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. RESUMEN

Entre los epitelios animales poco estudiados, actualmente se
encuentran los conductos eferentes, tal estructura produce cam
bios osmdticos muy importantes en el liquido seminal, asi como
modifica la concentracion de espermatozoides y su fertilidad.

Los cambios osméticos no han podido ser explicados ain por la -

carencia de datos dlrectos e indirectos relacionados con el trans
porte de agua.

Un elemento necesario en la determinacién rigurosa del gra-
-do de transporte de agua y solutos en cualquier epitelio (ademés
de la cuantificacién de flujos y la localizacion de las rutas de pa
so), es la medicion de sus caracteristicas eléctricas. El voltaje

de epitelio y la. corriente de corto circuito arrojan datos acerca -
de la conductancia de membrana epitelial a los solutos.

Dada la complejidad estructural del epitelio se requiere de las
técnicas del anélisis compartamental para determinar la cinética
de los compartamentos de sodio, principal ion transportado activa-
mente a través de la mayoria de los epitelios animales.

En este trabajo, mediante una trampa de silicona-sacarosa, se
hicieron las determinaciones de voltaje transepitelial en condicio-
nes in vitro.
~ En cuanto al andlisis de compartamentos, se desarrollo un
~-sistema de incorporacién y lavado de Inulina-carbono 14 ( 14 lnu

~lina) para rastrear las zonas de captacuon inespecifica de lones Y.
~ su cinética



Los resultados evidencian un voltaje de epitelio de aproximada-
mente 35 mV, (regidn Serosa positiva respecto a region mucosa).

Los datos obtenidos con las técnicas de radio-isétopos indican
que existen por lo menos dos compartamentos con captacion ines-
pecifica, uno de los cuales posee cinética semejante al mas veloz
“de los compartamentos de sodio reportados anteriormente. (Labiano
“ Alucema 1981).

Los resultados obtenidos confirman la posibilidad de que el de
los conductos eferentes sea un epitelio de tipo "Tight".

Es necesario un acopio de datos experimentales en lo que toca
a las curvas intensidad de corriente contra voltaje de epitelio a la
manera de los experimentos Koefoed-Johnsen y Ussing en diversas
condiciores: pulsos largos, presencia de inhibidores y estimulado-
res metabdlicos, etc.. '

Asimismo, deben compararse los resultados obtenidos, utilizan
do trazadores con los métodos directos de determinacién de compar
tamentos tales como la histoquimica cuantitativa, la determinacién -
de actividades idnicas por medio de microelectrodos selectivos, etc.,
para completar la caracterizacion cuantitativa del epitelio.




1. INTRODUCCION

La fisiologia ha evolucionado enormemente desde el siglo an-
“terior al actual; tal evolucion resuita extremadamente compleja.
El nlimero de hechos conocidos y la multiplicidad de sus condi-
ciones hacen dificil comprender la Idgica de este desarrollo, - -
*empero existen descubrimientos cruciales, podriase decir para-
digmas, que marcan cambios indiscutibles en cuanto que modi-
fican la interpretacion de los hechos en muchos campos de la - -
investigacion, provocando una nueva comprensién de los fenéme
nos.

El avance de la fisiologia, particularmente la de los epitelios,
se ha visto también determinado por estos paradigmas; basten co
mo ejemplos los siguientes:

'En 1848 Dubois - Reymond detectd la existencia de potencia-
“les eléctricos a través de la piel de la rana, Valores tan altos
como 100 milivolts fueron reportados en sus experimentos.
Anos atrds, Luiggi Galvani habfa hecho observaciones semejan-
tes en los misculos de la pata de la rana y existian ya multiples
evidencias acerca de la actividad eléctrica en los seres vivos,

Los descubrimientos de Dubois-Reymond son los antecedentes
primeros de esta actividad en los epitelios y llamaron la atencion
por su posible relacién con caracteristicas especiales de los seres
vivos.

Hacia 1870 Calude Bernard explicé que las células de los ani-
males metazoicos estdn rodeadas por un liguido extracelular (milieu-
interieur), que debe mantenerse relativamente constante en su -

*A{in cuando esta complejidad es presente, hay que recalcar que
la metodologfa en fisiologia ha avanzado actualmente gramas al de
sarrollo de la Fisica Basica y su aplicacion.



composicion a fin de que el organismo funcione apropiadamente.

La interpretacion de Bernard permitié un acercamiento a la
comprensidn de las relaciones de intercambio que se establecen,
~por un lado, entre las células de un tejido y el medio interior
~que las rodea, y por otro lado, las interacciones de recambio de
agua y solutos entre los seres vivos y su medio ambiente; rela-
ciones que, hoy sabemos, estdn contm ladas por los mecanismos
~ homeostéticos del metabolismo salino y acuoso.

Si bien los enfoques novedosos en la investigacin son fruto
del esfuerzo de los estudiosos, su aparicién requiere de las con-
diciones adecuadas. Asi por ejemplo, en los afios posteriores a
las teorfas de Bernard, se generd una gran acumulacion y divul
gacién de conocimientos y técnicas que dieron libre camino a la
investigacién bioldgica. Métodos antiguamente reservados al do-
minio de la fisica fueron aplicados con gran exito en la Biologia.

En la mitad inicial del siglo XX se emplearon por vez prime~
ra los equipos electronicos para la determinacion de potenciales
eléctricos celulares; justo cuando se construian los primeros am
plificadores electronicos de valvulas, Adrian en 1925 hizo los -
primeros registros de sefales nerviosas, utilizande sistemas am-
plificadores electronicos. En los 40's se usaron moléculas mar-
cadas con radioistopos para descubrir los mecanismos del movi_
miento de sustancias en ios seres vivos y se comenzaron a apll
car las técnicas de microscopia electrénica para la dilucidacion
de 1a estructura celular. Ambas técnicas tenian solo unos cuan
tos afios de haber sido desarrolladas por los fisicos.

En 1949 Levi y Ussmg, valiéndose de sodio radiactivo (ZZNa)
determinaron por primera vez flujos unidireccionales y netos a
través del epitelio de la piel de la rana y llegaron a la conclu-.
sién de que existia un transporte neto de iones a través del epi-
telio, aiin en contra de gradientes electroquimicos. Este tipo de



transporte de sodio implica un acoplamiento directo o indirecto
a reacciones metabdlicas exergdnicas.

En 1951 Koefoed-Johnsen y Ussing emplearon un montaje -
experimental con inyeccién de corriente a través del epitelio de
la piel de la rana., La determinacién de la corriente de corto
circuito hizo posible la descripcion y tratamiento cuantitativos
de la translocacion de sodio y otros iones. Su metddo de estu_
dio, por la facilidad de implementacién y la cantidad de mforma
cién que arroja, fué generalizadé prontamente. ,

Estos trabajos partian de la consideracion de que el sistema
de estudio se comportaba como una caja negra, en la cual el
tejido era idealizado hasta considerarlo una barrera homogénea-
entre dos fases que contenian agua y solutos.

En 1958 Koefoed-Johnsen y Ussing hiciemn una interpreta-
cién unificadora de los datos anteriormente existentes, postulan
do un modelo de tres compartamentos por dos barreras (las mem
branas celulares) con asimetria de polarizacion eléctrica.

Este modelo explica, con la intervencién de bombeo activo,
no electrogénico de sodio y potasio, el transporte epitelial de so-
dio para la piel aislada de la rana, De nueva cuenta, las expe-
riencias de estos investigadores fueron cruciales en la interpre- -
tacién de los sistemas de transporte en epitelios.

En 1962 Curran y Mcintosh propusieron un nuevo modelo
de doble membrana que explicaba ahora el transporte de agua -
acoplado al movimiento de solutos. (Esta vez en el ileo del cone
jo).

En 1967 Diamond y Bossert, con apoyo en las técnicas de -
microscopia electronica postularon que el acoplamiento osmético
del flujo de agua a solutos tiene efectos sobre la morfologia de
Ios epitelios, en particular-en lo que toca a las dlmensmnes de



los espacios intercelulares.

