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Los transportadores iénicos de la membrana plasmética son proteinas
integrales que regulan diversas funciones celulares, como la composicién
i6nica, el volumen y el pH intracelular (pH;). En células epiteliales, ademds,
estos sistemas de transporte llevan a cabo el movimiento transepitelial de

electrolitos.

SISTEMAS DE TRANSPORTE IONICO DE LA MEMBRANA
PLASMATICA Y REGULACION DEL pH;.

Los procesos celulares presentan una marcada sensibilidad al pH, por
lo que el pH intracelular (pH;) debe mantenerse dentro de unos limites muy
estrechos (Madshus, 1988; Frelin et al., 1988; Ilunddin, 1992). En todos los
tipos celulares estudiados hasta el momento, a excepcién de los glébulos ro-
jos, el pH citosélico es mds alcalino del que cabria esperar si los H* y el
HCOs3" se distribuyeran pasivamente a través de la membrana plasmadtica, lo

que indica que el pH; esta regulado.

En términos generales las células presentan dos tipos de mecanismos
para regular el pHj. A corto plazo, la regulacién depende de los tampones

intracelulares, la denominada capacidad amortiguadora, que es reversible, de
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capacidad limitada y solo es capaz de minimizar los cambios en el pH;. A
largo plazo, la regulacién se debe a sistemas de transporte localizados en la
membrana plasmadtica que llevan a cabo un flujo neto de protones (Roos y
Boron, 1981; Madshus, 1988; Ilund4in, 1992).

Los transportadores iénicos implicados en la regulacién del pH;j se
dividen en dos grandes grupos: los independientes de bicarbonato y los de-
pendientes de bicarbonato. Entre los primeros estdn el intercambiador
Na*+-H* y las bombas de protones y entre los dependientes de bicarbonato
estdn el intercambiador C1"-HCO3" independiente de Nat, el intercambiador
CI"-HCOj3" dependiente de Nat y el cotransportador Na*t-HCOs3™.

Intercambiador Na+-H+*

El intercambiador Na*-H* es una protefna integral de membrana que
media el intercambio electroneutro de un Na* y un H*. En condiciones fi-
siolégicas, la direccidn del intercambio estd determinada por la direccién del
gradiente electroquimico del Nat, mantenido a su vez por la
Nat-K* ATPasa. En consecuencia el intercambiador funciona entrando el

Nat a las células y sacando el H*. Es por tanto un mecanismo alcalinizante.

El intercambiador es inhibido reversiblemente por altas concentraciones
de amilorida y por bajas concentraciones de sus derivados como la
etil isopropil amilorida (EIPA) (Vigne et al., 1983; L'Allemain et al., 1984).
Ambos inhibidores compiten con el Nat extracelular por el lugar externo de

unidn al transportador (Haggerty et al., 1985).

Aunque en condiciones fisiolégicas el “lugar” extracelular del trans-

portador estd saturado por el Nat externo, la relacién entre su actividad y la
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concentracién del Na* extracelular sigue una cinética tipo Michaelis-Menten
(Aronson, 1985; Calonge ¢ Ilunddin, 1990; Knickelbein et al., 1990a). Por
otro lado, la velocidad del intercambiador aumenta al disminuir la
concentracién intracelular de Na+ (Hoffman y Simonsen, 1989). La
actividad del intercambiador se inhibe cuando disminuye el pH extracelular
(Aronson, 1985; Vaughah-Jones, 1990; Boron, 1992;) debido a que los H*
externos compiten con el Nat. Ademds del Na*, el intercambiador puede

transportar Li+ y NH4*, aunque con menor afinidad (Aronson, 1985).

En 1982, Aronson et al. demostraron que el intercambiador Na*-H*
localizado en la membrana apical del epitelio renal presenta en el lado
citosé6lico al menos dos lugares de unién para el H*. Uno de ellos transporta
el H* a través de la membrana en intercambio con el Nat y el otro regula
alostéricamente la actividad del intercambiador. De este modo, a valores de
pH; fisiolégicos, el intercambiador es poco activo o no funcional, aumen-
tando su actividad alostéricamente al disminuir el pHj por debajo de cierto
valor umbral Dada esta particularidad el intercambiador protege a las c€lulas
de una excesiva acidificaci6n o alcalinizacién citosélica. Un comportamiento
similar se ha observado en otros tipos celulares (Aronson, 1982; Frelin ez al.,
1988; Calonge e Ilunddin, 1990; Calonge et al., 1993). Por el contrario, el
intercambiador apical y el basolateral del fleon de conejo (Knickelbein et al.,
1990) y el apical de colon distal de rata (Rajendran et al., 1990) no presentan

regulacion alostérica por el proton intracelular.

La identificacién del intercambiador Nat-H+ se basa en su dependencia
del Nat, electroneutralidad e inhibicién por la amilorida y los andlogos de
ésta. Inicialmente fue descrito por Murer et al. (1976) en el borde apical de

las células del epitelio intestinal y renal, pero estd ampliamente distribuido en
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células procariotas y eucariotas (Frelin et al., 1988; Madshus, 1988;

Ilunddin, 1992).

El intercambiador interviene en la homeostasis celular por regular di-
Versos pardmetros y procesos celulares, como son €l pH, el volumen, inicia-
cién del crecimiento, respuestas metabélicas y el transporte transepitelial de
sal y agua (Hoffmann y Simonsen, 1989; Roos y Boron, 1981; Clark y
Limbird, 1991). Se ha sugerido que el intercambiador mantiene un microcli-
ma 4cido en la membrana apical del intestino, regulando de esta manera la
absorcién intestinal de sustratos cuyo transporte estd acoplado al gradiente de

protohes, como es el caso del transporte de dipéptidos (Calonge et al., 1989).

Estudios farmacolégicos, inmunolégicos y cinéticos han revelado que
hay miltiples isoformas del intercambiador Na*-H* y que en una misma
célula, concretamente las epiteliales, pueden coexistir mds de una isoforma.
En el epitelio intestinal y renal estas isoformas exhiben diferencias en cuanto
a su localizacién (en la membrana apical y en la basolateral), sensibilidad a la
inhibicién por la amilorida o andlogos, activacién por protones y -especifici-
dad inmunolégica (Clark y Limbird, 1991). Asi, la isoforma basolateral del
epitelio del fleon de conejo (Knickelbein, 1990a) y de las células
LLC-PK1/Cy4 (Haggerty et al., 1988a) es mds sensible a la amilorida y a la
EIPA que la apical.

También presentan diferente regulacién por hormonas,
neurotransmisores y segundos mensajeros (Clark y Limbird, 1991). La
isoforma basolateral de la linea celular LLC-PK1 (Casavola et al., 1989) es
activada por los ésteres de forbol, que mimetizan la accién del diacilglicerol

sobre la proteina cinasa C, mientras que su actividad no es modificada por el
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AMPc. En cambio la isoforma apical de esa misma linea celular se inhibe por
los ésteres de forbol, por la protefna cinasa A y en el epitelio renal de conejo,
ademds, por la cinasa dependiente de la calmodulina (Weinman et al., 1987,
1988a, 1988b).

Ambas isoformas, apical y basolateral, tienen diferente control
genético. Haggerty ef al. (1988b) obtuvieron mutantes de la linea celular
LLC-PK| que o bien sobreexpresaban la isoforma apical, manteniendo nive-
les normales de 1a basolateral, o bien expresaban con valores normales la iso-

forma apical pero carecian de la basolateral.

En 1989, Sardet et al. clonaron un ¢cDNA que codifica el intercam-
biador Nat+-H+ humano. Este cDNA codifica una proteina de 894 a.a. que
se denominé NHE-1 (Na, H, exchanger). La secuencia de amino4cidos no
muestra analogia con ninguna otra proteina, ni con el intercambiador Na+-H*
de bacterias (Fliegel y Frohlich, 1993). En la actualidad se conocen 4 iso-
formas del intercambiador Na+-H* (NHE) denominas NHE-1 hasta 4 segin
el orden de aparicién (Tabla 1). De todas ellas, la NHE-1 es la mds sensible

a la amilorida y sus andlogos y la menos sensible es la NHE-4.
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Tabla 1. Isoformas del intercambiador Na*-H* en mamiferos

Isoforma  Especie LOCALIZACION Referencia
NHE-1 hombre ubicua Sardet et al., 1989
conejo ubicua Tse ef al., 1991a
cerdo células LLC-PK; Reilly et al., 1991
rata ubicua Orlowski et al., 1992
hamster células CCL39 Fliegel y Frohlich,
1993
NHE-2 conejo intestino, rifién, glandulas | Tse et al., 1993
suprarrenales, etc.
rata intestino, estémago, Wang et al., 1993;
Collins et al., 1993
hombre intestino Yun et al., 1995
NHE-3 conejo 1ifién, parte del intestino Tse et al., 1992
rata rifién, intestino, estbmago Orlowski et al., 1992
perro rifién Soleimani er al.,
1994a
hombre intestino Yun et al., 1995
NHE-4 nata estémago, intestino, rifién, etc. | Orlowski et al., 1992
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La isoforma NHE-1 se ha encontrado en todas las células en las que se
ha estudiado su presencia (Yun et al., 1995). Estudios inmunolégicos, con
anticuerpos que reconocen una determinada secuencia de aminodcidos de la
NHE-1 humana, han revelado que en las células del epitelio intestinal (Tse et
al., 1991) y renal (Biemesderfer et al., 1992) y en la linea celular de origen
renal LLC-PKj (Reilly et al., 1991), esta isoforma se localiza en la
membrana basolateral. En el epitelio de la placenta humana, en cambio, la
NHE-1 se localiza en la membrana apical (Kulanthaivel et al., 1992) y estd
ausente en los segmentos corticales S1 y S» del tibulo proximal de rata
(Krapf y Solioz, 1991).

