parecidas al sustrato y que compiten con €l por el sitio especifico de union o una
inhibicibn no competitiva, en que hay moléculas capaces de bloguear o alterar

ciertos grupos funcionales de las proteinas transportadoras (Lenhinger, 1987).

Este tipo de transporte se divide en:
1) Transporte activo: la energia deriva directamente de la ruptura de un enlace del

trifosfato de adenosina (ATP) o de algun otro fosfato de alta energia.
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2) Transporte pasivo: en el cual la energia requerida para el proceso, deriva
secundariamente de la almacenada en forma de diferencias de concentracion

entre los dos lados de una membrana.

Las GTXs podrian ser reconocidas como sustrato por transportadores de
cationes organicos de la familia OCT1, que participan en la excrecion de iones en
rifidn e higado, pero que también estan descritos en la membrana apical (Martel et
al., 2000) y basolateral de enterocitos en intestino delgado (Negel et al., 1997).
Ademas, las GTXs poseen una gran semejanza quimica y estructural con
ribonucledsidos y bases puricas (Wang y Giacomini, 1997), por lo que las
proteinas transportadoras podrian reconocer estas toxinas como sustrato,

constituyendo otra posible via para el ingreso de estas toxinas.

Los objetivos de esta memoria de titulo, de acuerdo con los antecedentes

antes descritos, se refieren al estudio del transporte de las gonayaulatoxinas en

muestras de tejido provenientes de yeyuno humano.
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OBJETIVO GENERAL.

Describir el mecanismo de permeacion transepitelial de gonyaulatoxinas, en

epitelio de yeyuno humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Purificar las toxinas del complejo Gonyaulatoxinas que se usaran para la
realizacion de los experimentos con epitelios humanos.

e Describir las vias por las cuales las toxinas cruzan el epitelio (transcelular,
paracelular o ambas) de yeyuno humano.

e Determinar las constantes cinéticas correspondientes de los procesos
involucrados en el transporte transepitelial de los epimeros GTX-2/3, en

epitelios de yeyuno humano.
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MATERIALES Y METODOS.

Los experimentos y el analisis de las muestras se realizaron en el

Laboratorio de Bioquimica de Membranas de la Universidad de Chile.

Toxinas.

Las toxinas usadas en este estudio fueron extraidas de choritos (Mytilus
chilensis) contaminados, provenientes de la XI Regiéon. El grupo mayoritario de
contaminantes esta constituido por Gonyaulatoxinas (Lagos et al., 1996;

Compagnon et al., 1998).

Extraccion.

Para la extraccion de la toxina a partir de 6 kg de hepatopancreas
provenientes de aproximadamente 100 kg de mariscos contaminados, se realiza el

siguiente procedimiento:

A. Solubilizacion: Se pesaron 100 gr de hepatopancreas de chorito (Mytilus
chilensis), previamente lavados con agua fria, escurridos y secados con papel
absorbente, se agregaron 100 ml de HCI 0,1N y se homogenizaron en una
licuadora. Posteriormente, la mezcla fue llevada a un volumen final de 200 mL

con HCI 1N, ajustando el pH a 3,5 con HCI 5N.
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Se incubaron en bafio Maria por 20 min. a 80°C, se dej6 enfriar y se
constato que el pH tubiera un valor 3,0. Finalmente se filtré en papel Whatman

#1 por decantacion en un embudo.

B. Tratamiento con carbén activado: el cual se utilizO en esta parte del proceso
debido a su enorme area superficial, por la gran cantidad de poros que posee,

lo que permite una gran adsorcion de toxinas.

Se realiz6 una mezcla de 230 gr. de carbdn activado y 100 ml de extracto
obtenido en la etapa anterior, se dej6 sedimentar por 12 hrs. a temperatura
ambiente agitando 5 a 6 veces durante ese periodo. Posteriormente, se
centrifug6é a 8000 x g durante 20 min., se elimind el sobrenadante y el carbon
se lavo con agua destilada 2 veces, en cada lavado se tomo6 una muestra para

analizarla mediante HPLC analitico para comprobar la ausencia de toxinas.

La toxina se extrajo del carbdn, resuspendiéndolo en una solucion de agua
destilada-deionizada, etanol y acido acético glacial (6:6:0,3 v/v), se dej6
reposar por otras 12 hrs. y se centrifugo a 8000 x g por 20 min. Este
procedimiento se realizd 2 veces. Los respectivos sobrenadantes se juntaron,
se filtraron y se concentraron en un concentrador “Speed Vac plus” (modelo
SC210-A SAVANT) a temperatura ambiente y presion de 0,5 torr, hasta unos

100 ml aproximadamente.
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C. Separacion de las toxinas: para la separacion final de las toxinas se utilizd
HPLC preparativo, que utiliza una columna de Bio Gel P-2 fino (Bio-Rad), una
resina de exclusion por tamafio y de intercambio i6nico. La columna de 50 cm.
de largo con un didmetro interior de unos 2,5 cm, corresponde a un tubo de

vidrio especial que soporta niveles de presion intermedio.

Para forzar el paso de la fase movil por la columna se utilizé una bomba

peristéltica con flujo continuo de 1 ml/min.

El contenido de la columna, fue recolectado en tubos de 5 ml por un
colector de fracciones automatico. Al analizar las alicuotas por HPLC se
observaron 3 fracciones de purificacion: Fraccion | (STX), Fraccion 1l (GTX,

NEOSTX, STX) y Fraccion Il (GTX).

En esta memoria de titulo, sélo se trabajo con la fraccion Ill, que

corresponde exclusivamente al complejo de las Gonyaulatoxinas.

Cuantificacién analitica por HPLC.

La deteccion y cuantificacion de las toxinas que componen el VPM, se
realizé utilizando la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)
con derivatizacion postcolumna y deteccion fluorescente en linea. Este método

analitico tiene la resolucion necesaria para cuantificar y separar las toxinas, en
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mezclas provenientes de muestras de moluscos y/o dinoflagelados. Esta técnica

se desarroll6 en condiciones isocraticas, es decir, con una sola fase movil.

Las muestras examinadas interactian con dos fases: una fase movil y una
fase estacionaria. La fase movil llamada solvente, transporta los componentes de
la muestra a través de la fase estacionaria. La fase estacionaria esta disefiada
para retener algunos compuestos por afinidad, por lo que algunos de los
componentes de la muestra son retenidos por mas tiempo, retardando su paso a
través de la columna. Las moléculas que tienen una menor o ninguna afinidad por
la fase estacionaria, en cambio, permanecen en la fase movil y fluyen primero a
través del sistema. El resultado neto de este retardo diferencial es una salida

seriada de las toxinas presentes en una mezcla.

En este trabajo, las Gonyaulatoxinas fueron separadas por pares idnicos en
una columna C-8 (fase estacionaria), en presencia de una fase mévil con un anion
organico, acido 2-hepta sulfonato, porque un cation (como las toxinas del complejo
GTX) puede ser eluido con solventes no polares como un par iénico neutro en
presencia de un anion organico. La fase movil pasa a través de una columna de
Silica C-8 fase reversa (15 cm x 4,6 mm ID SPLICOSIL™ LC-8 5p), siguiendo un

régimen isocratico con una velocidad de flujo de 0,7 ml/min.

El equipo de HPLC esta compuesto por una bomba de piston de alta

presién (Shimadzu LC-10 A) que proporciona un flujo constante de solvente; un
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inyector Rheodyne 7725i (bucle de 20ul) donde se introduce la muestra y la
columna de silica C-8 fase reversa. Una bomba de 2 cabezales para agregar el
oxidante -con un flujo de 0,4 ml/min- y el acido acético, a una concentracion de

500 mM y un flujo de 0,3 ml/min, necesarios para la derivatizacién postcolumna.

Una cdmara de reaccién postcolumna con un serpentin de 10 m (0,5 mm di)
en bafio de temperatura controlada (65°C) y un detector fluorescente (Shimadzu
RF-551) programado con una longitud de onda de excitacion de 330 nm y una
emision de 390 nm, que realiza una lectura continua de la fluorescencia emitida

por el fluido que emerge de la columna.

Posterior a la separacion de las toxinas en la columna y debido a que no
absorben en el espectro visible y tampoco en el ultravioleta, se hace necesaria la
derivatizacion de las toxinas para su transformacion en compuestos fluorescentes

y poder detectarlas.

La derivatizacién post-columna corresponde a una oxidacién dirigida de las

toxinas, esto ocurre dentro del serpentin inmerso en el bafio a 65 °C.