Los estudios anteriores han llevado a una comprensién ma-
yor de las propiedades funcionales de los epitelios.

Después de estos experimentos que constituyen un anélisis
relativamente detallado del comportamiento de los epitelios puede
hacerse una sintesis, en varias caracteristicas generales, de Ia
forma en que hoy sabemos act(ian los epitelios.

1.- Uno de los puntos de mayor acuerdo es que los epitelios
son capaces de mover sustancias idnicas desde los espa-

cios luminales hacia las regmnes laterobasales o a 1a in
versa. . ) S

2.- Se sabe también que existen flujos de agua osméticamen
te acoplados al movimiento de las sales, aun en contra
de graduentes electmqmmmos

3.- AGran cantidad de datos sugieren que estos movimientos

son posibles por mecanismos de transporte activo, prin-
cipaimente de i6n sodio.

Esta enumeracion sintética puede resultar reduccionista si se
toma como el final de las investigaciones y se olvidan las particu_
laridades de cada tipo epitelial. Sin embargo, en la medida en
que aumentan las capacidades para la investigacién bioldgica (téc-
nicas y conceptuales), se esclarecen las ideas generales y aumen
ta la complejidad requerida para el tratamiento de los detalles. En
el caso de los modelos de transporte se vid la necesidad de expli-

car a profundidad los mecamsmos de transporte de sodio y agua.

La tesis de Ussmg y colaboradores tuvo su antntesns y se ad-
mite actualmente que el modelo Koefoed Johnsen'y Ussmg no



reproduce completamente los fendmenos que ocurren en la tota-
lidad de los epitelios. Dada la evidente diversidad y variabilidad
presente en las estructuras bioldgicas, era de esperarse que los
 modelos generales se vieran enfrentados a hechos que no po-
drian predecir sin las modificaciones correspondientes.

Hasta hace algunos afos, se crefa que los bajos potenciales
de epitelio y las bajas resistencias eléctricas registradas en el
‘plexo coroideo, €l ileo, el thbulo contorneade proximal del rifidn
de los mamiferos, la vesicula biliar y otros, se debfan a defi-
‘ciencias en el montaje de los preprados que cortocircuitaban las
fases acuosas, o a dafios durante la diseccion y manipulacién de
la estructura. EI propio Ussing en 1964, en el caso.de la piel
de la rana, o bien Diamond y Fromter en 1972 en el caso del i
bulo contornado proximal del rifion comprendieron que la per-
meacion pasiva de agua y solutos podia implicar rutas paracelula
res a nivel de las uniones estrechas que enlazan a las células
del epitelio, Por lo tanto, la resistencia a la difusion en esas
zonas seria de bajo valor en el caso de un transporte considera-
ble.

En la actualidad se ha comprendido que la presente diversi-
dad funcional corresponde a diferencias estructurales de impor-
tancia en la zonula ocludens que dan integridad al epitelio.

En los epitelios de baja resistencia eléctrica las regiones de
unién estrecha constituyen, al parecer, las rutas paracelulares

( Shunts) que permiten el paso de iones y agua. La diferencia-
cién de pasos paracelulares de importancia en ciertos epitelios,
y de menor consideracién en otros se refleja actualmente en
una clasificacion relativa de estas membranas en dos grandes
grupos. El primero, integrado por epitelios herméticos (Tight)-
como el dela.piel de la rana, en donde la resistencia eléctrica
de la ruta paracelular es elevada y el comportamlento se explica
segin el modelo cldsico de Koefoed-Johnsen y Ussing. EI se~
gundo grupo, integrado por epitelios laxos (leaky) en los cuales -




la resistencia eléctrica paracelular no es alta, como es el caso
de la vesicula biliar, y debe ser considerada cuando se postula
el circuito eléctrico equivalente del epitelio.

Un detalle mas:

El sodio contenido en las células epiteliales tiene una dis-
tribucion heterogénea, una gran parte estéd ligada alas protei-
nas de las células y otros constituyentes celulares y no parti-
cipa en el transporte. El sodio ubicado en un compartamento
hipotético, conocido como compartamento de transporte debe ser
considerado para ajustar correctamente los modelos tipo Ussing.
a los datos experimentales Estos compartamentos pueden ser
evaluados por varios métodos, entre los cuales estén los - histo-

q uimicos y cinéticos.

Con vias de comprender apropiadamente las relaciones evo-
lutivas delos tejidos epiteliales, se han determinado ios parame-
tros fisioldgicos correspondientes a los distintos grupos. Al mis
mo tiempo se hacen trabajos de microscopia como base para la
interpretacion fisioldgica.

Existen muchos epitelios que, por su dificultad de manejp y
diseccion han sido estudiados parcialmente, como es el caso de
los conductos eferentes, Para comprender a este epitelio, se hi-
cieron las investigaciones que se presentan en este trabajo y
pueden resultar de utilidad en el esclarecimiento de la funciona-

- lidad epitelial desde un punto comparativo.

La estructura de los conductos eferentes semeja grandemen-
te a la de los epitelios tipo tight; Su origen embrioldgico es el
mismo que el del resto del sistema de conduccién del aparato re-
productor masculino, es decir en estrecha relacion con las vias
urinarias, Ambos derivan-de las proximidades del borde superior



de la cavidad celdémica, en zonas vecinas al mediastino.

Es interesante hacer notar, que mientras el tlbulo renal -
proximal con caracteristicas funcionales generales parecidas a
- 1as de los ductos eferentes, es un tejido epitelial laxo, estos
Oltimos, seglin evidencias que se verdn mds adelante, son del
tipo epitelial hermético. Esto indicard que estructuras embrio-
I6gicamente afines poseen amplia diversidad estructural y fun-
cional, :

(,Cuéles son los mecanismos de evolucion biolégica que han
llevado a la diferenciacién y especializacién funcional de célu-
las que son afines desde el punto de vista del desarrolio del ser?

Es natural para los bidlogos tener presentes cuestiones de
este tipo pues el enfoque ewolucionista forma parte de la con-
cepclon actual de la Biologia, baste cntar la siguiente observa-
cién de John D. Bernal:

" as teorias mecanicistas derivadas de la época
newtoniana no pueden explicar satisfactoriamen
te el aspecto histérico fundamental de la Biolo~
gia. . En Fisica generalmente es suficiente saber
como funciona un sistema, Pero en Biologia
es igualmente importante saber como ha ilegado
a funcionar del modo en que lo hace. El drama
entero de la evolucién es un ejemplo de la pro-
duccion seriada de formas novedosas, surgidas
principalmente a causa de las contradicciones
inevitables existentes dentro de los organismos y
en las relaciones con su medio. ‘ambiente'.



11.1 Anatomia

11.1.1 Desarrollo embrionario.

Describiremos, por su mayor conocimiento, el desarrollo
de los conductos eferentes y de las ‘estructuras relacionadas con
elias en el embrion humano. la ontogenia de tales estructuras
es similar en la mayoria de los mamiferos, aunque existen lige-
ras diferencias entre grupos

Como mencionamos en la seccién anterior, el aparato ex-
cretor y el reproductor tienen su origen cerca del borde de la
cavidad celomica en zonas vecinas a las paredes del tronco fetal.
Las dos unidades funcionales, el tibulo renal y el tbulo semi-
nifero, se diferencian tempranamente, después de la séptima se-
mana del inicio del embarazo. Anteriormente, solo se halla una
evaginacion indiferenciada de la cavidad celdmica que es el ante-
cedente del mesonefros, presente en los anfibios adultos. En es
tos organismos, la porcidn cranial del aparato mesonéfrico se de
sarrolla como la via excretora del testiculo, mientras que la por
cién caudal contindia funcionando como un rifidn.

En los mamiferos, después de la séptima semana del desa
rrollo, el mesonefros se diferencia quedando la regién caudal en
la forma de metanefros y la regi6n basal se conduce a la forma-
cién del sistema conductor genital.