Tse et al. (1991) aislaron del epitelio de ileon del conejo un cDNA que
codifica una isoforma del intercambiador Na*-H* de baja sensibilidad a la
EIPA, denominada NHE-2 Esta isoforma se expresa en la membrana apical
de las células epiteliales del yeyuno de rata, de conejo y de hombre, y de
corteza renal de conejo, pero no en la membrana basolateral (Yun et al.,
1995). Recientemente se ha descrito que la isoforma NHE-2 estd localizada
en la membrana basolateral de la linea celular de rifion IMCD-3 (Soleimani et
al., 1994b).

En 1992, Tse et al. clonaron el cDNA que codifica una tercera isoforma
del intercambiador humano, la NHE-3. Se expresa en la membrana apical de
las células epiteliales del tibulo proximal de rifién de conejo (Biemesderfer et
al., 1993), del yeyuno, fleon, colon ascendente y descendente y recto
humanos, del yeyuno e fleon de conejo.(Yun et al., 1995) y en la médula re-

nal de conejo y perro (Soleimani et al., 1994a).
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Orlowski en 1992 cloné el cDNA que codifica la isoforma NHE-4.
Estd presente en el estémago y en menor cantidad en el titero, cerebro, rifién,
musculo esquelético e intestino delgado de rata (Orlowski et al., 1992).
Estudios inmunoldgicos han revelado que en tibulos medulares internos de

rata la isoforma NHE-4 est4 en la membrana basolateral (Yun et al., 1995).

Los glébulos rojos de trucha expresan otra isoforma del intercambiador

Na*-H*, la BNHE que se activa por la protefna cinasa A (Yun et al., 1995) y
por la proteina cinasa C (Yun et al., 1995, Borgese et al., 1992).

El significado fisiol6gico de la familia de isoformas del intercambiador
Nat+-H* puede estar relacionado con sus miltiples funciones. En las c€lulas
polarizadas.se ha sugerido que la isoforma basolateral (NHE-1) estaria impli-
cada en la regulacién del pH; y del volumen celular (Biemesderfer et al.,
1992), mientras que la apical (NHE-2 y/o NHE-3) acoplada al intercambiador
Cl-/bicarbonato, llevaria a cabo la absorcién de sal (Tse et al., 1993; Yun et
al., 1993; Soleimani et al., 1994a). Asi, la isoforma NHE-3 del tracto gas-
trointestinal del conejo se expresa en aquellas zonas en donde tiene lugar la
absorcién electroneutra de NaCl, esto es en el yeyuno, ileon y colon ascen-
dente, pero estd ausente en el duodeno y colon descendente donde no ocurre
absorcion electroneutra de NaCl (Tse et al., 1992). Se especula que la iso-
forma NHE-4 puede jugar un papel suplementario en la regulacién del volu-

men celular (Bookstein et al., 1994).

La actividad de las diferentes isoformas, expresadas en lineas celulares
de fibroblastos, se modifica por factores de crecimiento, hormonas, ésteres
de forbol, etc. En el caso de la NHE-2 y de 1a NHE-3 los diferentes agentes
afectan a la Viyax de transporte para el Nat. En el caso de la NHE-1 lo que
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se modifica es su afinidad por el H*, lo que sugiere un cambio bien en la
afinidad del protén bien por el "lugar" de transporte o por el lugar modifi-
cador del transportador (Levine et al., 1993). Los ésteres de forbol aumentan
la actividad de la NHE-1 y la NHE-2, pero disminuyen la de la NHE-3
(Fliegel y Frohlich, 1993).

Todas las isoformas del intercambiador Na*-H* clonadas hasta el mo-
mento tienen semejantes diagramas de hidrofobicidad. El andlisis de estos
diagramas sugiere que la proteina consta de dos dominios (Figura 1): un do-
minio N-terminal anfipitico, que atraviesa la membrana de 10 a 12 veces, y €l
dominio C-terminal hidrofilico (Sardet et al., 1989; Tse et al., 1991a;
Orlowski et al., 1992) localizado en la cara citoplasmdtica de la membrana
(Wakabayashi et al., 1992). Estudios de delecién del dominio C-terminal de
la isoforma NHE-1 (Wakabayashi et al., 1992, 1994) muestran que se
mantiene la capacidad transportadora de la protefna y la regulacién alostérica
por protones citosélicos, pero se anula su capacidad para responder a la
fosforilacién por cinasas. De ello se deduce que el extremo N-terminal seria
el responsable del intercambio i6nico y presentarfa el “sitio sensor” de la
concentracién citosdlica del protén, mientras que el C-terminal estaria
implicado en la regulacién del intercambiador por fosforilacién.
Determinadas deleciénes en el C-terminal, que no afectan el grado de
fosforilacién, disminuyen marcadamente la sensibilidad del intercambiador al
pH; y a factores externos. Se ha postulado que la regulacién independiente
de fosforilacién es mediada por protefnas accesorias o reguladoras que se
unen al C-terminal y al lugar "sensor del pH" del N-terminal (Wakabayashi et
al., 1994).
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El dominio N-terminal de cada isoforma est4 bastante conservado entre
las distintas especies de animales, mientras que las diferencias entre las iso-
formas aparecen en el dominio citoplasmdtico C-terminal (Fliegel y Frohlich,
1993). Dado que cada intercambiador es diferentemente afectado por protei-
nas cinasas, la divergencia observada en el C-terminal puede representar la
especificidad de la proteina para su regulacién. El N-terminal parece tener se-
cuencias que definen la especificidad de la expresion de la proteina en cada
especie, tejido y localizacién celular. En general, las similitudes estructurales
demuestran que las cuatro isoformas del intercambiador son producto de dis-
tintos genes, pero al estar tan relacionadas probablemente deriven de un gen

ancestral comun.
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Figura 1. Modelo estructural del intercambiador Na*-H* (Sardet et al.,
1989).
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Intercambiador Cl--HCO3" dependiente de Na+

Este sistema de transporte intercambia Nat y HCO3- extracelular por
Cl- y H* intracelular. El intercambio solo se observa en presencia de bicar-
bonato y actia como un mecanismo que elimina dcido (H*) a expensas de la
energia del gradiente electroquimico transmembrana de Na* (Roos y Boron,
1981). El intercambio es electroneutro y la estequiometria mds probable es:
1 Na*: 1 CI": 2 4cido/base (Boron, 1986; Olnes et al., 1987).

La actividad del intercambiador es inhibida por los derivados de estil-
beno, el 4,4'-diisotiocianoestilbeno-2,2'-disulfonato (DIDS) y el
4-acetamido-4'-isotiocianoestilbeno-2,2'-disulfonato (SITS). La relacién
entre la actividad del intercambiador y la concentracién extracelular de Nat

sigue una cinética tipo Michaelis-Menten (Roos y Boron, 1981).

Al igual que el intercambiador Na+-H*, el intercambiador C1--HCO3"
dependiente de Nat se inactiva a pH alcalino, activindose por debajo de uh
cierto valor umbral de pHj, lo que indica que los H* intracelulares son modu-
ladores alostéricos de la actividad del intercambiador (Hoffmann y Simonsen,
1989; Boron, 1992).

La identificacién del intercambiador C1-HCO3- dependiente de Na* se
basa en su dependencia del Nat y el HCO3™ extracelulares y del Cl- intracelu-
lar, su inhibicién por derivados de estilbeno (Cabanchick et al., 1978), su in-
sensibilidad a la EIPA o la amilorida y su electroneutralidad. Se identific6
inicialmente en el axén del calamar (Boron y Russel, 1983) y mas reciente-

mente en células de vertebrados, tales como fibroblastos de hamster
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(L'Allemain et al., 1985), células del epitelio renal de Necturus (Boron,
1986; Frelin et al., 1988; Preisig et al., 1990) y en células Vero, linea celular
de rifién de mono (Madshus y Olsnes, 1987).

Su regulacién por factores extracelulares es poco conocida. Se ha
descrito que agentes que aumentan los niveles de AMPc disminuyen la activi-
dad del intercambiador (Reuss, 1987; Frelin et al., 1988) y en células
mesangiales de rata la arginina-vasopresina y los factores de crecimiento la
aumentan (Ganz et al.,' 1989, 1990). Tampoco se ha caracterizado

molecularmente el intercambiador.

Intercambiador Cl--HCO3" independiente de Na+

Este sistema de transporte intercambia Cl- por HCO3", con una este-
quiometrfa 1:1. En condiciones fisioldgicas, los gradientes transmembrana
del Cl" y el HCO3" son tales que el intercambiador actiia sacando aniones
(bicarbonato o hidroxilo) e introduciendo cloruro, lo cual lleva a una

acidificacién celular.

Su actividad es dependiente del Cl- externo, independiente del Nat y se
inhibe por los derivados de estilbeno SITS o DIDS. La relacién entre la ac-
tividad del intercambiador y la concentracién extracelular de cloruro sigue una
cinética tipo Michaelis-Menten (Brown et al., 1989; Olnes et al., 1987; Foster
et al., 1990; Hays y Alpern, 1990). En el “lugar” del cloruro puede trans-
portar Br-, I, PO43-, SO42-, NO3-, SCN- (Frizzell et al., 1973; Karniski,
1989; Knickelbein et al., 1985). Segin el tipo celular, el intercambiador
puede tener un requerimiento absoluto del bicarbonato (Wenzl et al., 1989;
Nakhoul et al., 1990; Seki et al., 1990) o sélo tener preferencia por el bicar-
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bonato sobre el hidroxilo (Knickelbein et al., 1985; Kurzt y Golchini, 1987;
Brown et al., 1989; Mugharbil et al., 1990; Calonge et al., 1992).