Los parametros caracteristicos de la técnica del HPLC, son los tiempos de
retencién -caracteristicos para cada toxina bajo condiciones cromatograficas
conocidas para la fase movil y con la misma columna (fase estacionaria)- y el area

bajo la curva de fluorescencia, que es directamente proporcional a la masa de
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cada toxina o compuesto. La informacion se registra directamente en un
computador, usando una interfaz y un programa para sistema operativo Windows,
que permite el registro de los cromatogramas, integracion de las areas bajo
segmentos seleccionables por el usuario del registro de fluorescencia (figura 3)
(generalmente los picos aislados correspondientes a las diferentes toxinas),

representacion gréafica y tratamiento de datos (Class-CR10, Shimadzu).
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Figura 3. Cromatograma correspondiente a un standard de GTX. La tabla Excel exhibe las areas
para las toxinas GTX 4, GTX 1/5, GTX 3y GTX 2 respectivamente

La concentracion de las toxinas en las muestras, fue determinada mediante
la comparacion de las areas bajo los picos detectados, comparados con las de los
estandares analiticos de cada toxina, las cuales no se encuentran disponibles
comercialmente y han sido preparados en el Laboratorio de Bioquimica de
Membrana de la Universidad de Chile usando certificacién de Espectroscopia de
Masa y co-migracién por HPLC con deteccion fluorescente en linea. El algoritmo

de célculo se especifica mas adelante.
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Estudios de transporte en camara Ussing.

Tejidos.

El protocolo utilizado en este trabajo fue aprobado por el comité de ética de

la Facultad de Medicina de Universidad de Chile.

Se utilizaron muestras de tejido intestinal humano (yeyuno) de pacientes
con obesidad moérbida y algunas de neoplasias gastrointestinales que fueron
sometidos a gastrectomia total. Se tuvo especial cuidado en mantener las
muestras el minimo tiempo posible en isquemia. La resecciébn se realizo
inmediatamente después de ligar y la muestra fue mantenida en solucidon Ringer
manitol y con una mezcla de 95% O, y 5 % CO,, para transportarla
inmediatamente al laboratorio donde se procedié a la diseccion en placa Petri con

la misma solucion de transporte y posterior montaje en la cadmara Ussing.

Soluciones.
Para el desarrollo de los ensayos se utilizaron las siguientes soluciones:

1. Ringer Glucosa: NaCl 137 mM; KCI 4,7 mM; KH2PO4 1,2 mM; NaHCO3 25

mM; MgSO4 1,2 mM; CaClI2 2,5 mM y Glucosa 10mM
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2. Ringer Manitol: NaCl 137 mM; KCI 4,7 mM; KH2PO4 1,2 mM; NaHCO3 25

mM; MgSO4 1,2 mM; CaCl2 2,5 mM y Manitol 10 mM.

Los epitelios se montaron en una camara Ussing (figura 4) especialmente
disefiada, de pequefio volumen (6,8 mi/lado), con camisas de agua circulante con
control de temperatura y dispositivos para evitar el transporte aéreo de toxinas, por
los aerosoles producidos por la ruptura de burbujas del sistema de
aireacion/agitacion. Asi, posterior a la separacion de la capa muscular de la serosa
y subserosa, el tejido se montd cuidadosamente como una particion entre las dos
hemicamaras de la camara de Ussing. Las cuales, en todos los experimentos,
contenian soluciones Ringer Manitol -en el lado basal- y Ringer Glucosa y toxinas

en el lado apical.

Camara de Ussing.

El disefio de la camara Ussing A

utilizada en los experimentos esta al

)
servicio de un protocolo experimental \
gue maximiza la concentracion de

toxinas en la cAmara basolateral. ‘

3 i Figura 4. Esquema de una Camara Ussing: A.- Camisa
Esta camara, fabricada en circulante de agua. B.- Sitio de insercion de los

electrodos. C.- Lugar donde se montara la muestra en
Plexiglas, cuenta —como es estudio. D.- Hemicamara.
habitual- con cuatro entradas para electrodos, dos para medir la diferencia de

potencial transepitelial (DPT) y dos para proveer corriente, un par por hemicamara.
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Los electrodos de voltaje se ubican muy cerca de la preparacién uno a cada lado
de ella, para minimizar la caida de potencial debida a la resistencia finita de la
solucion y los de corriente en los extremos distales de cada hemicamara, para
maximizar la homogeneidad de la densidad de corriente a través del epitelio. En la
parte inferior se encuentran dos salidas para vaciar o recuperar las soluciones que
contienen las hemicamaras. En la parte superior, las entradas y salidas de la
camisa de agua de cada hemicamara, son conectadas a un bafio termorregulado,
gue mantiene a temperatura constante las soluciones. La camara también posee
un par de entradas destinadas al suministro de una mezcla de aire 95% Oxigeno y
5% CO,, por medio de un burbujeo constante, para equilibrar el ién bicarbonato y
establecer un pH fisioldgico durante el periodo de tiempo que dure el experimento,
mantener oxigenado el epitelio, promover la circulacion y agitacion para lograr la

homogeneidad de las soluciones dentro de las hemicamaras.

Electrodos.

Los electrodos reversibles, usados en la camara para proveer corriente y
medir la DPT, estan constituidos por un “pellet” de Ag/AgCl en un cartucho de
plastico conteniendo un puente salino constituido por un gel de agar y electrolitos.
Este puente salino tiene una doble funcién, garantizar una lenta difusién del i6n
Ag® del electrodo dentro de la camara Ussing cuando la corriente esta fluyendo y
minimizar el riesgo de contaminacion cruzada entre experimentos, es decir algun
tipo de contaminacion téxica que puede difundir dentro de los electrodos, que se

descarta junto con el gel del cartucho.

32



El gel para el puente salino es agar al 3% en una solucién de 150 mM KCly
150mM NacCl, estas bajas concentraciones permiten una tasa de difusion para los
cuatro electrodos de alrededor de 4 x 10° moles/h a temperatura ambiente.
Concentraciones mas altas de KCI pueden incrementar significativamente la de
electrolitos en la camara e inducir a error en la resistencia y las mediciones de

corriente/voltaje.

Viabilidad.

La viabilidad inicial de los tejidos se determind midiendo Vqep,
rechazandose aquellos que exhibieran un Vtgp inicial menor que 4,5 mV. Por otra
parte, se realizaron experimentos de control que demostraron que el tejido podia
mantener su Vtgp Yy corriente de cortocircuito (Ilcc) y en algunos casos,
aumentarlas por el tiempo que duraban los experimentos. También mostraron su

capacidad para recuperarse luego de prolongadas exposiciones a 1°C.

Montaje del Tejido.

Previo al montaje del tejido, los electrodos se estabilizaron en una solucion
isotonica, por 60 min. Luego de montar el tejido en la camara, se agrego solucion
Ringer Glucosa en el lado apical (6,8 ml) y Ringer Manitol en el lado basal (6.8 ml).
Las soluciones fueron mantenidas a una Temperatura constante de 37° o 1°C

segun la fase del experimento, gaseadas con 95% de O, y 5% de CO,,
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manteniendo un pH 7,4. Los tejidos fueron equilibrados en esta solucion en la
camara por 20 min antes de comenzar con los experimentos, siempre y cuando
cumplieran con los criterios de potencial transepitelial y estabilidad establecidos.
Se presto especial atencidon a la eliminacion de burbujas de aire en los electrodos
y puentes salinos, para evitar introduccion de altas impedancias en los circuitos

externos de medicién de potencial y circulacion de

corriente.
T «Na + RK )
Rec Vree -
. . G Vi
Resistencia Transepitelial.

Como se expuso en la Introduccion, el Vigp se
Figura 5. Circuito que
esquematiza el origen del
Voltaje Transepitelial dado por
los potenciales de difusién
Potasio -en las membranas apical y basolateral para el Sodio y Potasio y el
divisor formado por las
respectivamente- y el divisor de tension formado por Resistencias de membrana de
ambos iones y la resistencia
de la via paracelular.

origina en los potenciales de difusion para el Sodio y

las resistencias de membrana a ambos iones y

la resistencia de la via paracelular. La ecuacién

A |

R _ -

o = pe (V.. V) corresponde al i ilT Q. +Re_
Rec + Ry + Rk V

Vex Rp i =

. . . 1 ﬂNa _VK -

circuito representado en la figura 5. T

v

Figura 6. Circuito que esquematiza la fuente

Es evidente que V.., el potencial de poder_externa (VEX)_ que proporciona una
TEP corriente igual y contraria a la que produce el

potencial transepitelial.
transepitelial, serd cero cuando la corriente a través de la resistencia R,. sea

también cero. Esto se consigue con una fuente de poder externa que proporcione
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una corriente igual y contraria a la que produce el potencial transepitelial a través

de dicha resistencia, como se muestra en la figura 6.