El mesonefros embrionario se integra por un conjunto de
tlbulos que forman las crestas urogenitales, las cuales corren
lateral y paralelamente al mesenterio. ‘

Cada tibulo mesonéfrico se pone en estrecho contacto con

10,



glomérulo vascular y se abre por el otro extremo en un excre-
torio, conocido como ducto mesonéfrico o Wolffiano. En la pa
red media de la cresta gonadal se ubica un primordio gonadal
y otros ductos longitudinales, los ductos paramesonéfricos o
Mullerianos. El primordio gonadal permanece indiferenciado
de la 5a. a la 7a. semana de embarazo después los cordones
sexuales se diferencian, en el caso del macho, hacia cordones
seminiferos que en su parte distal se interconectan para inte-
grar la rete testis que se ubica en estrecho contacto con los
tibulos mesonéfricos contenidos en 1a cresta urogenital. Hacia
el 3er. mes, la rete testis se fusiona con los tlbulos mesoné_
fricos vecinos y en el sexto mes, los cordones de la rete tes-
tis adquieren un limen que entra en continuidad con la luz
de los tlbulos mesonéfricos. Estos tlbulos mesonéfricos se -
convertirdn después en conductos eferentes.

Ya para entonces, el metanefros reemplaza compietamen
te al mesonefros en la funcion excretora y todos los thbulos
mesonéfricos que no se conectan con la rete testis sufren atro
fia. La porcién del ducto Wolffiano que se situa craniaimente
a la rete testis y se atrofia gradualmente, pero el resto persis-
te formando el epidfdimo.

'Es necesario indicar la importancia de la existencia de
las crestas gonadales. En ratas castradas su extirpacion impli_
ca la inhibicion del desarrollo de estas estructuras, cosa que
no sucede con los conductos genitales femeninos en ausencia
del ovario. los conductos Woiffianos cultivados "in vitro" solo
pueden diferenciarse cuando los testiculos fetales con cultiva-
dos en estrecha cercania. Los esteroides androgénicos que se
sintetizan en las células intersticiales del-testfculo, son, en-

- tre otros, agentes estimulantes de la diferenciacion .

11.



ctus Deferens Ductuli Eferenti

Caput epydidimis Testis

FIGURA # 1

Esquema general de la ubicacion de los conductos eferentes en
el aparato genital masculino de la Rata. Testiculo derecho. Las
capas de grasa que rodean a los conductos fueron retiradas

“(del vivo).

12.



FIGURA # 2

- - q// L/
B (C) |

(A) (B

Desarrollo inicial del sistema urogenital en el mamifero. A) Evagina-
cion inicial desde la cavidad celémica. B) Aparicién del glomérulo.

C) Diferenciacion de regiones proximal y distal. (Conducto Wolffiano)
tomado de Rommel 1978.

_‘_——-—_—4,\ FIGURA # 3

Tubo neural | / \
| | / @@ ¢ ~—Noto cordio
orta dorsal- ' . )
) e , ucto mesonéfrico
. Lﬂ ((},
diastino — .

Vista transversal esquemética de un embridon humano durante la
semana séptima de la gestacion* Modificado de Brandes, Male
Accessory sex organs. *Se observa la disposicién de los conductos
mesonéfricos.
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FIGURA # 4

Celoma

D.W. Plieque Mesentéridd o

Vista de proyeccion del tronco al tercer mes de evolucién del
embrion de cerdo, mostrando la d|$p05|c|on de los conductos
Wolfflananos (D. W ).



FIGURA # 5

Ilustracion esquematica de la evolucién ontélogica de los tejidos deri-
vados del aparato mesonéfrico. A) Al inicio del tercer mes. B) Des- -
pués del 4°mes. B.L. Vejiga; D.E. Ducto epididimico; E.D. Ductos
eferentes. M.T. TUbulos mesonéfricos; W.D. Conducto Wolffiano; T.

Testiculo; R.T. Rete Testis. S.C. Corddn Seminifero. ,
Se trata del embrién humano, tomado de Brandes, idem. Figura #2.




11.1.2 Histologia

1a luz de los conductos eferentes se delinea con una fi-.
na capa de tejido epitelial simple o pseudoestratificado. Existen
dos tipos celulares, ciliado y nociliado, en la misma proporcion
aproximadamente, Cada célula se apoya en una fina membrana
basal que es seguida por varias capas de tejido conectivo y algu-
nas fibras musculares.

Las células ciliadas son probablemente las responsables
de las propiedades de transporte. Dentro de cada una de eilas
se distinguen varias regiones; la region de citoplasma apical
con protusiones llamadas micro-vellosidades que aumentan va-

rias veces ia superficie de la membrana apical. Estas microvello

sidades colindan con invaginaciones o canaliculos sinuosos que
atraviesan el citoplasma apical. En esta region, el reticulo en-
dopldsmico, liso y rugoso es escaso, en comparacién con la
misma zona en otros epitelios del tracto seminal.

Las vesiculas de formas esféricas, cHoideas o elongadas,
son abundantes en esta zona mds que en cualquier otra de la
célula, las vacuolas son también abundantes. En la regidn
supranuclear se acrecienta ligeramente la cantidad de reticulo
endopldsmico y aparato de golgi, aunque solo en cisternas aisla-
das; se presentan mitocondrias. El citoplasma de la regién nu-

clear es pobre en vesiculas y posee cierta cantidad de reticuloen

dopldsmico rugoso. Lla region basal es abundante en mitocon-

drias. Con base en la estructura del citoplasma y la ocurrencia
de vacuolas y granulos supranucleares, se han hecho distincio
nes entre las células nociliadas. Para el humano, Morita dis-

tinguié tres tipos celulares (1966); Goyal y Hurkuda diferencian
hasta cinco tipos de células no ciliadas en los conductos eferen
tes del toro; Flickinger reporta células ciliadas con abundantes

0 escasas vacuolas en el caso del Hamster - (1978) y Jones'y
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Holt (1981) encuentran solo pequenas diferencias en la estruc-
tura de las celulas del Elefante :

Las células ciliadas . parecen tener una accién bésucamen
te de arrastre longitudinal de células y sustancias en el liqui~
~do seminal. Llas protusiones apicales pueden constituir cilios
verdaderos, como lo indica Flickinger, (1981) o bien solo este-
reo cilios (Brandes 1976). Los cilios verdaderos se concentran
(@ lo largo del tracto seminal) en e! tubulo del conducto eferen-
te. Desde los cuerpos basales de los cilios se extienden haces -
de filamentos hacia la base de la célula (Flickinger) Las vesi_

~culas y vacuolas tan prominentes en las células no ciliadas con
tadas veces se hallan en las células ciliadas, alin en la regién
apical, El citoplasma supranuclear contiene lizosomas y el de

la region nuclear alglin reticulo endopldsmico rugoso y aparato
de Golgi.

Existen evidencias de otros tipos celulares dentro de los
conductos eferentes, como son' las células secretoras reportadas
por Brandes, o bien las células ovales reportadas por Flickinger
y alin las células caliciformes; su presencia y morfologia depen
den del organismo estudiado y son pocos los elementos que se
tienen respecto a su actividad.

Existen entre las células de los conductos eferentes unio-
nes especializadas, ya sea entre células no ciliadas o bien entre
células ciliadas y no ciliadas o exclusivamente ciliadas. Estas

- uniones se localizan en una delgada reglon cerca del fumen.
las membranas de las células en estas regiones se aproxlman
mucho y pueden fusionarse. En algunos casos, abajo de estas
zonas de unién hay una region de apos;cuon de las membranas
y en algunas ocasiones.un desmosoma. :
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16.