La actividad del intercambiador depende del pHj, de manera que
cuando aumenta el pH;j aumenta su actividad y de forma alostérica (Olsnes et
al., 1986; Tgnnessen et al., 1987, 1990; Fineman et al., 1990; Mugharbil et
al., 1990). Una excepcion es la linea celular de origen renal BSC-1, donde la
actividad del intercambiador es insensible a variaciones en el pH citosélico

(Reitnertsen et al., 1988).

La identificacién del ClI"-HCO3" independiente de Nat se basa en su
dependencia del CI-, en su independencia del Na*, su electroneutralidad y en
la inhibicién por el SITS y el DIDS. El intercambiador se describid inicial-
mente en eritrocitos (Cabantchik et al., 1978), en los que es crucial para el
transporte de CO». Su distribucién es bastante ubicua (Frelin et al., 1988) y
en las células epiteliales se ha descrito en la membrana apical y en la baso-
lateral (Boron, 1986; Preising et al., 1990; Ilunddin, 1992).

Entre las funciones del intercambiador estdn el control del pH;, del
volumen celular y el transporte transepitelial del Cl- y el HCO3~. Enla
homeostasis del pHj el intercambiador permite a las células una rdpida
recuperacion del pH; cuando éste se desplaza hacia el lado alcalino, situacién
en la que los intercambiadores Na*-H+ y CI--HCO3" dependiente de Na* se
inactivan (Boron, 1992; Calonge et al., 1992; Ilunddin, 1992).

Diferentes hormonas y factores de crecimiento, asi como ésteres de
forbol (Kopito et al., 1989), modifican la actividad del intercambiador Cl--
HCO3" independiente de Nat (Bierman et al., 1988; Ganz et al.; 1988,
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1989). Algunos de estos agentes modifican el "set point" o umbral de
activacién del intercambiador (Olnes et al., 1986). El AMPc estimula la
actividad de intercambiador aniénico en rifién (Schuster et al., 1987) y la
inhibe en musculo de aorta (Vigne et al., 1988) . En c€lulas Vero, los ésteres
de forbol producen a corto plazo estimulacién y a largo plazo inhibicién de la
actividad del intercambiador (Ludt et al., 1991). En hepatocitos de rata, el
AMPc incrementa la actividad del intercambiador y el efecto es bloqueado por

los ésteres de forbol (Benedetti et al., 1994).

El intercambiador Cl--HCO3"~ independiente de Na* de los glébulos
rojos es conocido como la "Banda 3" y mas recientemente como "AE-1"
(Anion Exchanger), por ser el primer intercambiador clonado y secuenciado
(Kopito y Lodish, 1985). Se han descrito dos genes mds, el AE-2y el AE-3,
que codifican proteinas con alto grado de homologia con la isoforma AE-1
(Kopito, 1990; Alper, 1991). De todas las isoformas, la AE-1 es la que pre-

senta mayor afinidad por los derivados de estilbeno.

La isoforma AE-1 se ha clonado en eritrocitos de pollo (Kim et al.;
1988) y humanos (Tanner et al., 1988) y en rifién de ratén (Brosius et al.,
1989) y rata (Kudrycki y Shull, 1989). Estudios inmunolégicos y de
microscopia electrénica han mostrado que el intercambiador aniénico de la
membrana basolateral de las células intercalares de tipo A del rifién humano
(Wagner et al., 1987), rata (Drenckhahn et al., 1985; Verlander et al., 1988;
Alper et al, 1989), conejo (Schuster et al., 1986) y ratén (Kopito et al.,

1988) presenta bastante homologfa con la isoforma AE-1 de eritrocitos.

La isoforma AE-2 se ha localizado en una gran variedad de tipos celu-

lares que incluyen, células linfoides humanas de la linea K562 (Demuth et
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al., 1986), células del rifién humano (Gehring er al., 1992), células linfoides
y renales de ratén (Alper et al., 1988), células de mucosa géstrica de rata
(Kudrycki et al, 1990) y en gldndulas anejas al tubo digestivo humano
(Vdzquez, Tesis Doctoral, 1994). Esta isoforma se ha detectado en la mem-
brana basolateral de las células epiteliales del plexo coroideo de rata (Lindsey
et al., 1990) y de la mucosa géstrica de la rata y el conejo (Stuart-Tilley et al.,
1994), pero también en la membrana apical del epitelio del ileon de conejo
(Chow et al., 1992) y de las células intercalares de tipo B del tibulo colector
de rifién humano (Drenckhahn et al., 1989) y de conejo (Schuster y Stokes,
1987).

La AE-3 se ha localizado en el estémago, cerebro y corazén de rata
(Kudrycki et al., 1990) y en el corazén y cerebro de ratén (Kopito et al.,
1989). Se cree que existe otra isoforma del intercambiador aniénico, la AE-
4, pero por el momento no se ha demostrado su expresion en ningin tejido ni
se ha clonado su cDNA (Kopito, 1990).

Al igual que el intercambiador Nat-H*, la familia de isoformas del in-
tercambiador CI--HCOs3- puede estar relacionada con las diferentes funciones
celulares. Asi en el tibulo colector, las células intercalares de tipo A y B
transportan bicarbonato en direcciones opuestas. En las de tipo A, que reab-
sorben el bicarbonato, el intercambiador Cl--HCOj3- es producto del gen AE-1
y se localiza en la membrana basolateral. En las de tipo B, responsables de la
secrecién de bicarbonato, el intercambiador estd en la membrana apical y
probablemente es un producto del gen AE-2 (Drenckhahn et al., 1989;
Schuster, 1993; Fejes-T6th et al., 1994).
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Todas las proteinas AE descritas hasta el momento son glicoproteinas,
de un peso molecular de aproximadamente 100.000 Da., que presentan dos
dominios estructurales con funciones independientes (Kopito et al., 1989;
Kudrycki y Shull 1989; Alper, 1991). Tanto el extremo N-terminal como el
C-terminal son citoplasmadticos (Liebermann y Reithmeier, 1988). El do-
minio transmembrana, correspondiente a la porcién C-terminal de la proteina,
la atraviesa de 10 a 14 veces y lleva a cabo el intercambio electroneutro de
aniones. La parte de la secuencia de la banda 3 que se sabe con certeza que
estd implicada en la unién a los derivados de estilbeno es la secuencia cercana
al residuo de Lys 539, que se conserva en todas las isoformas descritas hasta
el momento (Jennings, 1992). El dominio N-terminal estd implicado en la
regulacién del intercambiador (Kopito et al., 1989; Kopito, 1990). En
glébulos rojos el dominio N-terminal une a la membrana proteinas del
citoesqueleto (espectrina y actina), via su unién con anquirina (Bennett y
Stenbuck, 1980). En eritrocitos humanos este dominio presenta lugares de
unién para la hemoglobina y para enzimas glucoliticas (Low et al., 1989).
Las distintas isoformas difieren fundamentalmente en la regién N-terminal,
de manera que estas isoformas parecen productos del mismo gen pero con
distinto procesamiento de sus corespondientes mRNAs (Kudrycki y Shull,
1989).

Cotransportador Na*-HCO3-

Es un cotransportador electrogénico que media el flujo isodireccional
de un Na* y de dos a tres iones bicarbonato (Soleimani et al., 1987; Boron y
Boulapaep, 1989). La direccién del cotransporte estd determinada por los

gradientes electroquimicos transmembrana del Nat+ y el HCO3" y por el po-
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tencial eléctrico de la membrana. En algunas células este sistema de trans-
porte funciona como un mecanismo alcalinizante (Jentsch et al., 1986; Wenzl
et al., 1989; Nakhoul et al., 1990; Isenberg et al., 1993; Teleky et al., 1994)
y en otras como acidificante (Kikeri et al., 1990). Su actividad es inhibida
por los derivados de estilbeno DIDS y SITS, y es independiente del C1". En
general, el cotransportador es inactivo en ausencia de bicarbonato (Kikeri et
al., 1990; Kurtz, 1989), pero en algunos tipos de células funciona gracias al
HCO3" generado metabdlicamente (Geibel et al., 1989; Krapf et al. 1987).

La relacién entre la actividad del intercambiador y la concentracién ex-
tracelular del Na* sigue una cinética tipo Michaelis-Menten (Boron y
Boulapaep, 1989; Akiba et al., 1986; Rajendran y Binder, 1994). El co-
transportador posee en el lado citosdlico un lugar "modificador” sensible al
pH , por lo que su actividad estd regulada alostéricamente por el pH;. Se in-
hibe a valores alcalinos del pH; y la médxima actividad se observa a valores
fisioldgicos del pH;j (Soleimani et al., 1991; 1992).

La identificacién del cotransportador Nat-HCO3~ se basa en su depen-
dencia del Nat y del bicarbonato, su sensibilidad al potencial eléctrico de
membrana, en su independencia del Cl- y su inhibicién por el DIDS y €l
SITS. Inicialmente fue descrito por Boron y Boulpaep (1983) en rifién de
salamandra y posteriormente se ha descrito en la linea celular del epitelio renal
de mono BSC; (Jentsch et al., 1985), en células endoteliales de cérnea
bovina (Jentsch et al., 1986) y en células del epitelio renal de rata (Alpern,
1985; Krapf, 1988) y conejo (Sasaki et al., 1985). M4s recientemente se ha
identificado en la membrana basolateral del epitelio renal (Boron y Boulpaep,
1989; Preisig et al., 1990), en la linea celular IEC-6 de origen intestinal
(Wenzl et al., 1989), en el colon distal de rata (Rajendran et al., 1991), en el
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duodeno de rata (Isenberg et al., 1993) y en las células de las criptas del
colon humano (Teleky et al., 1994). No se ha identificado en la membrana
basolateral de los enterocitos de rata ni de conejo (Knickelbein y Dobbins,
1990; Orsenigo et al., 1991, 1992).