En la practica, esto se consigue

con un Sistema de Control de

Potencial (SCP), conocido por su

VCRTL

nombre en inglés, “Voltaje Clamp”. La
figura 7 muestra un esquema de
bloques de un SCP. El amplificador de

control entran dos sefiales de voltaje,

Amplificado
r de Control

Amplificado
r Diferencial

Camara de

V.
Ussing TEP

Figura 7. Esquema de bloques de un
Sistema de Control de Potencial.

el valor de referencia, al que se desea mantener el potencial transepitelial (VcrrL) Y

el valor del Vtgp medido por el amplificador diferencial. Si la diferencia de estos

valores es distinta de cero, el amplificador
de control produce un voltaje de salida que
hard que el sistema se desplace en
direccién contraria a la denunciada por la
diferencia -en virtud de la retroalimentacion
negativa- lo que volvera la diferencia a
es decir llevara el

cero, potencial

transepitelial al valor deseado.

(0, iCC)

/@A,O) Q0

Figura 8. Grafico de la corriente aportada por
el SCP en funcion del potencial transepitelial
bajo control.

>V 1EP

Al graficar el valor de i, -la corriente aportada por el SCP- en funcién del

potencial transepitelial bajo control, se obtiene el grafico de la Figura 8. En él se

observa que cuando la corriente aportada por el SCP es nula, el potencial

transepitelial es el potencial naturalmente desarrollado en el epitelio, también
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llamado potencial de circuito abierto (Vca). Por otra parte, la corriente producida
por el SCP necesaria para llevar el Vtgp -a cero (“cortocircuito”)- tiene un valor no
nulo, es llamada “corriente de cortocircuito” (Icc) y es igual a la corriente inducida a
través del epitelio por el transporte activo de las Na/K ATPasas de la membrana

basolateral, en condicion de estado estable.

Cuando se inhiben las Na/K ATPasas, se producen —como logicas
consecuencias- las caidas de la corriente de cortocircuito y del potencial
transepitelial, sin que necesariamente cambie la resistencia pasiva (6hmica) del
epitelio, lo que origina un desplazamiento de la recta, paralela a si misma, hacia el

origen del sistema de coordenadas, el punto (0,0).

En virtud de lo anterior, la Resistencia Transepitelial (RTE), se determiné

con dos puntos (icc,0) y (0,Vrpe). Cuando la recta se desplaza hacia el origen, la

lec —

conductancia o = sufre grandes variaciones a medida que el denominador

TEP —
tiende a cero. Para evitar esas grandes variaciones, en las cercanias de cero se
midid la corriente para potenciales de 5 mV y -5 mV respectivamente, lo que

produce dos puntos que permitieron determinar o con precision y su

reproducibilidad. La resistencia fue determinada como R=c""!

El control de potencial fue provisto por un EVC4000 V/I Clamp de World

Precision Instruments (International Trade Center, 175 Sarasota Center Boulevard,
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Sarasota, FL 34240-9258 USA). La relacion sefal/ruido del sistema era del orden

de 17 dB.

Protocolo Experimental.

En cada experimento, alicuotas -cuyo volumen dependia de la
concentracion final deseada- de una solucion stock concentrada de toxinas fueron
agregadas por el lado apical del tejido y para luego recolectar 7 muestras de 500
ul —sin reemplazo- del lado basal con intervalos de 20 min cada una (0, 20, 40, 60,
80, 100 y 120 min). Cada vez que se tomO una muestra desde el lado basal,
también se tomd una muestra de igual volumen desde el lado apical, para evitar
asimetrias en la presion hidrostética. Ademas se tomaron dos muestras, una del
lado apical a los 20 min y otra a los 200 min para confirmar la concentracion de
toxina. Los primeros 120 min de cada experimento, se realizaron a 37°C y los 80
minutos restantes, a 1°C. Todos los experimentos de transporte fueron realizados
en condicion de cortocircuito del epitelio (Vtep = 0 mV), para eliminar el gradiente
de potencial eléctrico a través del epitelio y obtener asi, resultados dependientes

sélo del gradiente de concentracion y de la permeabilidad de la toxina.

Al concluir el primer segmento experimental a 37 °C, se adicionaron 2 ml de
la solucién respectiva en cada seccién, para reponer parte de los volumenes
extraidos en ambas camaras y ademas una cantidad de la solucién stock de
toxina para mantener la concentraciébn de la toxina en la seccién apical y no

cambiar la gradiente de concentracion.
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El segundo segmento de cada experimento se realiz6 a 1°C y se tomaron 4
muestras (a los 140, 160, 180 y 200 min de iniciado el experimento) del lado basal
y 1 del lado apical (a los 200 min) como fue sefialado anteriormente. Las muestras
fueron congeladas a 20°C para realizar su posterior analisis mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) con derivatizacion post columna

y detecciodn por fluorescencia en linea.

Analisis de muestras.

Las muestras de 500 ul fueron descongeladas filtradas a través cartuchos
Ultrafree, de exclusiébn por tamafio con corte en 5.000 D, (Millipore) y
concentradas por evaporacion a baja presién, en un concentrador (SpeedVac)
antes mencionado. El pellet fue resuspendido en &cido acético al 25%, del cual se
tomaron alicuotas de 10 ul por medicion los que fueron inyectados en el HPLC

para su cuantificacion.

Determinaciéon de la masa de toxina en la muestra.

Para determinar la cantidad de masa de toxina presente en un volumen
conocido de solucién en la camara basolateral, es necesario conocer primero su

concentracion, lo cual se realizd de acuerdo a lo indicado en el anexo A.

Una vez determinadas las concentraciones en la camara basolateral para

cada tiempo de muestreo, es posible determinar la masa que ha ingresado a ella
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desde el comienzo del experimento, la que es —simplemente- la masa presente

mas la suma de las masas extraidas en todos los muestreos anteriores.

Algoritmo de calculo.

El algoritmo se expresa como:

My = B E- €Y, }vmg kL ®

con:

Ke p6; Kentero
je J6;] jentero ydonde:
ic b6 ientero

Mk: Masa de toxina que ha cruzado hacia la camara basolateral desde el inicio
del experimento hasta el instante que se toma la muestra K

[Tx]: Concentracién de toxina en la camara basolateral en el instante que se
tomo la muestra K

Vo: Volumen inicial en la camara basolateral

Vi Volumen de la muestra

Los algoritmos para determinar: las pendientes de las rectas obtenidas de
las mediciones con el HPLC; las concentraciones de las muestras y las masas
correspondientes de las toxinas en la camara basolateral, fueron implementadas

en hojas de calculo Excel.
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Los resultados fueron graficados y una curva polinomial de segundo orden
fue utilizada para ajustar los datos experimentales, los valores cercanos a 1 del

coeficiente de bondad del ajuste, R, justifican esta eleccion.

Finalmente, obsérvese que el flujo a través de una particion con coeficiente
de permeabilidad aparente k’, descrito por la ecuacion J(t)=k'[E, ¢, es el
producto de k’ por el gradiente de concentracion que se disipa en el tiempo
([:()ek't ) Cuando esta gradiente es constante la ecuacion se reduce a la forma
lineal J =k'A [:: Considerando que las cantidades de masa que cruzan el epitelio

son del orden de picomoles y la concentracion en el lado apical es del orden de
decenas o centenas de micromoles, es licito suponer que el gradiente de
concentracion es constante durante todo el experimento y usar la forma lineal

(primera Ley de Fick) para el andlisis de resultados.
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Resultados.

Purificacion de las Toxinas.

El primer objetivo de este trabajo fue la purificacion de las toxinas a partir de
moluscos contaminados. En esta seccién explicaremos la purificacion final de la

toxina.

Para obtener las distintas fracciones y separar las toxinas por grupos, se
utilizé cromatografia liquida preparativa con BioGel P-2 como fase estacionaria

correspondiente a 300 ml de resina aproximadamente.
El eluido de la columna se recolectd en un colector de fracciones con un
volumen de 5 ml cada una que fue analizada en el HPLC analitico para identificar

y cuantificar las toxinas presentes y seleccionar las fracciones.

Al analizar todas las fracciones mediante HPLC se obtuvo el gréfico de la

figura 9.
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Figura 9. Grafico que muestra las concentraciones de toxinas obtenidas
en las distintas fracciones analizadas en el HPLC.