Para determinar la naturaleza precisa de las uniones se
requieren métodos de criofractura. Valiéndose de esta técnica,
Suzuky y Nagano (1978), describieron las caracteristicas de es-
tas uniones para el caso de los conductos eferentes de la rata.
Segiin estos autores, circundando a la capa apical del citoplas-
ma entre las células no ciliadas se hallan uniones con hende-
dura en forma de cinturdn, (Belt-Like Gap Junctions). En ar-
ticulos posteriores, 1980) ellos estudiaron las uniones de fas
células de los conductos eferentes del cobayo, del ratén y del
humano. Siempre se reportaron en estos trabajos los datos so
bre las células no ciliadas. Las uniones estrechas se observa .
ron circunferencialmente presentando las ramas de unién un
arreglo paralelo entre si. Las uniones con hendedura en for-
ma de banda reportadas, eran abundantes. La zona luminal de
estas uniones aparece como un sustituto de las uniones estre-
chas. En las uniones entre células ciliadas y no ciliadas se
hallaron abundantes uniones estrechas mientras que disminufa
el nimero de uniones con hendedura. Entre las uniones cé-
lula ciliada vs célula ciliada , las uniones estrechas son menos
numerosas. De los estudios de Nagano puede decirse que las
uniones con hendalura a modo de cinturén, se presentan en
una cantidad de epitelios animales.

Los trabajos iniciales con microscopia de luz usando -
azul tripan y tinta china inyectados en la rete testis confirman
las capacidades absortivas de los epitelios de los conductos efe-
rentes y 1a porcion proximal del epididimo. Hay también ante-
cedentes de fijacion de tales colorantes a las membranas celu-
lar y flujo transcelular de los mlsmos sobre las regiones basa-
les de las celulas : :
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La absorcion de material luminal por pinocitosis con ayuda del
microscopio electrénico, fué reportada por Burgos y Montzori
en 1960.

En el caso del Hamster (Flickinger 1960), encontrd sus-
tancias del lumen en las grandes vacuolas de las células no
ciliadas presentes sobretodo en la region distal de los conductos.

Brands (1972) reportd una evidencia de actividad secreto-
ra en la region proximal aunque, la escaséz de reticulo endo
pldsmico rugoso no estd de acuerdo con tal suposicion.
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I1.2 Comportamiento Fisiologico

En esta seccion se explican brevemente algunas caracteris-
ticas de los conductos eferentes en relacion al transporte de aqua
y solutos a su través. Se explican también, ciertos metodos de
estudio empleados actualmente.

Se conocen con cierta precisién los cambios osméticos y

de algunos solutos en el liguido que circula, in vitro o in vivo,
a lo largo de los conductos eferentes. Otros datos, como la com-
partamentalizacion de iones, se hallan en etapas iniciales de estu
dio. Acerca de las propiedades eléctricas de éste eplteho no se ha
llaron reportes en la literaruta revisada.

‘Para explicar las metodologias de determinacion de pardme-
tros eléctricos se mecnionan los estudios y conocimientos sobre
epitelios estrechos; ya que hay ciertas evidencias, como son las
uniones intercelulares en hendedura a modo de banda (Nagano - -
1978), que son indicadoras de que el epitelio posiblemente posee -
una barrera al paso de sustancias de la fase mucosa a la serosa en
esa zona, por ende es de esperarse una alta resistencia eléctrica
paracelular. Se mencionan también las diferencias existentes con
respecto a los epitelios laxos y se describen los expenmentos recien
tes de compartamentalizacién de sodio.

11.2,1 Absorcidn de Aqua y Solutos

Las células ciliadas de los conductos eferentes contribuyen
al flujo de liquido seminal desde la rete testis, hacia el epididimo,
(Blake et al 1982). Las células principales o no ciliadas parecen
tener como funcion principal la absorcion.

El sistema de conductos tiene un érea seccional cinco veces
menor a nivel distal con respecto al proximal (Montorzi, Labiano -
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- Gréfica que muestra la perfusién de los ductos eferentes aislados del
Hamster con una solucién de sodio (160 meq./lt.), glucosa (1000 mg./
It.) y albtmina (0.6 mg./ml.). El fluido fue perfundido de la rete tes
tis hacia el epididimo. El fluido colectado contenia sodio (35 meq./It.)
glucosa (600 mg/lt.) y albGmina (1.2 mg/lt.). El experimento muestra
que los ductos eferentes son capaces de absorver agua, sodio y peque-
fias moléculas como glucosa. Tienen una baja capacidad para absorver
el agua, incrementa su concentracion. El didmetro total del lado pro-
ximal de los conductos eferentes es de 600 m, mientrds que el lado
distal posee un didmetro de 150 m. (Tomado:de: Brandes ) =~
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del testiculo: Rete testis, conductos eferentes, epididimo con
~ ductos deferentes y suero en la rata.

Datos pubiicados en la mgu:ente referencia.

Es notable la absorcién de sodio y agua en |a reg|6n corres- -
pondiente a conductos eferentes




1970). los datos estructurales anteriores confirman las eviden-
cias fisioldgicas:

1.-

Crabo (1955) en carnero y toro, reportd un cambio
del 90% en volumen de fluido presente a nivel -de la
rete testis y a nivel de la cabeza del epididimo; Le-
vine y Mash llegaron en 1971 a una conclusién simi
lar en las ratas.

Estudios sobre la velocidad del flufdo en estudios de
perfusién in vitro, confirman que estos epitelios
son capaces de absorver una parte de la fase acuosa.

~Montorzi y labiano (1970) perfundiendo los conduc-

tos eferentes con una solucién de Ringer que conte-
nia 160mM de SOle 5.5mM de glucosa y albumina
marcada con 131], encontraron un cambio en las -

" concentraciones de estas sustancias al final de su

paso por los conductos eferentes. (Ver figura 6).
La concentracién de alblimina se incrementd, mien-
tras que las concentraciones de sodio y glucosa ha-
bian disminuido (la albiimina no es metabolizable en
su transito por la estructura).

Recientemente, Lechene en colaboracién con Jenkins

'y Howards (1982), han usado los métodos de micro-
andlisis por haz electrénico, para determinar los cam

bios de las concentraciones de sodio, cloro, y otros
jones monoatdmicos de bajo nimero atémico, entre

~las regiones proximal y distal de los conductos, -en-
- contrando una mucho mayor absorcion de cloro (92%)
que de sodio (26%) en fos conductos eferentes.

19.



FIGURA #9

(GJ) Unidn
intercelular

(MV) Micro-
«—vellosidades

embrana
basal (MB)

Camino Camino
celular Extracelular

Membrana
Basolateral

Esquema de la organizacion del epitelio de los ductos eferentes
de rata indicando posibles rutas de permeacién, M.V. microve-
‘Hosidades; G.J. Gap Junction; M.B. Membrana basal E.L. es-
pacio laterobasal extracelular



Son variados los mecanismos que pueden ‘explicar los mo-
vimientos de agua y pequefios solutos en el caso de los conductos
eferentes. El transporte activo de sodio y cloro en sentido lumi-
-nal-basal, puede producir los flujos acoplados de agua ya sea di-
rectamente, es decir que el i6n arrastra al agua contenida dentro
de su radio de hidratacion, o indirectamente por los cambios os-

méticos producidos entre las fases acuosas serosa y mucosa.
QOgilve, Mc, Intosh y Curran (1969) mostraron que era po-

sible explicar la presencia de un flujo pasivo de agua en contra

de diferencias de presion osmdtica, si existian diferencias de pre

sion hidrostdtica. Es posible que esto suceda en sistemas vivos

y que estructuras tales como la piel de rana, la mucosa intesti-

nal y los propios conductos eferentes, presenten estos mecanismos.

11.2.2 Mediciones Eléctricas

Ussing en 1951, logré medir los movimientos Na* y CI
en el epitelio de la piel de la rana, gracias a la determinacion
de la corriente de corto circuito (1.S.C.). Tal corriente, es la
necesaria para bajar hasta cerc el potencial del epitelio y es in-
yectada con diversos métodos. E! primero fué una fuente inyec-
tfora-de corriente directa, se usaron generadores de pulsos de
~distinta frecuencia y duracién, o bien sistemas de fijacion (Clamp)
de voltaje. la construccidn de gréficas de intensidad de corrien-
te inyectada contra voltaje de epitelio, ademds de indicar la co-
rriente de corto circuito, permitieron conocer la resistividad y por
ende 1a conductividad del epitelio.