Las funciones del cotransportador Na+-HCO3- incluyen la regulacién
del pH;. En algunos casos contribuye a la recuperacién del pHi tras una
carga dcida (kuwahara et al., 1991; Isenberg et al., 1993; Teleky et al., 1994)
y en otros a la recuperaciéh del pHj tras alcalinizacién intracelular (Kikeri et
al., 1990). En células epiteliales, como las de los tibulos renales, el cotrans-
portador puede limitarse a sacar HCO3~ y Na* de la célula a través de la
membrana basolateral, contribuyendo a la reabsorcién de estos iones (Boron,
1992). En este caso,. la acidificacién provocada por el cotransportador es
compensada mediante la salida de protones a través de la membrana luminal
via el intercambiador Na*-H* o las H+-ATPasas (Madshus, 1988).

La regulacién del cotransportador por hormonas, factores de
crecimiento y otros agentes no ha sido muy estudiada. En células del tibulo
proximal de conejo se ha observado que la angiotensina II produce una
estimulacién paralela del intercambiador Na*-H* y del cotransportador
Na*+-HCO3", aumentando asf la reabsorcién del HCO3" sin afectar al pH;
(Geibel et al., 1990). Estudios sobre la regulacién por proteinas cinasas A y
C han mostrado que la primera inhibe la actividad del cotransportador Na+-
HCOj3", mientras que la proteina cinasa C la incrementa (Ruiz y Arruda,
1990a; Krapf y Alpern, 1993). Determinadas condiciones como la acidosis

metabdlica aumentan la actividad del cotransportador (Akiba et al., 1987;
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Preisig y Alpern, 1988) y recientes estudios sugieren que esta respuesta es

parcialmente dependiente de la protefna cinasa C (Soleimani et al., 1994c).

El cotransportador Nat-HCO3™ renal fue inicialmente expresado en
oocitos de Xenopus laevi, pero en este primer estudio no se tuvieron en
cuenta los cambios en el potencial de membrana debidos a otros sistemas de
transporte electrogénicos (Ruiz y Arruda, 1990b). Recientemente ha sido de
nuevo expresado en oocitos de Xenopus laevi y los resultados indican que
en rifién de rata un ARNm de 2-3 Kb codifica el cotransportador Na+-HCO3"
(Burckhardt ez al., 1994).

Bombas de protones.

Se han descrito tres tipos de bombas o ATPasas de protones: la H*-
ATPasa vacuolar (tipo-V), la H+-ATPasa tipo F;Fg (tipo-F) y la
H*-K* ATPasa que es del tipo E1E, (tipo-P). El transporte de protones
llevado a cabo por las H*-ATPasas tipo-V y tipo-F es electrogénico al no
estar acoplado directamente al movimiento de otro ién, que podria

contrarrestar la carga eléctrica, como en ¢l caso de la H¥-K* ATPasa.

La H*-ATPasa vacuolar se encuentra en los endosomas, los lisosomas,
el aparato de Golgi y en los granulos secretores (Bowman et al., 1988;
Mellman et al., 1986; Pedersen y Carafoli, 1989; Stone et al., 1989),
manteniendo un pH en el espacio intravacuolar que oscila entre 4,5 y 6,5
(Mellman et al., 1986). Tras un estimulo metabdlico, las vesiculas con sus
bombas de protones pueden insertarse en la membrana plasmaética pudiendo
asi participar en la regulacién del pH;j (Cannon et al., 1985; Van Adelsberg y

Al-Awati, 1986). También se han localizado en la membrana plasmadtica de
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los hepatocitos (Stone et al., 1989), los macréfagos (Swallow et al., 1990),
los osteoclastos (Vaananen et al., 1990) y en células del epitelio renal (Turrini
et al., 1989), participando en la acidificacién de la orina, en la resorcién 6sea

y en la regulacién del pHj, respectivamente.

La H*-ATPasa tipo F;Fy se encuentra en la membrana interna mito-
condrial, en los cloroplastos y en la membrana plasmadtica de las bacterias.
En las mitocondrias y en los cloroplastos, la H*-ATPasa utiliza el gradiente
electroquimico de protones para sintetizar ATP. En las bacterias la
H+-ATPasa hidroliza ATP para sacar los protones desde la célula (Nelson,
1992; Fozzar et al., 1992).

La H*-K* ATPasa se localizé inicialmente en la membrana apical de las
células parietales del estémago (Ganser y Forte, 1973; Sachs et al., 1976;
Rabon et al., 1985) y es la responsable de la acidificacién del jugo géstrico.
Posteriormente se la ha localizado en la membrana apical del epitelio del colon
de distintas especies (Suzuki y Kaneko, 1989; Kaunitz y Sachs, 1986;
Takeguchi et al., 1990; Abrahamse et al., 1993) y en células del epitelio renal
(Wingo et al., 1989; Curran et al., 1992; Planelles et al., 1991).

Los distintos tipos de ATPasas de protones se diferencian por su perfil
farmacolégico. Todas ellas son inhibidas por el DCCD, la NEM y la
rotenona. La bafilomicina A permite diferenciar los tres tipos de ATPasas
de protones ya que inhibe fuertemente la de tipo-V, en menor grado la de
tipo-P y no afecta a la mitocondrial (Bowman et al., 1988; Swallow et al.,
1990). La H*-K* ATPasa es especificamente inhibida por la imidazopiridina
SCH 28080, que compite con el K+ por su "lugar" de unién a la proteina
(Scott y Sundell, 1985, Wallmark et al., 1987; Mendlein y Sachs, 1990), por
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la omeprazola (Lorentzon et al., 1985; Wallmark et al., 1983) y por el
vanadato (Faller et al., 1982; Planelles et al., 1991).

Estructuralmente las ATPasas de tipo-V y las del tipo F1Fp estdn for-
madas por 7 a 10 subunidades diferentes y algunas de ellas se repiten dentro
de la misma estructura. La H*-K+ ATPasa estd formada por dos sub-
unidades denominadas a y B, que en su mayorfa han sido clonadas y se-
cuenciadas (Nelson, 1992; Shull y Lingrel, 1986; Maeda et al. 88 ). La es-
tructura de la H*-K+ ATPasa presenta bastante similitud con la de la
Na*-K*+ ATPasa y la Ca2*-ATPasa (Shull et al., 1985; MacLennan et al.,
1985).
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TRANSPORTE TRANSEPITELIAL DE IONES EN EL IN-
TESTINO

La pared del intestino consta de capas sucesivas de tejido muscular,
tejido conectivo y epitelio simple, que es el que controla el transito de mate-
riales a través de la pared intestinal, desempefiando as{ un papel crucial en la
homeostasis del organismo. La superficie externa del intestino, la que mira a
la luz del érgano, presenta numerosas evaginaciones denominadas vellosi-
dades, en cuyos valles se localizan las criptas. Las criptas contienen en su
base células no diferenciadas en continua divisién. A medida que se van
formando las células migran por las vellosidades y van adquiriendo sus

propiedades enzimdticas y de transporte propias de las células adultas.

La células epiteliales de las vellosidades son morfolégica y funcional-
mente asimétricas. Son células columnares, cuya superficie apical que mira a
la luz intestinal, presenta, a manera de proyecciones digitales, un gran
niimero de microvellosidades por lo que recibe el nombre de borde en cepillo.
La basolateral es relativamente lisa. Hoy se sabe que las dos membranas
poseen distintas permeasas lo que permite que el transporte transepitelial de
sustratos sea direccional. La localizacién de los transportadores de iones en
las células del epitelio intestinal presenta variaciones regionales y de especie
(Figura 2).

El duodeno de la mayorfa de las especies posee una considerable
capacidad para la secrecién de HCO3- (Hopfer y Liedke, 1987; Brown et al.,
1989) que depende de la presencia de bicarbonato en el lado serosal (Simson
etal., 1981).
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Figura 2. Transportadores i6nicos en células del epitelio intestinal.
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En el duodeno de rata se han descrito tres transportadores de iones: 10s
intercambiadores Cl--HCO3~ y Nat+-H* y el cotransportador Nat+-HCO3~
(Isenberg et al., 1993), y se ha propuesto que el bicarbonato entra a los ente-
rocitos por la membrana basolateral mediante el cotransportador Na*-HCO3"
y es transportado al lumen, a través de la membrana apical, por el intercam-

biador C1"-HCOj3" y por un canal aniénico.

El cotransportador Na+-HCO3~ parece estar ausente en el yeyuno y el
{fleon de mamiferos (Hagenbuch et al., 1987; Orsenigo et al., 1991,1992).
En cambio, la membrana apical del epitelio del yeyuno (Cassano et al., 1984;
Kleinman et al., 1988), fleon (Knickelbein et al.. 1985; 1990; Vasseur et al.,
1989 ; Mugharbil et al.,1990; Sundaran et al., 1991) y colon ascendente
(Foster et al.,1990) de varios mamiferos posee los intercambiadores
ClI--HCOj3- y Na*-H+*.