Mediante este método se agruparon las distintas fraccionas, asi las
fracciones N° 32 y N° 33 que poseen STX pura se juntan y forman la Fraccién 1.
Desde la fraccion N° 34 a N° 53 hay presencia de GTX, NeoSTX y STX y forman
la Fraccion Il. Desde la fraccion N° 55 a N° 58 hay GTX puras y forman la Fraccion

[l con la cual se trabajé en la presente memoria de titulo.
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Flujo de toxina a través del epitelio.

En la figura 10 se presentan
graficos de la masa de GTX-2 que ha
cruzado el epitelio en funcion del tiempo

de muestreo, para distintos gradientes

de concentracion, a 37°C.

Es evidente que la cantidad de
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GTX-2 en la camara basolateral tiene
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una cinética superlineal en el tiempo,

con importantes implicaciones sobre la

permeabilidad de la especie molecular.
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Figura 11. Masa de GTX-3 en la cémara

basolateral en funcion del tiempo, a 37 °C y con
distintos gradientes de concentracién de toxina. n =
3 en cada gréfico. Las barras corresponden a £ 1

D.E.

Figura 10. Masa de GTX-2 en la camara
basolateral en funcién del tiempo, a 37 °C y
con distintos gradientes de concentracion de
toxina. n = 3 en cada grafico. Las barras
corresponden a + 1 D.E.

Al igual que para GTX-2, en
la figura 11 se presentan graficos
de la masa de GTX-3 que ha
cruzado el epitelio en funcion del
tiempo de muestreo, para distintos
gradientes de concentracion, a
37°C. Las concentraciones de
GTX-3 en cada experimento son

proporcionales a los de GTX-2,

proporcionalidad correspondiente a
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la observada en la solucién stock de toxina.

Es evidente que, en términos generales, la cinética de difusién de GTX-3 a
través del epitelio es muy similar a la de GTX-2, lo que sugiere vias y mecanismos

comunes.

En todos los experimentos se realiz6 una segunda fase a 1 °C, los gréaficos
de las figuras 12 y 13 muestran las cinéticas de permeacion de GTX-2 y GTX-3

respectivamente, a baja temperatura.

~ 4,00E-09 - = 1,50E-09
(e e i L - = [
‘g’ ;fg;gg ;_1 _ T— —— ® 149 uM g ;3 ;);)EE;ZZ +—i‘— —i——i—” = ® 61mM
’ 12Io 1;10 160 180 200 220 120 140 160 180 200 220
tiempo (minutos) tiempo (minutos)
@ 80010 — ~ 200E10
2 sooe10 1 mea]| | g e N LY
2 200510 g f-”’*’ ® 42 uM  500E11 Em _{ e ® 16 mM
£ 0005001_ i ””””” —2 e o,oogoor """ - o @
120 140 160 180 200 220 120 140 160 180 200 220
tiempo (minutos) tiempo (minutos)

Figura 12. Masa de GTX-2 en la camara
basolateral en funcion del tiempo, a 1 °C y con
distintos gradientes de concentracion de toxina.
N = 3 en cada gréafico. Las barras
correspondena+ 1 D.E.

Figura 13. Masa de GTX-3 en la camara
basolateral en funcién del tiempo, a 1 °C y con
distintos gradientes de concentracion de toxina.
N = 3 en cada grafico. Las barras corresponden
a+t1D.E.
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Del analisis de los graficos se desprende que:

1. Aunque el gradiente de concentracion es constante, el flujo de toxina a
través del epitelio no lo es, aumenta con el tiempo, tanto a 37°C como a

1°C.

2. La unica explicacién coherente con los datos experimentales es que se esta
ocurriendo un proceso progresivo de degradacion estructural del epitelio y -
si es asi- el coeficiente de permeabilidad debe estar aumentando

progresivamente.

Coeficiente de permeabilidad.

El flujo de materia (en moles) a través de una particion de permeabilidad P esta

dado por:

3 =£(M_(t))
dt\ A

En el caso de un flujo homogéneo a través del area A, la ecuaciéon queda
como:

1d

Donde M(t) es el numero de moles en el compartimiento trans en el instante
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Por otra parte, la primera Ley de Fick establece que:

J =PAC ()

donde P es la permeabilidad y AC es la diferencia de concentraciones a
través de la particion que separa los compartimientos cis y trans.
De (1) y (II) se obtiene que:

Ecuacion que presupone flujo homogéneo a través de la superficie de la
particion, gradiente de concentracion constante y permeabilidad constante. En el

caso que esta Ultima no sea constante, la ecuacion (Ill) debe expresarse como:

M (t) = AAC j P(t)dt
u (IV)

En estos experimentos la diferencia de concentraciones puede considerarse
constante, porgue la cantidad de toxina en el lado trans es despreciable frente la

concentracion en el lado cis.
Los experimentos realizados proporcionan conjuntos de puntos

experimentales que una vez graficados, se ajustan con notable precisiébn a una

curva cuadratica, lo que significa que:
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t

AAC [P(t)dt =ax” +bx+c luego...
4

%(ax2 +bx+c)=AACP(t) portanto:

1 d )
P(t)=——— —(ax” +bx+c
M) =2ac qt & FPx+o)
1
P(t) =—— (2ax+b
t) AAC( )

V)

Dado que A y AC se conocen, es posible tener una funcién para la variacion
de la permeabilidad en el tiempo. Finalmente, la derivada temporal de P(t),
proporciona la tasa de variacion de la permeabilidad en el tiempo, por lo que es
posible obtener los pardmetros de la funcion P = f(t) que caracterizan la
permeabilidad en funcion del tiempo para las diferentes concentraciones de toxina
utilizadas y para las dos temperaturas en que se realizaron los experimentos. Las
Tablas 1 y 2 muestran las ecuaciones empiricas de las permeabilidades para

GTX-2 y GTX-3 respectivamente.
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Tabla 1. Ecuaciones de ajuste de la masa en funcién del tiempo para GTX-2

y GTX 3a37°C

AC (uM) M(t)* ecuacion de ajuste (mol) R
223 | M(t) = 1,000 x 10%°t* - 1,684 x 10t + 8,944 x 10™** 1,000
~ 149 | M(t) = 4,942 x 10 t*- 1,545 x 10™? t + 1,550 x 10™ 0,997
x
= -15 42 -13 -12
O 88 | M(t) = 7,806 x 10™° t? + 5,496 x 10*® t + 7,938 x 10 0,983
42 | M(t) =1,039 x 10 t* + 7,118 x 10™° t - 1,082 x 10" 0,999
81 | M(t) =3,306 x 10 t*- 2,810 x 10 t + 3,586 x 10" 0,994
- 61 | M(t) =1,580 x 10 t*- 1,017 x 10™ t + 2,469 x 10** 0,998
x
= 15 ,2 13 -13
O 32 | M(t) = 4,853 x 10™° t? + 1,457 x 10" t + 8,091 x 10 0,996
16 | M(t) = 5,357 x 10*® t* + 3,539 x 10™° t - 1,569 x 10" 0,984

! Gradiente de concentracién de toxina
% Masa total de toxina transferida al lado basolateral desde el momento que la toxina es agregada
al lado apical (tiempo cero) hasta el tiempo “t”.
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Tabla 2. Ecuaciones de ajuste de la masa en funcién del tiempo para GTX-2

y GTX3al°C
AC (uM) M(t) ecuacion de ajuste (mol) R
223 | M(t) =2,162 x 10™t?- 2,185 x 10** t + 6,297 x 10™° 0,969
~ 149 | M(t) = 1,296 x 10 t*- 2,076 x 10™ t + 9,917 x 10™ 0,994
<
= -14 ;2 -12 -10
O 88 | M(t) = 2,532 x 10™ t? - 5,333 x 10™ t + 4,245 x 10 0,999
42 | M(t) =3,888 x 10° t*- 7,422 x 10 t + 7,635 x 10™ 1,000
81 | M(t) = 9,519 x 10™° t? - 1,690x 10t + 3,250 x 10™*° 1,000
- 61 | M(t) =2,874 x 10 t? + 3,141 x 10*° t - 2,449 x 10" 0,997
<
= -15 42 -12 -10
O 32 | M(t) =7,010x 10™ t*- 1,363 x 10™ t + 1,012 x 10 0,995
16 | M(t) =1,382x 10 t*- 2,164 x 10t + 1,221 x 10" 1,000

Obsérvese el coeficiente R (Tabla 3), muy cercano a la unidad en todas las

curvas de ajuste, lo que es un buen indicador de la consistencia de la cinética de

segundo orden supuesta en todos los experimentos. Por otra parte, la desviacion

estandar relativamente amplia se debe a que los valores de los flujos mostraban

variaciones faciles de entender en un estudio con tejidos humanos de muy diversa

etiologia. Sin embargo, es la consistencia de la cinética en un conjunto de

muestras con valores particulares tan diversos lo que apunta a un proceso comun

en todas las muestras estudiadas.
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De las Tablas 1 y 2 se obtienen —por los procedimientos antes sefialados-

las ecuaciones

empiricas de

las permeabilidades para GTX-2 y GTX-3

respectivamente para las dos temperaturas estudiadas. Estas ecuaciones son

presentadas en la Tabla 3.