Ussing determind que la corriente de corto circuito equi-
valia a los flujos netos de sodio y cloro a través del epitelio.
I {s.c.) = Flujo neto de Na* + flujo neto de CI~
1 (s.c.) = M+Na + M Ci-



FIGURA #10

Esquema del montaje experimental utilizado para medir el potencial
eléctrico y las curvas : Intensidad de corriente vs voltaje, a través
del epitelio de la piel de rana. Cl y C2 Camaras que contienen so
luciéon de Ringer a cada lado de la piel; V. electrodos de plata clo-
ruro de plata, a cada lado de la piel conectados a un voltimetro (T)
utilizado para medir los potenciales del epitelio, los electrodos de in
~ yeccién (1) de corriente se enlazan con puentes de agar KCl y se
conectan a un (G) generador que estd en serie con un ampérimetro.
(A) En el recuadro se ilustran las capas que forman Ia piel de la ra-
na, una capa externa o cérnea (S.c.) una capa germinativa (s.g.) vy

una capa interna, el corion (C). Modificado de H.H. Ussing y K. Zhe-
ran. 1951.
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Modelo que explica el movimiento de sodio a través de la piel
de rana. Los aspectos de este modelo se especifican en el
texto. A) Modificado de Koefoed - Johnsen y Ussing, 1958.
B) Modelo eléctrico propuesto por Ussing y Sheran en 1958,
1.- RNaF, resistencia de membrana al paso de Na; RK, Re-
sistencia al paso de potasio; VK y VN, potenciales de equili-
brio electroquimico para el potasio y el sodio respectivamente;
segin las concentraciones presentes de ambos iones,
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Gréfica de intensidad de corriente vs volta»je de epitelio en -

~las condiciones de la figura #10.




- Ussing y Sheran (1951) reportaron- que el influjo de sodio

era ligeramente mayor que el calculado segiin los valores de co-

rriente de corto circuito; en tal caso, debe existir un eflujo de
sodio, El valor de la fuerza electromotriz del epitelio (F.E.M), -
correspondea la. energia potencial quimica, empleada para soste-
ner tales flujos. No habiendo diferencias de potencial quimico
ni de presion hidrostdtica entre las dos camaras que contenian

al eplteho esta energia que producua los flujos deberia tener un
origen metabélico,

Ussing encontrd que la relacion de flujos unidirecciona-

les de sodio, a presuones hldrostétlcas iguales, podrla calcular- .
se segun la ecuacion:

(Na+) v -7 (A V)
M+|N ) Cl RT—
M out (Na+) Co

En el caso de transporte de sodio por causas activas, la
ecuacion es:

Vv
RNat = |S'§12_ = ,Q [M in (Na*) / M*out (Na B

M+
En cada caso:
AV = Fuerza electromotriz del epitelio.(mV)

Co = Concentracion de sodio en la solucidn mucosa (mMJ 1
Cl = Concentracion de sodio en la solucion serosa (mM _§ )
< = 2.718. ' I
R = Constante de los gases 8.02 (Joules mol” 1 0" )
Z = +1
T = Temperatura en escalas absolutas €K)
Z = Constante de Faraday 96480 (coul mol ~1)
- M+= Flujo neto de sodio 1
M*out(Na) = Flujo unidireccional de sodio hacfa la mucosa (mMcm seg )

21,
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~MFin(Na) = Flup unidireccional de sodio hacia_la serosa(mMcm 1seg 1)

I.s.c. = Corriente de corto circuito (/u.A cm 2)

VNa+ = Voltaje de equilibrio electroquimico (serosa - mucosa)(m. V. )
RNa* = Resistencia de membrana (serosa-mucosa)(x,n_\

En la préc‘uca si se miden los flujos, con ayuda de trazado-
~ res radioactivos, y la relacién de flujos no corresponde a lo predi-
cho por la primera ecuacion, es de esperarse el cumplimiento de la
segunda ecuacion y puede postularse un posible sistema activo de -
transporte,

En este _modelo«dé" membi’anas que sepavran a tres comparta-
mentos diferentes, Ussing planteaba los siguientes postulados:

A) La piel de la rana debe su propiedad de transportar io-
nes a la capacidad de la capa basal de células epiteliales.
Las otras capas no intervienen por estar en proceso de
degeneracion.

'B) La membrana externa de dichas células tiene las propie
dades de un electrodo sensible al sodio y es casi imper-
meable al potasio. No hay transporte activo de sodio
en esa zona. ’

C) La pared basolateral del epitelio actiia como un electrodo
sensible al potasio y no permlte la dlfusmn pasiva de
sodio.

D) El sodio difundird de la cara externa (luminal) al inte-
rior celular per gradiente de concentracion.

B E paso de sodio desde el interior celular a la solucion, -



interna donde la concentracién es mayor, requiere
de un mecanismo de transporte activo que opera a
‘nivel basolateral.

F) Se supone que el potasio entra a la célula por un
mecanismo de transporte activo y difunde de la célu-
la a la solucién externa por un gradiente de concen
tracion.

Experimentos posteriores a los de Ussing en las capas
del epitelio de piel de rana (Cereijido 1960), llevaron a la de-.
terminacién del potencial celular de capas no basales.

Ussing y Windhager (1964) llegaron a la conclusion de
que las propiedades pasivas de transporte de agua y solutos es-
tdn determinados por la magnitud de la resistencia paralela a
la via transcelular. Con la finalidad de medir la magnitud de
esa resistencia derivada, se hicieron dos tipos de experimentos:

Uno de ellos, se baso en la suposicion de que la bomba
activa no puede conducir sodio en sentido contrario, y que el
sodio que regresa lo hace por la via paracelular, Por o tanto,
las resistencias paracelulares pueden determinarse por diferen-
cia a partir de los flujos pasivos bajo condiciones en que: el
flujo de regreso es despreciable (voltaje del epitelio fijado més
alla del voltaje de equilibrio electroquimico para el sodio). Ba-
jo tales condiciones, los flujos salientes eran notablemente ba-
jos. ~

En el otro experimento se supuso que una solucién ex-
terna libre de sodio produce un dificil paso transcelular de es-
te i6n, hacia el interior y que la resistencia transcelular es



alta (0o0) en comparacion con la resistencia paracelular. Lla re-
sistencia paracelular serfa en estas condiciones, préacticamente
igual a la resistencia membranal total. Los experimentos mostra

ron que la resistencia paracelular es muy alta en el epitelio de
la piel de rana.

Shultz (1972) encontrd que las derivaciones paracelulares
eran de mayor importancia, por su bajo valor, en epitelios como
el lleo de conejo. Usando microelectrodos, él encontrd los pa-
sos de cambio de voltaje de cada cara de la célula epitelial. Cors
truyd asi los perfiles de potencial, como los que se muestran
en la figura #12. En la piel de rana, la F.E.M. del epitelio re-
sulta de la suma de dos gradientes de voltaje (Mucoso/seroso) en
el mismo sentido. En el ileo del conejo, 1a suma de voltajes -
(mucoso-seroso), es en sentido contrario, lo que hace que la
F.E.M. del epitelio sea pequefia, la resistencia paracelular baja
actlla como un cortocircuito para la fem total, A partir de esos
datos se postuld un modelo con resistencia paracelular baja para
el ileo del conejo. En la piel de la rana, la resistencia parace-
lular alta en comparacién con las resistencias luminal y latero-
basal, da por resultado que la suma de voltajes de estas dos mem
branas sea igual a la diferencia de potencial total. La baja re-
sistencia paracelular actiia como un rectificador de voltajes dando
por resultado un bajo voltaje transepitelial, la rectificacién provie
ne de que la curva V-| tieQ}a ( ) la forma:

V=V

de no existir una relacién lineal voltaje-corriente.
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El estudio de Sheran es consistente con los trabajos de
Cereijido (1965) y de Richardson,

Este Gltimo dedujo las ecuaciones de las curvas 1 'vs V
para sistemas epiteliales de 2, 3 6 4 membranas, partiendo de
las ecuaciones de flujo de la termodindmica de procesos irrever
sibles. Estas ecuaciones indican que las bimembranas rectifi-
can en una direccion, mientras que las membranas triples o
cuddruples pueden rectificar dos veces. El andlisis tedrico que
llevé a la relacion V vs I se bas6 en la suposicion de membra-
nas altamente cargadas y se encontré que los iones no permean
tes juegan un papel significativo en la desviacién del potencial
de reposo, respecto al predicho por la ecuacion de Nernst. la
direccion de la rectificacion, mds que por las concentraciones
en las soluciones es una caracteristica que surge de las asime-
trias de cargas fijas de las membranas.