En yeyuno se ha observado predominantemente absorcion de sodio a
través del intercambio Na+-H* y por tanto secrecién de protones (Gunther y
Wright, 1983). También se da absorcién electroneutra de NaCl. La entrada
de cloruro a las células, en contra de gradiente electroquimico, ocurre via
canales de Cl- y estd acoplada eléctricamente a la entrada de Na*. El Na* en-
tra a la célula a favor de gradiente electroquimico via canales de Na* (Liedtke,
1989). En yeyuno de rata la accién conjunta de los intercambiadores Na+-H*
y CI--HCO3" también da lugar a absorcién electroneutra de NaCl (Cassano et
al., 1984), mientras que en yeyuno de conejo la actividad de estos intercam-
biadores no estd acoplada (Gunther y Wright, 1983). La absorcién de bicar-
bonato por el yeyuno de rata (Podestra y Mettrick, 1977) estd probablemente
mediada por el intercambiador Cl"-HCO3"~ de 1a membrana basolateral, que ha
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sido recientemente descrito por Orsenigo et al.. (1991, 1992). En yeyuno de
Amphiuma la absorcién de bicarbonato estd mediada por la secrecidén de
protones via la H¥-K*+ ATPasa. Los protones segregados se unen al bicar-

bonato luminal, formdndose CO2 (Imon y White, 1984).

En ileon la absorcién de Nat y Cl- ocurre simultdneamente y de forma
electroneutra via la actuacién en paralelo de los intercambiadores Nat-H* y
Cl--HCO3" (Liedtke y Hopfer, 1982a; Knickelbein et al., 1985). Se postula
que la absorcion de Cl- acoplada al Nat est4 regulada probablemente por el
pH; y/o el HCO3™ intracelular que acoplaria la actividad de los dos intercam-
biadores (Sellin y Duffey, 1990). En algunas especies, entre las que se in-
cluye el conejo, el ileon tiene una considerable capacidad para segregar
HCOj3" mediante el intercambiador Cl1--HCO3~ (Podestra y Mettrick, 1977).

En general, ¢l colon de mamiferos absorbe agua, sodio y cloruro mien-
tras que segrega potasio y bicarbonato (Binder y Sandle, 1987). El trans-
porte de electrolitos presenta significativas diferencias tanto regionales como
de especie (Binder et al., 1987b; Sellin y DeSoignie, 1984, 1987§ Clauss et
al., 1985). En el segmento distal de colon de conejo (Frizzell et al., 1976) y
de humanos (Wills et al., 1984) el Na* se absorbe via canales de Nat. Esta
absorcién de Nat es electrogénica, sensible a la amilorida e independiente del
cloruro. En colon distal de conejo el intercambio CI-HCO3- apical funciona
sin la coexistencia del intercambiador Nat-H* (Frizzell et al., 1976; Gunther
y Wright, 1983). El intercambiador Cl--HCO3~ estd también presente en
colon humano (Davis et al., 1983). En el colon distal de rata hay absorcién
electroneutra de NaCl mediada por los intercambiadores Nat-H+ y
CI"-HCOs3", cuya actividad estd acoplada por el pH intracelular. En la
porcién mds proximal del colon de conejo (Sellin y DeSoignie, 1984), de
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hombre (Sellin y DeSoignie, 1987), de rata (Foster et al., 1986) y en el
ciego de conejo (Hatch et al., 1988) se ha identificado la absorcién
electroneutra de Na+ mediada por el intercambiadbr Na*-Ht, la cual no estd
totalmente correlacionada con el transporte transepitelial de Cl-, pero se altera

claramente por la presencia o ausencia del Cl- 0 el HCO3~.

El transporte de K+ también presenta diferencias segmentales y de es-
pecie. En rata la secrecién y la absorcién activa de K* normalmente ocurre
en colon proximal y distal, respectivamente (Foster et al., 1984). En
cambio, en colon descendente de conejo y humanos es dominante el proceso
de secrecién activa de K* (McCabe y Smith, 1985). Estos procesos son
mediados por K+-H+ ATPasa (Suzuki y Kanako, 1989; Takeguchi et al.,
1990) y por la K+-ATPasa (Kaunitz y Sachs, 1982; Watanabe et al., 1989,
Del Castillo et al., 1991).

Respecto a la secrecién intestinal de cloruro, este entra a las células en
contra de su gradiente electroquimico via el cotransportador Na+-K*+-2Cl- de
la membrana basolateral (Heintze et al., 1983). El cloruro, que se acumula
en la célula, sale de esta por la membrana apical, a favor de gradiente electro-
quimico, a través de canales de CI-. La Na*-K+ ATPasa de la membrana ba-
solateral mantiene el gradiente de Na+ y la difusién de K*, a través de canales
de K* regulados por Ca2* de la membrana basolateral, repolariza la mem-
brana (Liedtke, 1989; Halm y Frizzell, 1990). En el intestino delgado este
proceso ocurre fundamentalmente en las células de las criptas (Donowitz y
Welsh, 1987).
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REGULACION DEL VOLUMEN CELULAR

La membrana plasmdtica de virtualmente todas las células animales es
permeable al agua y por tanto el volumen celular queda determinado por el
contenido citosélico de solutos osmolarmente activos y por la osmolaridad
del fluido extracelular. In vitro se han observado procesos de recuperacién
del volumen celular tras perturbaciones osméticas del medio extracelular.
Asi, las células eliminan agua tras ser expuestas a medios hipoténicos que
provocan hinchamiento celular y la captan tras exposicién a medios
hiperténicos, que provocan retraccién de la membrana plasmdtica.
Adicionalmente, las células que llevan a cabo un transporte activo de solutos
estdn sometidas a una carga osmética intracelular debido a la acumulacién
citosélica de solutos osmolarmente activos (Hoffmann y Simonsen, 1989;
Spring y Hoffman, 1992).

En algunos casos, las respuestas celulares a cambios en su volumen
son debidas a la activacién de transportadores constitutivos latentes. En
otros, la perturbacién del volumen celular desencadena transcripcion de genes
que codifican proteinas transportadoras o enzimas implicados en la sintesis de

osmolitos orgdnicos (Parker, 1993).

Tras shock hiperténico se activan mecanismos que estimulan la
captacion celular de sal y de agua por arrastre osmético. Entre los
mecanismos descritos estdn: el cotransportador Na*-2Cl--K*, y los
intercambiadores Nat-H+ y CI--HCO3".
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La activacién del cotransportador Na*-2C1-K+ se ha observado en
células tumorales de Ehrlich (Hoffman y Simonsen, 1989), en glébulos rojos
de rata (Duhm, 1984) y hur6n (Mercer y Hoffman, 1985), en células cardia-
cas de pollo (Frelin, 1986), en astrocitos de corteza cerebral de rata
(Kimelberg y Frangakis, 1986), en la membrana basolateral de células
epiteliales de piel de rana (Ussing, 1986), en enterocitos de pollo (Montero et
al., 1989) y en membranas apicales de médula de rifién de conejo (Eveloff y
Warnock, 1987).

Medios hiperténicos provocan la estimulacién simultdnea de los inter-
cambiores Nat-H+ y ClI"-HCO3~ en glébulos rojos de Amphiuma (Cala,
1986), linfocitos humanos (Grinstein et al., 1984), membrana apical de ve-
jiga urinaria de Necturus (Ericson y Spring, 1982), tibulo proximal de
conejo (Greinstein y Rothstein, 1986) y en tibulos renales de asa ascendente
de ratén (Hebert, 1986). El resultado de la activacion de estos transporta-
dores serfa la entrada de NaCl al interior de la célula, y la salida de HCO3" y

H* al medio extracelular, que se eliminan en forma de CO».

La activacién de los mecanismos que regulan el volumen celular tras
shock hiperténico es, en la mayoria de los casos, desconocida. Algunos re-
sultados sugieren que en linfocitos la proteina cinasa C regula la actividad del
intercambiador Na*-H+ (Grinstein et al., 1986, 1992). En células de rifién
de rat6n es el AMPc quien activa los intercambiadores Na+-H*+ y CI"-HCO3-
(Hebert y Sun, 1988).

En medios hipotdnicos la regulacién del volumen ocurre por activacién
del cotransportador K+-Cl-, activacién paralela de los sistemas de

intercambio K+-H* y CI--HCO3", y por activacién de canales de K* y CI~.
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El resultado es pérdida neta de CIK y de agua. También se ha obervado

inactivacién del cotransportador 2CI"-Na*-K+ (Montero et al., 1989).

La activacién de los canales para el K+ y el Cl- en respuesta a medios
hipoténicos fue inicialmente descrita en células tumorales de Ehrlich
(Hoffman, 1985), y posteriormente en linfocitos (Grinstein et al., 1984), en
plaquetas (Livne et al., 1987), en fibroblastos humanos (Rugolo et al.,
1989), en vesicula biliar de Necturus (Furlong y Spring, 1990), entre otros
(Sarkadi y Parker, 1991). La activacién del cotransportador K*+-CI+, tras
shock hipoosmético, se ha descrito en glébulos rojos de diversas especies:
pato, perro, conejo, humanos, etc. (Kregenow, 1981; Parker, 1983; Lauf et
al., 1987) y la activacién paralela de los sistemas de intercambio K+-H* y Cl-
-HCOj3™ en glébulos rojos de Amphiuma (Cala, 1980).

Diversos estudios sugieren que el Ca2+ citosélico interviene en la
activacién de los mecanismos que recuperan el volumen celular tras shock
hipoténico (Eveloff y Warnock, 1987; Sarkadi y Parker, 1991; Pefia-
Rasgado et al., 1994). También se ha observado que formacos inhibidores
de la calmodulina inhiben la pérdida celular de K* y Cl-, lo cual sugiere la
participacién de esta proteina en la ativacion de los sistemas que median el
transporte de Cl- y K* (Hoffmann et al., 1984).