Tabla 3. Permeabilidad en funcion del tiempoa37°Cyal°C
[Tox] (uM) P(t) a 37°C (cm x seg™) P(t) a 1°C (cm x seg™)
223 P(t) = 1,495 x 108 t-1,259 x 107 | P()=3,231x10°t—-1,633 x 10°®
N 149 P(t) = 1,106 x 10%t— 1,728 x 107 | P(t) =2,899 x 108t +2,322 x 10°®
o
0} 88 P(t)=3,135x10°t—1,104 x 10 | P(t) = 9,591 x 10° t — 1,010 x 10°
42 P(t) =8,246 x 10'°t—2,825 x 10° | P(t) = 3,086 x 10° t — 2,945 x 10~
81 P(t)=1,360 x 10t 5,782 x 10® | P(t) = 3,917 x 107 t -3,477 x 10’
o 61 P(t)=8,634x10°t—-2,779 x 10® | P(t) = 1,570 x 10® t + 8,582 x 10*°
X
O 32 P(t)=5,055x 107 t— 7,589 x 10® | P(t) = 7,302 x 10° t — 7,099 x 10~
16 P(t)=1,116 x 10° t— 3,686 x 10™° | P(t) = 2.879 x 10° t + 2.254 x 10~

Se puede observar que la derivada temporal de la permeabilidad varia con

la concentracion, lo cual significa que la velocidad con que se producen las

alteraciones estructurales del epitelio dependen de la concentracion de toxina.

Esto concuerda perfectamente con las observaciones clinicas, ya que a mayor

consumo de moluscos infectados, mas rapida es la aparicion y mas intensos los

sintomas.

La Tabla 4 muestra las pendientes (variacion temporal de la
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permeabilidad) de las ecuaciones de las dos tablas anteriores en relacion a la

concentracion de toxina.

Tabla 4. Tasa de variacion temporal de la permeabilidad de la toxina a

distintas concentraciones

C (uM) P(cmxseg® | P(cm xseg?
37 °C 1°C
223 1,495x10°® 3,231 x10°
N 149 1,106x10°® 2,899 x 108
X
= -9 -9
) 88| 3,135x10 9,591 x 10
42| 8,246x101° 3,086 x 10°°
81 1,360x10° 3,917 x 10°®
o 61 8,634x10° 1,570 x 108
X
= -9 -9
O 32| 5,055x10 7,302 x 10
16 1,116x107° 2,879 x 10°°

La figura 14 corresponde a un grafico de la tasa de variacion de temporal de

dP(t)

la permeabilidad (P'(t) = R

) en funcién de la concentracion para GTX-2 y GTX-

3 a 37 °C. La figura 15 es para los respectivos experimentos a 1 °C. La Tabla 5
muestra las funciones correspondientes a las rectas ajustadas a cada grafico,
cada una exhibe un coeficiente R cercano a 1, mostrando asi un alto grado de

correlaciéon entre las variables.
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Figura 14: Tasa de variacion temporal de la
permeabilidad en funcién de la concentracion
de toxina a 37 °C.
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Figura 15: Tasa de variacion temporal de la

permeabilidad en funcién de la concentracion
de toxinaa 1 °C.

Tabla 5. Funciones empiricas para la variacion de la tasa temporal de cambio

de la permeabilidad en funcién de la concentracion de toxinaa 37 °Cy 1 °C

Toxina 37 °C R 1°C R
GTX-2 | P(t)C]=8,305x10™C-2,930x10% | 0,982 | P'(t)[C] = 2,461 x 10™°C — 8,999 x 10%° | 0,980
GTX-3 | P()[C]=1,808x10"°C-1,486 x 10% | 0,990 | P’'(t)[C] = 2,855 x 10™°C — 1,745 x 10°° | 0,997
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Las figuras 16 a 19 son las representaciones tridimensionales de la

permeabilidad de ambas toxinas, en sus respectivos segmentos temporales, como

funciones del tiempo y la concentracion, a 37 °Cy 1 °C.

P(t,C)

Figura 16: Gréfico 3D de la permeabilidad de
GTX-2 a 37 °C en funciéon del tiempo y la
concentracion de toxina.
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Figura 18: Grafico 3D de la permeabilidad de
GTX-2 a 1 °C en funcién del tiempo y la

concentraciéon de toxina.
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Figura 17: Gréfico 3D de la permeabilidad de
GTX-3 a 37 °C en funcion del tiempo y la
concentracion de toxina.
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Figura 19: Grafico 3D de Ia
permeabilidad de GTX-3 a 1 °C en
funcién del tiempo y la concentracién de
toxina.
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Es notorio el cambio de forma de la funcion permeabilidad con la
temperatura. Sin embargo no debe atribuirse este notorio cambio al efecto solo de
la temperatura, pues debe considerarse que las mediciones a baja temperatura se
realizaron dos horas después de haber agregado la toxina, por lo que el epitelio
puede haber estado bastante deteriorado, lo que explicaria la linealidad de los

cambios observados en ambos ejes.

De las tablas y gréaficos presentados, se desprende que:

1. Elflujo de toxinas desde el compartimiento cis al trans, no es constante. Si
lo fuera, la curva que describe la cantidad de toxina en el compartimiento
trans seria lineal, los experimentos —en cambio- muestran una curva
superlineal con un ajuste muy significativo por un polinomio de segundo
grado.

2. Dado que, con un coeficiente de permeabilidad constante, la curva debe
ser sublineal si el gradiente de concentracién se disipa en el tiempo o lineal
si el gradiente se mantiene constante —lo cual seria el caso en los
experimentos realizados- es necesario suponer que las permeabilidades
no son constantes, sino que aumentan en el tiempo.

3. Considerando que los coeficientes R de las curvas de ajuste son muy
significativos, se puede considerar que las permeabilidades difieren solo

por un factor (AAC)™ de la primera derivada de las curvas mencionadas
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4. Las permeabilidades del epitelio a los epimeros GTX-2 y GTX-3 varian
linealmente con el tiempo

5. La variacion de la permeabilidad para ambos epimeros, es una funcion
lineal de la concentracion de toxina, para las dos temperaturas
consideradas

6. Tanto la variacion de permeabilidad en el tiempo, como en funcion de la
concentracion, es mayor para GTX-3 en ambas temperaturas

7. El aumento de la permeabilidad de los epimeros GTX-2/3 es consistente
con una hipotesis de degradacion de la integridad estructural del epitelio,
sin embargo, la constancia de los valores de la resistencia transepitelial no

lo es.

Resistencia transepitelial.

Un parametro que se suele asociar a la integridad estructural del epitelio es
la Resistencia Transepitelial (RTE). La figura 20 muestra un registro tipico de
resistencia durante un experimento, en tanto que la Tabla 6 muestra el promedio

de las resistencias observadas en los experimentos y la desviacion estandar, a

37°Cyal°C.

RTE VIS Temperatura
s 400 0006060004000 0¢
< 300
€ 200
= 100 W”
m T T T T

0 50 100 150 200
tiempo (minutos)

Figura 20. Muestra de un registro tipico de la resistencia
durante un experimento.
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Tabla 6. Promedios de Resistencia Transepitelial observado

Resistencia Transepitelial (Ohm)
37°C 1°C
Media 48 158
Desviacion
estandar 14,9 34,5

Es evidente que la resistencia se mantiene estable en sus respectivos

valores a ambas temperaturas.

Los resultados anteriormente expuestos presentan una discrepancia con el
modelo utilizado, que vincula la resistencia transepitelial con la permeabilidad a la
toxina, ya que mientras la resistencia permanece constante en el tiempo a una

temperatura dada, la permeabilidad presenta una considerable variacion.

La variacion de la resistencia ligada al cambio de temperatura merece una
consideracion especial. La Tabla 7 muestra el cuociente de las medias de las
resistencias del epitelio, el de las resistencias de la solucién —sin epitelio montado-
y el cuociente entre las viscosidades del agua a 1°C y a 37°C.