En la investigacion sobre epitelios es conveniente anali-
zar los cambios de la impedancia epitelial en funcién de la fre-
cuencia y duracion de los pulsos de corriente administrados.
Un andlisis detallado de los *Loci" de impedancia es convenien-
te para recabar datos detallados acerca de la capacidad eléctrica
del epitelio y sus propiedades generales de cable., Ademds, ha-
ciendo célculos tedricos de los valores de impedancia en epite-
lios cuyos pardmetros son conocidos, es posible plantear hipd-
tesis acerca del comportamiento de las membranas en diversas
condiciones. '

Se han estudiado también los mecanismos de accion de
diversas sustancias que modifican los pardmetros eléctricos
de los epitelios, Ovabaina, D.N.P., Amiloride, etc. Cada una
de estas sustancias puede actuar inhibiendo ya sea los transpor
tes pasivos (amiloride) o activos (ovabaina y D.N.P.).



figura 13
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Representacién esquematica de los perfiies de potencial eléctrico, ha-

|lados con microelectrodos..

A). A través de un epitelio de alta resistencia como la piel de rana.
B). A través del epitelio de baja resistencia del ileo del conejo. Los
electrodos de referencia se colocaron en la superficie interna de la

piel y en el lado seroso del ileo.
El eje x representa la direccién interior y exterior (serosa —2 mucosa).

Los subindices C, M.y 5., representan respectivamente, celular mu-
coso y seroso. V es la fuerza electromotriz operando a través de las
membranas mucosa y serosa. (Tomado de Brandes).
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MODELO HERMETICO : MODELO LAXO.

Modelos eléctricos de los dos tipos principales de epitelios.
A). Modelo del epitelio Tight o hermético.
B). Modelo de! epitelio Leakey o Laxo.

R1 y R2 son las resistencias luminal y basolateral respectivamente. R2y R4
son las resistencias derivadas a través de-ias membranas respectivas. R.5 es
la resistencia derivada extracelular. El comportamiento de este circuito se
describe como sique:

vmc = (R, B + R5) VmA - R.AVs BI/ R total
Vms = R5 (V5 B + VmA) / R total

Donde: A = Ro/Ry+ Rp y B.= R4 /R3 + R4

R total = R.B.+ R3 A + R5

Para interpretacién, ver texto.

EM <> Ri1.

. 2
s

P

C
f =

SEROSA



11.2.3 La distribucién de Sodio

El planteamiento de Koefed-Johnsen y Ussing indica, a
manera de corolario, que existe relacion estrecha entre los -
transportes tanto paracelular como transcelular y la concentra
- cion de sodio en las distintas partes del epitelio. Se define
al compartamento de sodio de transporte a aquella cantidad de
sodio que ha entrado a las células transportadoras y que es ac
cesible a la extrusién activa desde la célula hacfa el medio se-
roso. Existen numerosas evidencias de que en los epitelios so
lo una pequeiia parte del sodio total intracelular puede hallar-
se Ilbre (idnico) en un compartamento de transporte.

El sodio se encuentra compartamentalizado en tantas -
unidades como tipos celulares lo intercambien; tantas regio-
nes celulares lo retengan; o se combine con especies quimicas
distintas; de aqui la necesidad de hacer andlisis multicomparta-
mental. La heterogeneidad funcional presente es la causa de
esta obligatoria diferenciacion en el momento de considerar las
actividades efectivas de sodio en los modelos. Para intentar
conocer el nimero y cinética de los compartamentos fisiologi-
cos de sodio y otros iones, se utilizan generalmente dos méto_
dos:

1). Directos:
A) Andlisis quumuco que nos da a conocer el contenido
promedio de sodio en una estructura particular.

B) Determinacidn de sitios de acumulacién y barreras
- al paso de sustancias por métodos hlStOCIUImICOS
cuantitativos.

C) Potenciales de membrana y electrodos sensibles.

26.



1) Indirectos:
Como son los andlisis de las cinéticas de:

A) Incorporacion de sustancias.
B) Lavado de sustancias.
C) Cambios en voliimen.

Las sustanc;as pueden ser compuestos detectables por méto-
dos quimicos 6 sustituidas por radioistopos.

Es posible estudiar la conducta de los sistemas simulados
por uno o varios compartamentos midiendo el aumento en la con

centracién de sustancia en cada compartamento, o bien, la dis-

minucion de su concentracion en el tiempo. La velocidad con
que se incorpora o lava un soluto nos informa de detalies acerca
de la barrera que separa un compartamento de otro. Se puede
estudiar la cinética de penetracion o salida de sustancia en fun-
cion de la concentracion, temperatura. Se pueden agregar sus-
tancias estimuladoras e inhibidoras del lado basal o luminal e ir
conociendo con ellas las caracteristicas de las barreras compar-
tamentales (Amiloride, v.gr.). Una simplificacion primaria util
es suponer que en cada compartamento la distribucién de sus-
tancia es homogénea.

En las técnicas de incorporacion y lavado, generalmente
se emplean radio isbtopos. Su uso supone condiciones especia-
les al trazador, las principales son:

‘1). El sistema no discrimina entre sustancias radioacti-
vas'y no radiactivas; ambas tienen igual posibilidad de fluir a
través de la barrera.

21.



2). El trazador, agregado en pequefias cantidades, pueda
sequirse con facilidad,

3). Los nucleidos resultantes de degradacién ‘radioactiva
no deben ser txicos, etc. :

En 1981, Labiano y Alucema, “hicieron experimentos de la:
‘vado de sodio 22 (22Na) en los conductos eferentes de la rata,
Ellos incubaron los tejidos en cuestién, en una solucion de --
Krebs que contenia sodio 22 durante una hora, (se supuso in-
corporacion a saturacién). Acto sequido, se les colocé en una
solucién de Krebs sin sodio radioactivo siempre a 36.5° y con
oxigenacion que perfundia con una velocidad de mil/min. y se
tomaron muestras del tejido a tiempos regulares. Si la {inica
causa de flujo era un gradiente de actividad especifica de sodio
22, el proceso sequirfa una cinética de primer orden, (tipo Fick).

Si las causas de flujo eran varios gradientes de actividad especi

fica, correspondientes a cada compartamento, el proceso impli-
caria una cinética compuesta de varias velocidades de salida de
sodio 22.-

Una vez obtenidos los datos, se construyd una gréfica de

actividad especifica contra tiempo. (Figura #14). En esta, se
encontraron cuatro cinéticas de primer orden que contribuian
a la cinética general de lavado de sodio en los conductos eferen
tes. Estos experimentos permiten asequrar que existen por lo
menos 4 compartamentos de sodio en los conductos eferentes,
Este es el nlimero minimo, ya que algunos compartamentos cu-
ya cinética sea la misma o cuyas barreras se localizen en se-
rie pueden quedar ocultos unos con otros.
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FIGURA # 15

~ Actividad

» ¢“Na

: 3
17 b

o'k

LUGAR ] T14 [eSTRUCTURA
{min)

1 | x 151 [Citoptasma

210 7 |Bomba

3| x 4 |Intercetutar

4 o 1 lExtracelular

Experimentos de incorporacién y lavado de sodio 22 (zzNa) a través
de los conductos eferentes. la grafica muestra las cinéticas de al
menos 4 compattamentos donde se incorpora el sodio para ser pos-
teriormente lavado. Los tlibulos se mantuvieron con la luz abierta
y se normalizaron los datos por mg. de peso humedo de conducto.
En la tabla se indican los parametros de cada compartamento y en :
el recuadro se indican las posibles ubicaciones fisicas de los mismos.