As{ mismo se ha sugerido que los componentes del citoesqueleto, red
de microtiibulos y filamentos celulares, intervienen en la regulacién del volu-
men celular actuando como mecanotransductores de algun tipo de sensor del
volumen celular (Hoffmann y Simonsen, 1989; Kleinzeller y Ziyadeh,
1990).
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OBJETO DEL TRABAJO

Durante los dltimos cuatro afios nuestro Grupo de Investigacion se ha
ocupado principalmente del estudio de los transportadores de iones presentes
en la membrana plasmadtica y la regulacién del pH intracelular en enterocitos
de pollo, con la ayuda PB89-0616 de la Direccién General de Investigacién
Cientifica y Técnica. En el marco de este proyecto se ha desarrollado el tra-

bajo experimental que presento para obtener el Grado de Doctor.

Los estudios fluorimétricos revelaron que los enterocitos de pollo regu-
laban su pH; y esta regulacién era en parte mediada por dos transportadores -
iénicos. Uno el intercambiador Na*-H* que intervenia en el mantenimiento
del pH; basal y en la recuperacion de éste tras una carga 4cida. - El otro trans-
portador era el intercambiador Cl-/base que también era funcional en condi-
ciones basales y estaba implicado en la recuperacién del pHj cuando éste se

desplazaba hacia el lado alcalino.

En estos estudios se utilizaron suspensiones celulares por 1o que no se
pudo determinar la localizacién apical y/o basolateral de dichos intercam-
biadores aniénicos. Por ello nos parecid interesante profundizar en el
conocimiento del funcionamiento de las células epiteliales segiin el siguiente

plan de trabajo:

1. Poner a punto las técnicas para obtener vesiculas de membrana apical y

basolateral de enterocitos de pollo.

2. Poner a punto las técnicas que permiten determinar la pureza de las

preparaciones de vesiculas de membrana obtenidas.
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3. Determinar la presencia del intercambiador Cl-/base en la membrana api-

cal de los enterocitos de pollo y caracterizarlo.

4. Determinar la presencia del intercambiador Na*-H* en la membrana api-

cal de los enterocitos de pollo y caracterizarlo.



MATERIALES Y METODOS
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado pollos de la raza Hubbard, suministrados por las
granjas de la empresa Copoll, de edades comprendidas entre cuatro y seis
semanas. Fueron alimentados con piensos Sanders de composicion estdndar,
con libre acceso al agua y mantenidos, en condiciones adecuadas de

temperatura y humedad, en el estabulario de la Facultad de Farmacia.
REACTIVOS

Los reactivos utilizados y todas las sales fueron suministrados por
Merck, Sharp y Dohme; y Sigma Chemical Co., Madrid; y el HoDIDS de
Molecular Probes (Eugene, OR). En la Tabla 2 se resumen las

concentraciones de las soluciones "stocks" empleadas en el presente estudio.
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Tabla 2. Soluciones stocks de los productos
quimicos utilizados (en mM).

Reactivo Stock disolvente
Amilorida 10 20% DMSO
cCcp 2 Etanol:Agua 1:1
Citocalasina B 14 DMSO
Floretina 50 DMSO
Florricina 100 etanol:Agua 1:1
H,DIDS 75 DMSO
Ouabaina 400 DMSO
PABA 200 etanol
PMSF 300 etanol
SITS 100 DMSO
Valinomicina 14 DMSO

Todos los stocks fueron conservados a -20 °C sin
pérdida de potencia.

COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES SALINAS.

Salvo que especificamente se indique, se han empleado las siguientes

soluciones salinas:

Solucién A: 100 mM Manitol, 50 mM GluconatoK y 70 mM
Hepes/Tris (pH 7,7) 0 70 mM Mes/Tris (pH 5,5).

Solucién B: sin potasio, igual que la solucién A pero sustituyendo el

gluconatoK isosméticamente por manitol (pH 7,7).
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Solucién C: con alto potasio, igual que la solucién A pero sustituyendo

el manitol isosméticamente por gluconatoK (pH 7,7).

Solucién D: con bicarbonato, 150 mM Manitol; 50 mM HCO3K;
20 mM Hepes-Tris (pH 7,7).

Solucién E: 300 mM manitol, 20 mM gluconatoK y 50 mM MES/Tris
(pH 5,5) o HEPES/Tris (pH 7,5).

Solucién E: 300 mM sorbitol, 10 mM HEPES/n-butilamina (pH 7,4).

Solucién G: 100mM sorbitol, 10 mM HEPES/n-butilamina (pH 7,4) y
}OO mM NaCl o 100 mM ColinaCl.

Solucién H: 300 mM manitol, 20 mM HEPES/Tris (pH 7,5).

Solucién I: 100 mM manitol, 20 mM HEPES/Tris (pH 7,5) y 100 mM
SCNNa o 100 mM SCNK.

La preparacién de los medios fue extempordnea y los pH de las
soluciones se midieron a la temperatura de uso de las mismas. Cuando a las
soluciones se afiadfan sustratos y modificantes a concentraciones superiores a
10 mM se redujo equiosmolarmente la concentracién de manitol. En el caso
en que los modificantes afiadidos procedieran de soluciones concentradas no

acuosas, se adiciono a los controles la misma cantidad de disolvente (<1%).

Cuando se utilizaron inhibidores, estos se afiadieron tanto a los medios
de incubacién como a la suspensién de vesiculas, las cuales se incubaron

durante 15 minutos con el correspondiente inhibidor.
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MARCADORES RADIOACTIVOS

Se han empleados los siguientes radioisétopos: 36C1 (HCI), que se
neutralizé con Tris base antes de su uso, 22Na (NaCl), 14C-a-Metil-glucosa

y 14C-D-glucosa, ambos en disolucién 1:9 Etanol:Agua. Los marcadores

fueron adquiridos en DuPont NEN ® y Amersham®.

METODOS PARA LA OBTENCION DE LAS VESICULAS DE
LA MEMBRANA APICAL

1. Método de doble precipitacion con magnesio (Método I).

Se ha seguido la técnica descrita por Dalle (tesis doctoral, 1993). Se
decapita y desangra el pollo sin previo ayuno. Tras laparatomia se resecan
aproximadamente 20 cm de la zona media del intestino delgado,

desprendiéndo el tejido mesentérico adherido.

El intestino se lava con suero fisiolégico a 4°C (mantenido en bafio de
hielo), se abre longitudinalmente, se seca sobre papel de filtro, se pesa, se
coloca en papel de aluminio, se congela en nitrégeno liquido y se guarda a
-80 °C hasta su uso.

Para obtener las vesiculas de la membrana apical se sigue el protocolo
indicado en el esquema de la Figura 3. Se parte de aproximadamente 40 g de
intestino entero, se descongela en 80 ml de una solucién que contiene (en
mM): 500 Sorbitol, 6 HEPES/N-butilamina (pH 7,4), 1 EGTA, 0,6 PMSF y
1 4cido p-aminobenzoico, y se corta en pequeiias piezas. Se homogeneiza

con un triturador Waring Blender (W.B.) a alta velocidad durante 3 minutos,
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se filtra a través de una gasa de algodén y después a través de una malla de
nylon. De este homogeneizado se toman alicuotas, que se conservan a -20°C,

para la posterior determinacién enzimdtica y de la concentracién de proteinas.

Al resto del homogeneizado se aflade MgCly para una concentracién
final de 10 mM y se vuelve a triturar a alta velocidad durante 30 segundos.
La suspensién se deja en reposo 30 minutos y se centrifuga a 2.000 g durante
15 minutos. El sobrenadante se recoge y se centrifuga a 20.000 g durante 30
minutos. El sedimento resultante se resuspende en unos 10 ml de la solucién
con la que se van a cargar las vesiculas de membrana que también contiene
0,5 % PMSF y 0,2 % PABA. Esta suspensién se homogeneiza mediante 10
golpes con homogeneizador teflén-cristal en Black-Decker (BD 156-H1D) y
se lleva aproximadamente a 60 ml con la misma solucién. Se afiade de nuevo
MgCly para una concentracién final de 10 mM y se deja en reposo 30

minutos.

A continuacién se centrifuga a 2.000 g durante 15 minutos. El
sobrenadante se recoge y centrifuga a 20.000 g durante 30 minutos. El
precipitado final, que contiene las vesiculas de la membrana apical (BBMV),
se resuspende en la solucién con la que se desea cargar las vesiculas, para
obtener una concentracién final de 20-30 mg de proteina/ml. La resuspension
se hace con una jeringuilla de insulina (25 g) para favorecer la

homogenizacién de las vesiculas.

Finalmente, la suspensién de vesiculas se distribuye en alicuotas de 50
a 100 ul en tubos eppendorf que se guardan en nitrégeno liquido hasta el
momento de su utilizacién. Todo el proceso se realiza a 4°C y todas las

centrifugaciones en Centrifuga Beckman J2-21, con rotor modelo J-21.
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Descongelar tejido

LTrilurar 3

Precipitacién con MgCl2
lReposo 30
HOMOGENEIZADO
{ 2.000g, 15
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‘ 20.000 g, 30’
Sy P,
Resuspender
Homogeneizar
Precipitacién con MgClp
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HOMOGENEIZADO
] 2000g, 15
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! 20.000 g 30°
S 4 P4

Figura 3. Esquema de obtencién de BBMV por doble
precipitacién con Mgt+. (Método 1)
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2. Método de simple precipitacion con magnesio (Método II)

Se ha utilizado la técnica descrita por Shirazi-Beechey, 1988. El pollo
se sacrifica mediante inyecci6n intravenosa de uretano (1g/Kg de peso). Tras
laparatomia se resecan aproximadamente 20 cm de la zona media del intestino

delgado, desprendiéndolo del tejido mesentérico adherido.

El intestino se lava con suero fisioldgico a 4°C, (mantenido en baiio de
hielo), se abre longitudinalmente, se seca sobre papel de filtro y se raspa la
mucosa. La mucosa se pesa, se coloca en papel de aluminio, se congela en

nitrégeno liquido y se guarda a -80 °C hasta su uso.