Tabla 7. Cuocientes de las
Resistencias medias.

Cuocientes
Ree _33
Epitelio: R. -
37°C
Rioc _99
Solucién: R &,
37°C
ec
Viscosidad: - 2’5
N37¢
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Se observa que aun cuando los valores a 1°C son mayores que a 37°C,
existe una significativa discrepancia entre el cuociente del epitelio y el de la
solucion, lo que indica que hay un factor extra, mas alla de la dependencia con la

temperatura, que incrementa la resistencia del epitelio a 1°C.
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Discusion

Purificacion de las toxinas a partir de moluscos contaminados.

La posibilidad de realizar los experimentos se debi6 a la capacidad del
laboratorio de purificar las toxinas a partir de moluscos altamente contaminados,
ya que los bivalvos filtradores son capaces de concentrar las toxinas presentes en
los dinoflagelados tdxicos y permanecer contaminados por largo tiempo (Lagos,
1998). Gracias a la tecnologia de punta del laboratorio se pudo extraer las toxinas

usadas en esta memoria ya que no se encuentran disponibles en forma comercial.

El método empleado para extraer la toxina estaba previamente descrito y la
disponibilidad del estdndar analitico se debe a que el Laboratorio es uno de los 5 a
nivel mundial en disponer de esta ventaja junto a Francia, Espafia, Japon y

Canada (Garcia et al., 2003).

Resistencia transepitelial.

La consistencia de los resultados obtenidos en los experimentos
anteriormente descritos, ofrece una clara evidencia de la variacion de la
permeabilidad de los epimeros GTX-2/3, ademas el valor muy cercano a 1 del
coeficiente R de las curvas cuadraticas de ajuste, apunta a una variacion lineal de

la permeabilidad en el tiempo; propia de una reaccion de primer orden.
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Esta variacion de la permeabilidad debe correlacionarse con cambios
estructurales del tejido y una hipétesis plausible, es suponer que la integridad
estructural del epitelio esta siendo degradada por accion de la toxina. Los
resultados obtenidos, sin embargo, no permiten precisar si el proceso es de
caracter intracelular o extracelular. Una manera obvia de probar la hipétesis, la
proporcionan los parametros electrofisiolégicos de corriente y voltaje a través del
epitelio, de los que se obtiene el valor de la conductancia y su inverso, la

resistencia transepitelial.

Contrariamente a lo esperado, la resistencia transepitelial es constante
durante todo el experimento. La Unica variacién de resistencia esta relacionada
con el cambio de temperatura, pero a ambas temperaturas la resistencia

permanece constante en sus respectivos valores.

Este cambio de resistencia esta relacionado —al menos parcialmente- con la
dependencia del coeficiente de difusion con la temperatura y la relacion entre

aguél y la conductividad.

La ecuacion de Einstein-Stokes establece que:

KT
67rn

D= donde:

D: es el coeficiente de difusion
k: es la constante de Boltzman

T: es la temperatura absoluta
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r: es el radio de la molécula

1. es la viscosidad del medio (en este caso, el agua)

Por otra parte, la contribucién de una especie idnica dada a la conductividad
de una solucion electrolitica esta dada por:
o =|z|FCu donde:
z: es la valencia de la especie i6nica
F: es la constante de Faraday
C: es la concentracion

4 es la movilidad

y la ecuacion de Einstein establece que:

zFD = RTu, combinando estas tres ecuaciones se obtiene:

Por lo tanto, a pesar que la temperatura desapareciéo de la ecuacion, la

dependencia de ella no ha desaparecido, puesto que el coeficiente L es funcion de
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la temperatura. Luego, el cuociente de conductividades a dos temperaturas

distintas es:
Z’F?kC
o(T)=—— <
6zRrn(T,)
Z°F2kC
o)==
67Rrn(T,)
o) n(,)

ao(T,) n(,)
Con esta expresion podemos estimar el cuociente de conductividades a

o(37°C)  p(1°C)  0,001731

T1=37°Cy T, = 1°C: _ _
(1°C)  7(37°C) 0,000692

Mediciones de conductancia de la solucion en la camara de Ussing
utilizada, a ambas temperaturas, arrojan resultados muy similares al valor
calculado para el cuociente de conductividades. El valor para el cuociente de las
resistencias del epitelio, sin embargo, arroja un valor aproximadamente un 50%

mayor al observado en las soluciones.

Desarrollo de un modelo para la resistencia transepitelial.

Cualquier modelo que se proponga para la resistencia transepitelial, debe
dar cuenta satisfactoriamente de la variacion de resistencia con la temperatura 'y —
por sobre todo- solventar la aparente paradoja planteada por una permeabilidad a
la toxina en constante aumento y una resistencia transepitelial constante a una

determinada temperatura.
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El modelo se desarrollé sobre las siguientes premisas:

El lumen de las uniones estrechas actia como un filtro por tamafio ante las

moléculas de toxina, pero no ofrece dificultades al paso de los iones

presentes en la solucion. Hipotesis plausible dadas las enormes diferencias

de tamafo entre los iones de sodio, potasio y cloruro (principales

portadores de carga en la solucion) y las moléculas de toxina.

Entre las células existe una via de difusion inundada por la solucién

electrolitica, por lo que se comporta como la resistencia equivalente de un

gran numero de resistencias en paralelo.

Es plausible caracterizar la resistencia en torno a una célula por un valor

promedio.

La resistencia en torno a una célula es la
resistencia equivalente de un infinito
numero de resistencias de “ancho”
infinitesimal constituidas por tres
resistencias en serie: (a) la resistencia entre
el lado mucoso de epitelio y el extremo
apical de la wunion estrecha, (b) la

resistencia de la unidén estrecha y (c) la

Figura 21. Esquema de una Vvista
superior de un epitelio, como el intestinal.
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resistencia entre el extremo distal de la union estrecha y el lado basal del

epitelio.

5. Lalongitud de la via paracelular (el espesor del epitelio) no cambia

significativamente con la temperatura.

La figura 21 es una vista superior de la representacién de un epitelio, como
el intestinal. Se puede observar que, si se desea dar cuenta de la resistencia de la

via paracelular, basta con obtener Ila

resistencia en torno a una célula y luego

| 1/ I\N| |

considerar la mitad del total de células

(cuadrados sombreados) para obtener la

resistencia total, como lo sefalan las lineas

Figura 22. Representacion tridimensional de la
azules. Supdéngase ademas que disposicion de las células en un epitelio. A

las células tienen una base
cuadrada de lado a (no es

determinante para el modelo, pero L

introduce cierta comodidad en el

trabajo).
La figura 22 muestra una
representacion tridimensional de la 4a

disposicion de las células en un Figura 23. Esquema del espacio entre una
célula y las que la rodean lateralmente si
fuese “desdoblado”.

v




epitelio, con las restricciones espaciales impuestas por las zonas de estrecha

aposicion de las células: “tight junctions” o “uniones estrechas”.

Supodngase ahora que el espacio entre una célula y las que la rodean

lateralmente, es “desdoblado” como se muestra en la figura

23.

Se adopta la siguiente homenclatura que se describe
en la figura 24:
L: altura de la célula, distancia desde el lado mucoso al
seroso del epitelio intestinal.
I: longitud de la juntura estrecha.
Dio: distancia entre las paredes de la juntura estrecha.
Do: distancia entre las paredes de las células contiguas

p: resistividad de la solucion en la via paracelular

Para hacer un modelo de la resistencia total de esta
via paracelular, la supondremos compuesta por infinitas
resistencias infinitesimales -como de la Figura 24- en
paralelo. Cada una de ellas consta de tres resistencias en
serie, aquella por encima de la juntura estrecha, la juntura

estrecha y aquella por debajo de la juntura estrecha. La

D1o

Figura 24. Vista frontal esquematica

del espacio entre una célula y las que

la rodean.

primera y la dudltima, por tener igual conductividad y ancho, pueden ser
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consideradas una sola, de altura (L-I). La resistencia de un conductor de longitud I,

seccion transversal A y resistividad p se expresa como:

R=p—
A

Entonces, la resistencia de cada una de estas resistencias infinitesimales es

la suma de:
_ S
dR'=p L] + Pl ’d go
D,ds D,ds R,
PRSI EY o R
D, D, /ds
de= p [‘D10+| oO - I:
La D1oD ds resistencia laminar
descrita en la figura 25 esta

formada por la suma de infinitas resistencias infinitesimales dR’

en paralelo, entre 0 y 4a, por lo que:

-1
D D 4a
R|= 10 0 dS
{,0 [‘DlO +|Oo - Dlo ::LI }

i p['DIO "‘Ioo _DlO\
4aD,,D,

R1

R

Esta es la expresion para la resistencia paracelular

promedio de una célula. Luego, la expresion correcta es:
' N

R =p[-D10+IOo_D10,4

celula 4aD,, D, D;

Figura 25. Esquema de la
resistencia laminar formada por
la suma de infinitas resistencias
ininitesimales.
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Sean 7 la densidad superficial de células en el epitelio, es decir, el nimero
de células por unidad de superficie y Sp el area del epitelio en la camara de
Ussing, es decir el area cuya resistencia se esta midiendo. Dado que todas las
vias paracelulares estan en paralelo y se supone tienen la misma resistencia

promedio, la resistencia total del epitelio bajo medicion sera:

_ p['DlO +|oo _Dloj
Total —
4aD,,D,S, %

_ p['DlO +|Oo _Dlo::
Total ZaDlo Dosoﬂ

R

Esta ecuacion puede ser reformulada como:

P | ~N 'Y
R, =—" | (-1 3=
Total 2aDO 5077 I (' j D10 :|

i D
RTotaI = L (L—(l L)j-l—(l Lj—oj|
2aD,S,77 | L D,
( D

R pL
Total — ZaDoSoﬂ ]

) , . . I .
Obsérvese que se han introducido los parametros m -el cuociente entre la

. : . . D
longitud de la juntura estrecha y la longitud fe la via paracelular- y —% -el

10
cuociente entre el ancho de la via paracelular y el ancho inicial de la juntura

estrecha.
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Valores plausibles para Djp y para | son: 0,6 nm (Tang y Goodenough,
2003) y 400 nm (Claude y Goodenough, 1973) respectivamente. Por otra parte,
valores aceptados para el ancho de la via paracellular varian entre 20 y 30 nm
(Goodenough, comunicacion personal) y su longitud tiene un valor minimo en
torno a 30 - 40 um (la longitud de las células columnares del epitelio de yeyuno
humano) pero el valor real es muy variable, debido a las complejas
interdigitaciones con células adyacentes, por lo que un valor de 50 um es aln una

estimacion conservadora.

Tomando 25 nm como un valor representativo del ancho medio de la via

paracelular y reemplazando estos valores en la ecuacion precedente se obtiene:

RTotal = pL (1_ L )+[ L )42
2aD,S,7 |\~ 125) \125

Con estos valores, el valor inicial de la resistencia total es:

pL

3———— Ohm
2aD,S,n

RTotal =

Dado que la permeabilidad es una funcion lineal del tiempo a cualquier
gradiente de concentracion, la permeabilidad a los 120 min después de iniciado el
experimento es seis veces mayor que a los 20 min. Es plausible suponer que a los
20 min de iniciado el experimento, las junturas estrechas no han sufrido un dafio

significativo y el valor de la permeabilidad a este tiempo es una buena
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Dy

aproximacion al valor inicial. El cuociente reemplazado en la ecuacion

10

anterior arroja el valor:

L (1—1j+14—2
o 2aD,S,n |\ 125) 125 6

Total — 1.05 L
2aD,S, 7

R

De esta forma, si el ancho de la juntura estrecha aumenta por un factor de

6, la resistencia transepitelial

disminuye s6lo en un 21%. Este Resistencia Transepitelial
resultado es compatible con los gggg T
= ’ =
' © 200 T4t 5 rrsrrsareeerEnrssss |oTR
resultados experimentales, ya que & 200
F 00 T T y . i
mientras la resistencia transepitelial 0 20 40 60 80 100 120

time (min)

exhibe pequeias variaciones, la
Figura 26. TER en funcién del tiempo. n = 4. Las barras

permeabilidad a la toxina aumenta ~ fePresentan =1 DE.

constantemente.

Si se considera que al comienzo de cada experimento la juntura estrecha
tiene un lumen y una geometria que limitan severamente el paso de la toxina (sélo
pueden pasar aquellas que llegan a la juntura en una posicién determinada, con
muy pocos grados de libertad, por ejemplo) y que -por efectos de la toxina- la
integridad estructural de las junturas se deteriora progresivamente, entonces

aumentan los grados de libertad para el paso de las toxinas y la permeabilidad



puede aumentar progresivamente mientras la resistencia eléctrica experimenta

s6lo pequenfas variaciones (figura 26).

En resumen, se ha desarrollado un modelo que da cuenta de los resultados
obtenidos, poniendo de manifiesto que un aumento sostenido de la permeabilidad
para la toxina no es excluyente con una resistencia transepitelial constante o casi

constante.

La discrepancia entre los valores de la resistencia transepitelial y los
predichos por la variacion de la viscosidad del agua con la temperatura, es
explicable si se admite que el frio puede gatillar una respuesta que cambie la
geometria de la via paracelular, disminuyendo el lumen de ella via contraccién de
las fibras de soporte intercelular. Suponiendo la situacion menos favorable -las
uniones estrechas con un lumen igual al resto de la via paracelular- se encuentra
gue basta una contraccion de un 20% de ésta, para que la resistencia

transepitelial aumente hasta el valor observado.

En resumen, se ha desarrollado un modelo que da cuenta de un conjunto
de resultados rigurosos y consistentes -a pesar del origen heterogéneo de los
tejidos con que se trabajo- que describe analiticamente un proceso de
degradacion estructural del epitelio y sugiere que las toxinas actuan
principalmente sobre las uniones estrechas, abriendo un camino para facilitar la
difusidbn pasiva en avalancha, que inundara el organismo con neurotoxinas

bloqueadoras del canal de sodio dependiente de voltaje.
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Por otra parte, permite afirmar que no es posible determinar la existencia de
transporte facilitado de toxinas, ya que la permeabilidad a las dos epimeros

utilizados aumenta con el tiempo y con la concentracion de las toxinas.

Finalmente, los resultados y el modelo desarrollado sugieren que, el

desarrollo de un antidoto para estas toxinas puede enfocarse en:

1. Dilucidar el mecanismo de su ataque a las uniones estrechas e interferir en

alguna parte del proceso.

2. Reducir su coeficiente de permeabilidad, ya sea disminuyendo su
coeficiente de difusion o aumentando su area efectiva para incrementar la

fuerza de arrastre (dragging force) sobre la molécula.

3. Desarrollar un mecanismo aglutinante que ligue las toxinas unas con otras,

satisfaciendo asi las condiciones del punto anterior u “ocultando” los sitios

activos de ataque a las uniones estrechas.
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Conclusiones.

Las consecuencias del modelo empleado en la presente memoria de titulo
son muy significativas tanto para la clinica como para orientar futuras lineas de

investigacion y se pueden resumir en:

1. Con los métodos utilizados fue posible obtener y purificar las toxinas del
complejo Goyaulatoxinas e investigar el transporte transepitelial de los

epimeros GTX 2y 3.

2. No fue posible determinar la existencia de una via de permeacion por
transporte facilitado utilizando el protocolo experimental de este trabajo, ya
gue una de las premisas del modelo propuesto para tal protocolo, era la
constancia del coeficiente de permeabilidad para las toxinas, premisa que

no se cumple.

3. Si se desea determinar la existencia de transporte facilitado para las
toxinas, la mejor opcién parece ser el trabajo con vesiculas de membranas

del borde en cepillo (brush border) del intestino.
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La degradacion de la integridad estructural del epitelio intestinal, es funcion
lineal tanto del tiempo como de la concentracion de toxinas, lo que esta de

acuerdo con las observaciones clinicas de los individuos intoxicados.

El modelo desarrollado sugiere que la degradacion de la integridad
estructural del epitelio se reduce a la accion —directa o indirecta- de las
toxinas sobre el lumen de las uniones estrechas, incrementandolo en el

tiempo con una velocidad dependiente de la concentracién de toxina.

La linealidad de las funciones de permeabilidad en funcién de la
concentracion y el tiempo, sugieren cinéticas de primer orden para este

proceso

El modelo establece una directa proporcionalidad entre la resistencia y la
conductividad, por lo que el resultado es directamente aplicable al cuociente

de resistencias.