’ N &" . .
v A ~ X x
1Y .\ L3 x X 2
A \ . L - v x
1’03 - \‘ \\\ fd 2 X
\
q\ X \\ o ‘ .
\ AN \@ o Estos experimentos constituyen un antece-
g - \ A \ dente de los datos de ubicacion del compar-
1o rF NOXoR tamento de sodio para transporte.
. S : | ~
\\ \.\
\ . -
Y (minutos) - Tempo
X N - c
1l 3 1 1 L 1 i N B 1 =
‘ 10 20 30 40 50 60 70 8Q



29.

ill. METODOS

Ratas Wistar, macho de 3 meses de edad y peso variable
entre 170-280 grs., eran sacrificadas por dislocacion de la co-
lumna vertebral, |nmediatamente se disecan los testiculos y
vias anexas en una solucién de Ringer: 119mM de Na ClI,
omM KC1, 2.5mM CaCly, 1mM Mg Cly, 2.5mM, NaHCO3, y

0.5'mM Na Hz P04, .5mM CgH120; y oxigenacién constante
a 371°C +, 0.5°C, Prosse. 1976.

Se procede luego a la direccion de los conductos en un
tiempo no mayor de 15 minutos, procurando retitrar todo el te-
jido graso adyacente. Los conductos asi preparados se mane-
Jan de distinta forma segin el experimento era de determina-
cién del espacio de inulina o bien de determinacion del voltaje
del epitelio.

Para la medicion del potencial del epitelio se prepard
una trampa doble de silicona que separaba 3 compartamentos
como se indica en |a figura No.15. Los conductos eferentes di~ -
secados se colocaban entre los tres compartamentos. En todo
momento, las cdmaras contenian solucion de Ringer en las
condiciones indicadas. Cada compartamento tenia un volimen
de dos c.c., y no existia un gradiente hidrdulico entre ellos.

El voltaje transepitelial era medido entre el compartamen
to central de la trampa y cualquiera de los compartamentos la-
terales con ayuda de dos electrodos de Ag-AgCl, con puentes
de agar KCI 3M, que eran colocados aproximadamente a lcm.,
del preparado. - Las determinaciones del voltaje se hacian con
el electrodo positivo colocado en el compartamento central, ‘l
cual era una extensién de la regién serosa de los conductos
eferentes.



FIGURA: 16

s s.
I.E.%;

Esquema Pl‘énta y Viéta lateral de la doble trampa de silicona usada para.
el registro del potencial de epitelio de los conductos eferentes,
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FIGURA: 17

Dispositivo experimental para ia determinacién del potencial de un td-
bulo eferente. Ci: Compartamento prologancién de la luz tubular; C2:
Compartamento de flujo de sacarosa; C3: Compartamento de prolonga-
cién de serosa; E.: Electrodos de registro; A.: Amplificador; 0.C.C.:
osciloscopio; P.: Micropinza; S.S.: Sellos de silicon. Puentes de
agar-KCl. M.: Multimetro para determinacién de resistencias de la
trampa; M.P .Micropinza; T. Tubuloeferente.



Los electrodos estaban conectados por cortos cables blin-
dados a un amplificador Grass, modelo P.18 y este a su vez
conectado a un osciloscopio Hewlett Packard.

En virtud de que las capas de tejido conectivo que rodean
los conductos eferentes permitian la difusién de agua y sales
entre el compartamento central y los compartamentos laterales,
los valores de voltaje registrados con esta trampa fueron bajos.
Se decidi6 sustituir la doble trampa de sacarosa por una tram-
pa mixta de silicona-sacarosa. El disefio de esta trampa se - -
muestra en la figura #16. En esta trampa, el compartamento
central de Imm de ancho, servia para perfundir una solucion
de sacarosa 300 miliosmol pH7.2 y resistividad nunca menor
de 500 K.\, :

Las dimensiones de los compartamentos laterales fueron
de 1c.c. En la trampa se colocaba 1 de los conductos eferentes

30.

de la rata disecada y se aislaban los tres compartamentos (Ringer-

sacarosa-Ringer) por sellos de silicona.

La luz del extremo proximal de los conductos era oblite-

rada con ayuda de una micropinza cuyos bordes habian sido re-

cubiertos por parafina, y que sellaban al conducto al tocar la
pinza con una fina aquja caliente,

La investigacion acerca de las cinéticas de lavado de los
compartamentos de captacion inespecifica de sustancias, se uti-
lizé la técnica de InulinaJ4C. Esta técnica consistia en oblite
rar los conductos eferentes por sus dos extremos, distal y pro-

ximal con un hilo de nylon, cuyo peso hiimedo habia sido de-
~ terminado previamente. Una vez obliterados, varios conductos
eran colocados en una cdmara con Ringer (condiciones antes
mencionadas}. Después de 1 hora en la camara de estabiliza-
cion, los conductos eran transferidos a ‘una ‘cdmara de - -
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incubacién que contenia ringer con Inulina 14¢ con una acti- .
vidad de alrede dor de 0.64 s C¢/ml.

En esta cdmara los tejidos permanecian incubdndose du-
rante una hora, tiempo suficiente para incorporar inulina a
equilibrio en el medio extracelular. Después. los paquetes de -
conductos eran pesados secando cuidadosamente el exceso de
Ifquido de incubacion y se trasiadaban a cdmaras de lavado don
de restaban tiempos variables. 1a solucién de lavado de las
cémaras (de 2c.c. de volimen) eran sustituidas paulatinamente
con una velocidad de recambio de 3 minutos. Cada 1.5, 26 3
~minutos un par de paquetes de conductos eferentes era separa-
do, secado y colocado en una solucion de Cocktail de centellea-
dor liquido dentro de viales convencionales (5ml. de cocktail).
Los trazos de tejido permanecian en digestion durante dos ho-
ras tras de las cuales se hacian las determinaciones de activi-
dad relativa, en cuentas por minuto, en un contador de cente
lleo liquido nuclear Chicago. Se hicieron también determina-
ciones control de la actividad de los hilos de control; incubados
y lavados de igual modo que los conductos eferentes. Se de-
terminaron también las actividades de! bafio en cada tiempo re-
“querido. Estos datos fueron descontados de la actividad del pre
parado de conductos eferentes.

Como la digestion en el cocktail de centelleo de los con-
ductos eferentes era total después de dos horas, no se hicieron
las correcciones por auto absorcién. La radiacién de fondo y de
los bafios se descontaba autométicamente por el sistema de ca-
‘nal de guarda del equipo. -

los datos de actividad de cada conducto fueron normaliza-
“dos a 1a unidad de peso de conductos eferentes, dentro de cada



experimento; y hechos relativos a la actividad mdxima entre dis-
tintos experimentos.
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FIGURA # 18

-------- PROTOCOLO EXPERIMENTAL ~ =-------

DISECCION.

ESTABILIZACION ( X 15 MIN.) RINGER

INCUBACION ( X 60 MIN.) RINGER - c-inuLine

©,
/o(//»@
: : AN
LAVADO LAVADO |
~ SECADO SECADO ALICUOTA &n.
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J |
&"SOLUBILIZACION(EN LIQUIDO CEI\iTELLEO)
LECTURA 'LECTURA LECTURA

+JAc_INULIN - AMERSHAM 7.2 K. Bq./ml (.2 ci/ml.)