Las vesiculas se obtienen siguiendo el protocolo que se indica en el
esquema de la Figura 4. Se colocan 6-10 g de mucosa en aproximadamente
100 ml de solucién A que contiene (en mM): 100 Manitol, 2 Hepes-Tris,
pH 7,1, se deja descongelar y se homogeneiza en triturador Waring-Blender
(W. B.) a alta velocidad durante 30 minutos. El homogeneizado obtenido se
pasa a través de un Buchner y se lava con la misma solucién. Se toman
alicuotas, que se filtran a través de una media de nylon y se congelan, para

posteriores determinaciones enzimdticas y de proteinas.

Se afiade al homogeneizado MgCly, gota a gota, para una concentracion
final de 10 mM y se agita suavemente durante 20 minutos. A continuacién se
centrifuga a 3.000 g durante 15 minutos, se recoge el sobrenadante y se

centrifuga a 30.000 g durante 35 minutos.

El precipitado obtenido se resuspende en una solucién B que contiene
(en mM) 100 manitol, 0,1 MgSQOy4, 2 Hepes-Tris, pH 7,4, con pipeta

Pasteur de pldstico. Esta suspensién se homogeneiza con homogeneizador
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teflén/cristal a mano, con al menos 50 golpes. A continuacién se lleva a un
volumen de 35-40 ml de la misma solucién y se centrifuga a 30.000 g durante

35 minutos.

El sedimento final, que contiene las vesiculas de la membrana apical
(BBMYV), se resuspende con jeringuilla de insulina (25 g) en la solucién con
la que se desea cargar las vesiculas, para obtener una concentracién final de
proteinas de 25-30 mg/ml. Depués se pasa, al menos dos veces, por otra
jeringuilla con aguja de (28 g). Se divide en alicuotas de 50 a 100 pl en tubos
eppendorf, que se congelan inmediatamente en nitrégeno liquido, donde se

guardan hasta el momento de su utilizacién.

Todos los pasos se realizan sobre bafio de hielo.
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Descongelar tejido
W.B. 30"
\4
Precipitacién con MgCly
Agitacion suave 20'
\/
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v v
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Homogeneizar Tefl6én/cristal
HOMOGENEIZADO
' 30.000 g 30'
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BBMYV

Figura 4. Esquema de obtencién de BBMV por simple
precipitacién con Mg*+. (Método 1I).
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OBTENCION DE VESICULAS DE LA MEMBRANA
BASOLATERAL.

Se ha seguido el método descrito por Dyer et al. (1990). Todos los
pasos se llevan a cabo a una temperatura entre 0-4 °C. La obtencién de la
mucosa se realiza del modo ya indicado en el apartado anterior y la de las
vesiculas segiin el protocolo del esquema de la Figura 5. Se toman entre
5-10 g de mucosa congelada y se colocan en la solucién 1, que contiene (en
mM) 12,5 NaCl, 1 Tris/HCI pH 8, 0,2 PMSF, 0,5 DTT, 0,2 Benzamidina

en la proporcién de 10 ml por cada gramo de mucosa.

Una vez descongelado el tejido se homogeneiza con un
homogeneizador Ystral Politrén, en posicién 5 durante 1 minuto. Del
homogeneizado obtenido se toman muestras para posteriores determinaciones
enzimdticas y de concentracién de proteinas, que se filtran a través de una
maya de nylon para quitar la espuma y el mucus. El resto del homogeneizado
se diluye 10 veces con el mismo tampén y se centrifuga utilizando un rotor
modelo JA-14 de dngulo fijo a 500 g durante 10 minutos. El sobrenadante se

centrifuga a 20.000 g durante 15 minutos en el mismo rotor.

El precipitado obtenido se resuspende en 20 ml del tampdn 2, que
contiene (en mM) 100 manitol, 2 HEPES/Tris, pH 7,1. Se homogeneiza 2
veces durante 30 segundos con el Ystral Politron en posicién 4, y se lleva a
40 ml con la mismo solucién. A este volumen se le afiade MgCly para una

concentracién final de 8 mM y se agita suavemente durante 20 minutos.
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Las membranas se sedimentan por centrifugacién a 2.000 g durante
10 minutos. El precipitado resultante se resuspende en 40 ml del tampén 2 y
se centrifuga a 20.000 g durante 15 minutos. El precipitado que obtenemos
se resuspende en 9 ml del tampén 3, que contiene (en mM) 250 sorbitol, 20
HEPES/Tris, pH 7,5, y la suspensién se homogeneiza con 100 golpes en
homogeneizador Dounce (teflon-cristal). Alicuotas de aproximadamente
1,5 ml de este homogeneizado se colocan gota a gota sobre gradientes de
sorbitol (ver siguiente apartado) y se centrifugan a 100.000 g, con rotor de
balanceo modelo S.W.Ti en Ultracentrifuga Beckman L7-65, durante 1 hora.

Mediante una jeringa se recoge una discreta banda blanquecina que
aparece cerca del borde superior de los tubos y se resuspende en 14 ml del
tamp6n con el que se desea cargar las vesiculas. La suspension se centrifuga
a 100.000 g durante 30 minutos en Ultracentrifuga con rotor modelo 42.1.
El precipitado resultante se resuspende en unos 300 pl del tampén anterior y
se pasa a través de una jeringa 27 g varias veces. La suspensidn de vesiculas
de la membrana basolateral se divide en alicuotas de 50 a 100 ul, que se

almacenan en N3 liquido.
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Descongelar tejido
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Figura 5. Esquema de la obtencion de vesiculas de la membrana
basolateral
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Preparacion de los gradientes de sorbitol

Se preparan 2 soluciones de sorbitol, una al 35% (p/v) y otra al 55%
(p/v), en tamp6n 20 mM HEPES/Tris, pH 7,5.

Para la formacién de los gradientes se utilizan dos cdmaras de vidrio (A
y B) comunicadas por un capilar con llave de paso (Figura 6). En la cdmara
B se coloca un agitador magnético y posee un orificio de salida al que se
conecta un tubo, que tras pasar por una bomba peristdltica (LKB Bromma
2132), llega hasta el fondo de los tubos de policarbonato de ultracentrifuga.
Al final del conducto se coloca un capilar metdlico de menor didmetro para

evitar turbulencias.

En la cdmara A se colocan 7,5 ml de la solucién de sorbitol al 55% y en
la cdmara B 7,5 ml de la solucién de sorbitol al 35%. A continuacién se pone
en marcha el agitador magnético y se abre la llave de paso que comunica
ambas cdmaras. La solucién sale a través del tubo de goma y llega a los
tubos de ultracentrifuga a una velocidad prefijada en la bomba peristdltica. De
esta manera la velocidad de salida de la solucién es siempre constante. El
gradiente se va formando ya que la solucién que llega al fondo del tubo es

cada vez més densa y va desplazando hacia arriba a la menos densa.

Para comprobar que el gradiente de sorbitol se ha formado se
centrifugan los tubos durante 1 hora a 100.000 g y se pesan fracciones
sucesivas de 1 ml. La relacién que se obtiene entre el peso de cada fraccion y
la posicién de las fracciones en el tubo de centrifuga se muestra en la

Figura 7.
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Figura 6. Esquema de las cdmaras para la formacién de los
gradientes de sorbitol.
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Figura 7. Perfil de los gradientes de densidad
del sorbitol 35-55 %.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINAS.

Fundamento

La concentracion de las proteinas en las preparaciones biolégicas
empleadas se ha determinado utilizando reactivos BIO-RAD® y siguiendo el
método descrito por Bradford (1976). Este método tiene la ventaja de ser

muy sensible, rdpido y especifico.

El reactivo Coomassie Brillant Blue G-250 se combina rdpidamente con
las proteinas dando lugar a un complejo azul, que queda en disolucién

durante al menos una hora.
Protocolo
Todo el ensayo se hace por duplicado

1. Preparacién del reactivo Coomassie Brillant Blue (CBB): Se diluye un
volumen del reactivo Bio-Rad en 4 voliimenes de agua destilada. Se filtra

a través de papel Whatman n®1 y se deja a temperatura ambiente.

2. Construccién de la curva patrén: A partir de una solucién de 1,37 mg/ml
de y-Globulina (Bio-Rad), se preparan 6 soluciones estdndares, cuya

concentracion de proteinas va desde 0,014 mg/ml a 1,37 mg/ml

3. Se llevan a tubos de ensayo 100 pl de cada solucién patrén y de cada
muestra problema, previamente diluida para que entre en el rango de la

curva patrén.
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4. Se afiaden 5 ml del reactivo CBB a cada tubo de ensayo, se agita y

espera 10 minutos.

5. Se lee a 595 nm frente al blanco (5 ml de reactivo CBB mds 100 pl de

agua), en un plazo de 50 minutos.

Una vez conocidas todas las absorbancias, se determina la
concentracién de proteinas de las muestras bioldgicas a partir de la curva

patron.
VALORACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Todas las determinaciones enzimdticas se han llevado a cabo mediante
métodos espectrofotométricos (Espectrofotémetro Shimadzu UV-120-01).

Para conseguir mayor fiabilidad las muestras se han procesado por triplicado.
Valoracion de la actividad Sacarasa

La actividad sacarasa, caracteristica de la membrana apical de los
enterocitos, se ha determinado siguiendo el método descrito por Dahlqvist
(1963) y se ha utilizado el test Glucosa GOD-Perid® (Boehringer
Mannheim).

Fundamento

Se incuba la solucién problema con una solucién que lleva el sustrato
(sacarosa) durante 30 minutos. Durante ese tiempo la sacarosa es

transformada en glucosa y fructosa por la sacarasa presente en las muestras.