Los resultados experimentales y el modelo, son totalmente compatibles con

las observaciones clinicas en los individuos intoxicados y se espera que

sean un aporte al tratamiento de intoxicaciones agudas.
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ANEXOS
Anexo A.
Para conocer la concentracion de la toxina se realiz6 lo siguiente:

Supodngase que se inyecta un volumen Vst de un estandar conocido y se

obtiene un area Asr, por tanto se obtiene:

TST — kAST 0)

pero k es aun desconocida. Por otra parte, de igual manera, si se inyecta un

volumen V., de una muestra desconocida, y se obtiene:

Tm — kAn ()

pero se sabe que la cantidad total de soluto en un volumen V de una

solucion de concentracion [T]es T = [ﬂ . Reemplazando en las ecuaciones () y

() se obtiene:

[ST YST = kAST
I V. =ka

Dividiendo la ecuacion superior por la inferior:
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[ST ]ST _ AST

o , de donde —finalmente- se puede obtener el valor de la
I.V. A

concentracion de la muestra desconocida:

VST -
[+ W% -

Si los volumenes inyectados son iguales, (IV) se reduce a:
L+ Ly
Asr
y si las areas obtenidas son iguales (V) queda:

\V -
[m } V—ST [ST - (VI

Corrigiendo por dilucién/concentracion.

Si se cambia el volumen de una solucidn cambiando sélo la cantidad de

solvente, cambiara la concentracion, aunque la cantidad de soluto permanecera
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constante e igual a T= [ V . Por tanto, si se cambia la cantidad de solvente en

una solucion, desde un volumen inicial V; a un volumen final V; se tendra:

[ :}‘/i - [ :Ivf Entonces, si se conocen los volimenes inicial y

final y una de las concentraciones, es posible calcular la otra.

Supongamos que se conoce la concentracion final, entonces la concentracion

Vi
[ ﬂ: V—| [ ;I (Vi)

Normalmente este es el caso cuando se hacen mediciones en el HPLC. La

inicial sera:

muestra inyectada es un concentrado o una dilucion de la muestra que uno

realmente quiere medir. Obsérvese que el cuociente V,/V,es el factor de

dilucion/concentracion, mayor que 1 si el volumen final es mayor que el inicial, es

decir, en el caso de una diluciéon y menor que 1 en el caso de una concentracion.

En la ecuacion (1V), [Tm] corresponde a la concentracion final de la ecuacion

(VII), por lo que despejando V; de ésta y reemplazando en (V) se obtiene:

[}l-—\P/i_VSTAm [
m M _-{/f o Vm AST ST —, donde [Tr] es la concentracion final (la

concentracion de la solucién inyectada en el HPLC) y [Twy] la concentracion de la

solucién inicial de la muestra.
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Tomando la ecuacion anterior y despejando [Ty] se tiene:

Vf
[, L Var Vi A,

I - .
Vm Vi AST , para evitar confusiones se  adoptan las

siguientes convenciones:
Ist = Volumen inyectado del standard (Vsr)
Im = Volumen inyectado de la muestra (Vi)
V¢ = Volumen final de la dilucion/concentracion
V; = Volumen inicial de la dilucion/concentracion
Am = Area bajo el peak de la muestra
Ast = Area bajo el peak de la muestra

Por lo que la ecuacién anterior se transforma en:

IST Vf Am -
[M } | V. A, [ST-(VIII)

Optimizando las mediciones.

Hasta ahora se ha supuesto que la maquina se comporta siempre igual y
gue si se inyectan dos muestras iguales los resultados obtenidos seran iguales.
Desafortunadamente, el HPLC -debido precisamente a su alta sensibilidad- es
particularmente vulnerable aln a pequefios cambios, que hacen que dos

mediciones consecutivas no produzcan necesariamente los mismos resultados.
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A bajas concentraciones, el HPLC produce lecturas lineales con el volumen,
es decir, para una concentracion dada, el doble de volumen debe dar
aproximadamente el doble de area bajo la curva (porque habra el doble de soluto).
Esto significa que si -para una muestra dada- se inyectan diferentes volimenes,
se debiera obtener una recta que pasa por el origen -porque a cero volumen
inyectado, la lectura es plana y el area bajo la curva es cero- y entonces, se puede

usar el siguiente protocolo:

Inyectar al menos dos volumenes diferentes del estandar en el HPLC

Anotar los volimenes inyectados y las areas obtenidas

. Repetir los dos pasos anteriores para la muestra desconocida

Graficar en Excel A v/s V para el standar y para la muestra. Recuerde

gue en adicion a los puntos obtenidos también tiene el punto (0,0)

. Instruir al programa para que
A A
ajuste una recta y despliegue la ecuacién
AST—l ---------------------- L
y el coeficiente de bondad de ajuste (R>) Aol .. ../ . L. -

en pantalla para cada grafico. Si R? es Agf------mmmmmm e

L , - V! IS i |
inferior a 9,8 (mas adelante se justifica Asr:i - !

--------- i s
este criterio) el ajuste no es bueno, es : D !
decir los resultados son muy dispares y se lsta Tlng | sm'\ Iino
deben repetir las mediciones
IST Im

Figura 27. Grafico en Excel A v/s V para el
estandar y para la muestra
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" Se obtendran, dos gréaficos con sus respectivas rectas de ajuste y las

ecuaciones correspondientes, ambas de la forma: Y =mx+Db

donde m es la pendiente, x el volumen inyectado y b el valor de y (el area bajo la
curva del peak de la toxina) cuando x = 0, es decir, cuando el volumen inyectado

es cero. Si los resultados fuesen perfectos b seria cero (figura 27).
Observe que:

= Los puntos experimentales en azul corresponden a la lectura del area del
pico correspondiente a las inyecciones de los volumenes Ist.; € Ist-2 del estandar y
los puntos en rojo a las areas de las inyecciones de los volimenes In.1 € In2 de la

muestra

= Las rectas ajustadas son descritas por las ecuaciones:

Ag =Mg x g +bgr Yy
A, =m_xI_+b_

= La recta paralela al eje | corta ambas rectas y las abcisas correspondientes
a las intersecciones (Ist e In), corresponden a los volimenes de estandar y de
muestra, respectivamente, que debieran ser inyectados para obtener la misma

lectura Ao.

= Utilizando la ecuacién (VIII) para calcular la concentracion de la muestra:

I Vi A -
[M } I: Vi AST [ST -, donde A, = Ast=Ag
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ERSC
por lo que la ecuacién se simplifica a: BM |V ST -
m i

Pero, Ag = mstlst = mplm, €ntonces

Il A
m I m m ., .
T luego: Io _ A My _ M, y la ecuacion anterior adopta la forma
| = A I M Ay Mg
" m

final: f, F r': é ..

ST

Con esta ecuacion se obtiene una buena estimacion de la concentracion de
la solucion madre (0o muestra experimental, por ejemplo), ya que el proceso de

ajustar la recta por el método de minimos cuadrados que usa Excel, minimiza los

errores individuales de
A A
medicibn 'y  provee  un
estimador mas confiable, las
. . Ao y; ’ o “m
pendientes de las respectivas i B
rectas de ajuste. e
/,’/
Cuando la constante S
.. . S .~ IST I,ST r | >
aditiva b no es nula, se tiene la N m 'm
. ., =~ Figura 28. Grafico que representa
situacion representada en la cuando la constante aditiva b no es
.~ nula.

figura 28, o una variante de

ella.

84



Las rectas correspondientes al estandar (Ast) Yy a la muestra (Ay) en una
situacion ideal se intersectan en el origen (rectas continuas), en cambio, en
muchas condiciones experimentales las rectas correspondientes se intersectan en
un punto P distinto del origen. ¢Como afecta esta situacion al calculo de

concentraciones?

De acuerdo a la ecuacion (VIII), el factor mas critico es el que considera los
volimenes inyectados, es decir, el cuociente Ist/l, y cada factor de este cuociente

es calculado de acuerdo a las ecuaciones de cada recta, es decir:

-b
lsr = o By y
mST
A\) - bm
|m =—"mn
mm
| | ot it IST :(Ao_bST) m, (1X) ob
or 10 que el cuociente gque Interesa es. , opbserve
P a a Im (Ao _bm) mST
lim ¢0 _bST :mm — bSTmm lim G‘O_bST ]nm — Aomm — mg,
\
que: eo —b, _mg; b mg y @‘0 -b, }nST AMgr Mg
A -0 A, > x

Por lo que nuevamente se obtiene la forma de la ecuacion (I1X):

A

Mgy Vi

Dado que las pendientes son constantes y la concentracién de la muestra

también lo es, este resultado resulta ser independiente del valor de Aoq. Por altimo,
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si bien los errores se minimizan usando las pendientes, es necesario asegurarse
que las pendientes (que corresponden a la respectivas concentraciones) estén
bien calculadas y no adolezcan de errores significativos. El ajuste a la recta
proporcionado por Excel provee de un buen criterio de calidad: el coeficiente R, al

cual se le exige R > 0,99. Excel calcula R?, por lo que la exigencia sera R? > 0,98.
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