Diagrama de prorc‘edimientos sequidos durante la técnica de determina- -

cién de zonas de captacion inespecifica con Inulina carbono 14,



IV. RESULTADOS

La determinacion de los voltajes epiteliales con las. técni-
cas antes mencionadas arrojo los datos de voltaje de epitelio de
aproximadamente 36.25mV. (errof estdndar de la media 3.52; el
rango de valores se encontrd entre 25y 50mV., en 8 experi-
mentos). Llos valores de voltaje disminufan cuando la velocidad
de perfusion era menor de Iml./min. y permanecian constan-
tes a alto régimen (3ml./min.). Los valores de resistencia de
la preparacion se hallaban entre 300 y 500 K€L . Existe fuer-
te relacion entre el potencial, la resistencia medida y la veloci-
dad de perfusidn. Para velocidades de perfusién mayores de:
3mi./min., los pardmetros de voltaje y resistencia eran indepen
dientes de la velocidad.

La estimacién de la resistencia especifica se hizo consi-
derando el tibulo como ur& cilindro de 3mm. de largo y 0. 1mm.
de didmetro (A= 0.09 cm®).

Para un valor de resistencia promedio de 370 KL , el
valor calculado de la resistividad es de 33 kSw cme.

Los resultados de las curvas de favado de Inulina -14 C,
corresponden a la existencia de por lo menos dos compartamen
tos. Llos pardmetros de estos dos compartamentos son: Com-
partamento répido con un tiempo medio de 2.25 minutos; Com-
partamento répido con un tiempo medio de 13.5 minutos.
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FIGURA # 19:

Gréfica de lavado de inulina c. se grafica el de la
actividad especifica (CPM) vs tiempo en minutos, los datos:
indican claramente la cinética de dos compartamentos.

En el recuadro se indican los valores de los parametros de |
dos compartamentos.
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de voltaje epitelial obtenidos con la trampa
de silicona-sacarosa permiten confirmar la inclusion de este
epitelio dentro de la clasificacion hermética, el tipo de la piel de
rana. los resultados medidos y estimados de la resistencia y re
‘sistividad especuflca también confirman esta clasificacion, atn-
que es preciso estimar el valor de la resistencia en serie produ-
cida por la zona de difusién restringida que se encuentra en la
luz del epitelio. '

Este trabajo es consistente con los trabajos de Labiano y
Montorzi (1970) quienes postulan una via de paso, principalmen
te transcelular a la difusién y transporte de sodio en los con-
ductos eferentes.

Como se menciond en la introduccién el epitelio de los
ductos eferentes, produce absorcién de agua y solutos de la luz
hacia el interior, los resultados aqui indicados sugieren que la
via de paso de iones posiblemente transcelular y por transporte
- activo, como lo evidencia el potencial registrado, en un articulo
aparecido recientemente (English y Dym 1982), con trazadores
y diversas sustancias la difusion de moléculas pequefias simple
o facilitada sedi6 abundantemente, mientrds que las moléculas

de alto peso molecular no difundian o lo hacian en cantidades
minimas.

Ademds del transporte activo de iones Na se han pustula
do sistemas de transporte activo de Cl (Lechene 1982). Este mis
- mo autor no encontrd absorcién considerable de Na.
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Considerando los grados de absorcién de Na (Labiano) y de

cloro (Lechene), se puede calcular un cambio de osmolaridad en_
tre serosa y mucosa de 130mM de sodio y 140mM de cloro lo que
induce una absorcién neta de H20 de 120mOS., la cual es con-
sistente con fo reportado por Johnson y Howard. Esta es una
posible explicacion por bombeo activo, tanto de Na, como de ClI
al flujp aito del agua, casi un 90% en el conducto eferente.

Alinque la descripcién de Koefoed- Johnsen y Ussing suge-

ria que el sodio entra primeramente al interior de la célula des-
de el lumen y es subsecuentemente transportado del interior ce_
fular a la solucién serosa por un proceso de transporte activo a
nivel de la membrana basolateral. El mecanismo exacto de la
regulacién de la velocidad de. transporte tiene aspectos ain por
aclararse. Se sabe que ciertas sustancias, como el amiloride,
la ovabaina y las hormonas, como la aldosterona, afectan el --
transporte.

Una de las dificultades radica en el desconocimiento de -
las actividades idnicas en las varias condiciones de transporte.

Para la determinaciénde los compartamentos de captacién

inespecifica de sustancias se utilizd la técnica de inulina-14C.
La inulina es un polifructésido de alto peso molecular que no
es absorbido ni metabolizado por los conductos eferentes (Leche
ne 1982), pero que puede ocupar los espacios extracelulares co
rrespondientes; a luz del tibulo, tejido conectivo y espacios
intercelulares. Si se ha embebido a un tejido en inulinal4c
se puede lavar el tejido y determinar su actividad a diferentes
tiempos con ayuda del contador de centelleo liquido. -
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Esto nos permite conocer la cinética de pérdida de compar-
tamentos inespecificos del espacio extracelular del epitelio y el
tamafio relativo de este respecto al total.

En cuanto a la interpretacion de los resultados es factlble
que el compartamento mds répido de inulina corresponda al
menos parcialmente, al compartamento 3 (zonas de transporte pos
tulado por Labiano en 1980). Para afirmar esto con mayor cer-
teza, se requieren los datos de actividades i6nicas por métodos
dlrectos :

“Los problemas técnicos que se hicieron presentes duran-
te estos experimentos implican la modificacién de las técnicas
ola lmplementacmn de nuevas metodologias, tales problemas se
discuten aqui someramente.

Los preparados de un solo tUbulo eferente para la deter-
minacion de voltajes celulares exigian una manipulacién cuida-
dosa, haciendo que el 50% de los tlbulos tuvieran que desechar
se, prmc:palmente por el dafio producido al obstruir su luz
con la micropinza, Posiblemente pueda evitarse el uso de la
micropinza, usando el sistema de sellado con silicona o hilo
dental. AQn mejor, seria el uso de una doble trampa de saca
rosa. Otra solucion mds sostificada consiste en el uso de mi
croelectrodos. Otro problema presente fué el de la incorrecta
regulacién del flujo de sacarosa, q ue contribufa a la corta du-
racién del preparado, esto puede corregirse de modo simple re
disenando la cdmara de tal modo que tanto la salida como la -
entrada de sacarosa sean controladas por cambios de presién hi
drostética, . '

Dada la accesibilidad del sistema de trampa de sacarosa, - - -

SU USO- s recomendable en experimentos que’ reqmeren




condiciones més rigurosas, siempre y cuando se considere la
existencia de una resistencia de trampa (formada al existir pa-
so de iones entre los compartamentos).  Esta resistencia, en
nuestro caso aumentd al utilizar sacarosa y silicon y era alin
mayor al hacer perfundir sacarosa a velocidades de 3cc./min.
La determinacion de esta resistencia de trampa puede hacerse
diferenciando la corriente que pasa entre los compartamentos
de registro en dos (Morad y Orskand 1972). la corriente que
pasa por los espacios entre células y de tejido conectivo adyas
cente (corriente depérdida) y la corriente que pasa a través
del epitelio en cuestion.

Haciendo referencia al estudio hecho en condiciones

semejantes por Morad y Orkand (1971) pueden compararse las '

relaciones de conductancia epitelial (RE) y de conductancia de
interfase de trampa y preparado RCE / R (T.E.)
GE/G (T-E).

A Ambas conductancias forman un divisor de voltaje que
tiene el potencial de epitelio (VE) como entrada y el voltaje
trans-trampa (VE) como salida:

"RE+RET VET=i.RE-T
_RE-T _ o .
VET = VE RE 7 RET VET - RE+ VET . RE=V

RE . RET

VT . RE=VE . RET - VET . RET

VET . RE = RET ( VE - VET ) |
RE  _ VE- VET  GET _ VE - VET

RET 7 VEr  G6E T VET
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Donde VE es el woltaje del epitelio determinado con ayuda de
un mlcroelectrodo

El principal problema encontrado en la técmca de de-
terminacion de la cinética de los espacios de inulina 1“C,

se di6 en el momento de hacer la determinacién del peso hu
medo de los conductos, una posible solucion es tomar las me

didas de actividad con referencia a peso seco, lo que obviarfa
el error por excesivo arrastre de agua o deshidratacion. De-
terminando una constante de relacion entre peso humedo y -

peso seco pueden referirse los resultados a peso humedo con

mayor propiedad.
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