Sacara
Sacarosa carasa > Glucosa + Fructosa
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La actividad de la sacarasa se bloquea desnaturalizando la proteina con
temperaturas elevadas antes de proceder a la determinacién de la glucosa
utilizando el test de la glucosa oxidasa.

La glucosa oxidasa (GOD) transforma la glucosa en 4cido glucénico y
peréxido de hidrégeno, el cual reacciona con 2,2'-azino-di-[3-etil-
benzotiazolina-dcido sulfénico-(6)]-sal diamdnica (ABTS®) dando lugar a un
complejo coloreado. Esta reaccidn es catalizada por la peroxidasa (POD) y es

estable. La absorbancia del complejo coloreado se mide a 436 nm.

Glucosa Oxidasa

Glucosa » Ac. Glucénico + HyO,
Peroxidasa .
H,0, + ABTS® > Complejo coloreado
Protocolo

1. Preparacién de las muestras: En cada tubo de ensayo se colocan 50 pl de
la muestra problema. La cantidad de protefna recomendada es 30-60 pug

para el homogeneizado y 1-3 g para las vesiculas de la membrana apical.

2. Se afiaden 50 pl de la solucién tampén de sustrato (56 mM sacarosa en
0,1 M tampén de maleato a pH 6 con NaOH) y se incuba a 37°C en bafio
termostdtico BT (SBS) durante 30 minutos.

3. La reaccidn se para incubando los tubos a 100 °C durante 2 minutos y

después se dejan enfriar a temperatura ambiente.
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4. Se adicionan 5 ml de una solucién (S) que contiene: 0,1 M tampdn
fosfato (pH 7), POD (= 0,8 U/I), GOD (= 10 U/I), ABTS® (1mg/ml) y
dejamos a temperatura ambiente (20-25 °C) durante 25 minutos para el

desarrollo del color.
5. Se lee frente al blanco (100 pl agua destilada + 5 ml solucién S).

Como estdndar se toman 100 pl de una solucién de glucosa (0,5 mM) a

la que también se le afiaden 5 ml de la solucién S.

Siempre se hace un blanco de cada muestra bioldgica que consiste en
afiadir los 50 pl de sustrato a la muestra problema después de llevarla a
ebullicién durante 2 minutos y se procesan el resto de los tubos igual que a
partir del punto 5. El valor de este blanco se restard del valor de sus
respectivas muestras bioldgicas, ya que nos indica la cantidad de glucosa que

hay en la muestra bioldgica antes de la reaccién.

Una vez conocidas las absorbancias de las muestras y del estdndar se

calcula la cantidad de sacarosa que se ha catalizado:

Am'Ab X C

Aegt x tx mg prot vol,

pumol glucosa/min/mg prot =

Donde Ia A, Ap, Aest, son las absorbancias de la muestra biolégica,
blanco y estdndar respectivamente; C, mmoles de glucosa en la solucién
estdndar; voly, volumen de muestra bilolégica; t, tiempo de reaccién, y mg,

mg de proteina en el tubo de ensayo..



Materiales y Métodos 55

Valoracion de la actividad Nat-K*+-ATPasa.

Fundamento

La Na+-K*-ATPasa se localiza en la membrana basolateral del epitelio
intestinal y es inhibida por la ouabaina. Su actividad se ha determinado de
acuerdo con el método descrito por Bevan et al. (1989), en presencia y
ausencia de ouabaina. Por sustraccién obtenemos el valor de la actividad de
la Nat-K*+-ATPasa.

El método consiste en evaluar el fésforo inorgdnico (Pi) liberado por la
actuacién del enzima presente en las muestras bioldgicas sobre el ATP. La

cantidad de fésforo liberado se determina por la técnica colorimétrica de
Peterson (1977).

Protocolo
1. Soluciones requeridas:

Solucién 1 (en mM): 62,5 Imidazol, 50 KCl, 250 NaCl, 0,5 EDTA, 15
MgSO4, pH 7,6 con HCI. Estable 2-3 semanas a 4 °C.

Solucién 2 (en mM): 62,5 Imidazol, 7,5 Tris/ATP, pH 7,6 con HCl.
Estable 2-3 meses a -20 2C.

2. Soluciones estdndares: se preparan soluciones que contienen distintas

concentraciones de NaPO4H3 en un rango de 20-80 pig/tubo.

3. Procesamiento de las muestras problemas:
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a) En cada tubo de ensayo se colocan 50 pl de la correspondiente solucién
estdndar y de la muestra biolégica (200-500 pg protefna/ml). Se

afladen 100 pl de solucién 1 con o sin 4 mM de oubaina.

b) Se preincuba la mezcla a 37 °C durante 10 minutos. Pasado este
tiempo se afiaden a cada tubo 100 ul de la solucién 2, precalentada a
37 °C, con un intervalo de 10-15 segundos de tubo a tubo, se agita y

se deja en bafio a 37 °C durante 30 minutos.

c) Se detiene la reaccién afiadiendo 450 pl de una solucién de dodecil-
sulfato sédico (SDS) al 5% y se sacan los tubos del baiio.

4, Determinacion del Pi;

a) Se afiaden a cada tubo (problemas y estdndar) 500 pl de una solucidn
1,25% de heptamolibdato aménico en 2 N de HCl y después 50 pl del
reactivo Fiske-Subbarow. Este reactivo se prepara segin indicaciones

del envase y se diluye 3 veces.

b) Se mezcla y espera 30 minutos a temperatura ambiente y se lee a
700 nm frente al blanco.

Para ver el Pi que hay en la muestra problema se hace un blanco de cada
uno de ellos, que consiste en afiadir la muestra problema una vez afiadido el

SDS. El valor obtenido se resta de la muestra correspondiente.

Los umoles de Pi se calculan a partir de la curva patrén y se expresan

los resultados en pmoles de Pi/minuto/mg proteina.
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Valoraciéon de la actividad K-para-nitrofenil fosfatasa sensible a

ouabaina

Fundamento

La actividad de la fosfatasa activada por K* y sensible a ouabaina
(PNNPasa) es una reaccién intermedia de las ATPasas del tipo E{E; (Ray et
al., 1976) al que pertenece la Nat-K*-ATPasa y por tanto nos sirve de

marcador de la membrana basolateral de los enterocitos.

Su actividad se ha determinado siguiendo el método descrito por Colas
y Maroux (1980). Consiste en medir el para-nitrofenol liberado por accién de
la para-nitrofenil fosfatasa (pNPPasa) sobre el para-nitrofenil fosfato disédico
(pNPP).

La actividad de la enzima pNPPasa se define como la diferencia en la

actividad observada en ausencia y presencia de ouabaina.
Protocolo

1. Se preincuban 5-10 ul de la muestra biolégica a 37°C durante 2 minutos
(se toman aproximadamente 100 pg , 20 ug, 10 ug de proteinas para el
homogeneizado, BLMV, BBMYV respectivamente)

2. Se incuban las muestras durante 10 minutos a 37°C con 0,5 ml de una
solucién que contiene (en mM): 50 Tris/HCl (pH 7,5), 10 MgCla,
5 EDTA, 25 KCl, 5 pNPP y 1,7 mg/ml saponina, con o sin ouabaina
(4 mM).
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3. La actividad de la enzima se bloquea afiadiendo 0,5 mi de NaOH 1M,
que ademds provee el pH adecuado para que el p-nitrofenol se transforme
en una quinona de color amarillo que se mide, a 410 nm, frente a un
blanco de agua al que también se le afiade la solucién que contiene €l
pNNP.

La cantidad de p-nitrofenol liberado se calcula:

A x Vol¢

nmol pNPP/ min/ mg prot = —————
€ xtx mg

siendo A, la absorbancia de la muestra; Volc, volumen de la cubeta; €,
coeficiente de extincién molar que es 17.000 I/mol x cm; t, tiempo de

reaccién; mg, son los mg de proteinas en el volumen de 1a muestra problema.
Valoracién de la actividad citrato sintasa

~ La determinacién de la actividad de la citrato sintasa, marcador

mitocondrial, se realizé segiin el método descrito por Srere (1969).
_ Fundamento

La citrato sintasa (CS) cataliza la reaccién del acetil coenzima A (Ac
CoA) con ¢l oxalacetato (OAA) para formar citrato y coenzima A (CoA-SH).
El CoA-SH reacciona con el 3,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) dando el

i6n mercédptido que es el que se valora:

CS
OAA + Ac CoA ———p» C(itrato + CoA-SH
Co-SH + DNTB ——— I6n mercdptido
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Protocolo

1. Se prepara de forma extemporénea el DTNB (0,8 mM) y el OAA (2mM)
disolviéndolos en tampén Tris-HCI1 0,5 M a pH 8. El Ac CoA se prepara
en agua (3,4 mM).

2. En la cubeta de reaccién se colocan 10-20 pl de muestra biolégica
(10 pg proteinas para el homogeneizado y 20-30 ug de proteina para las
vesiculas de la membrana apical). Se afiaden los reactivos para una
concentracion final de 0,2 mM de OAA y 0,25 mM de DTNB, en un
volumen final de 1 ml. El Ac CoA, 0,1 mM, se aifiade justo antes de

medir, ya que la reaccién es muy rdpida.

4. Se lee a 412 nm frente a un blanco donde se ha omitido el Ac CoA yla

muestra bioldgica.

5. Los pmoles citrato/min/mg prot se calcula segiin la formula:

. . A X Vr
pmoles citrato/min/mg prot =

€xmg

donde €, es la absortividad molar que tiene un valor de 13,6 x 106
cm2/mol; A, es la absorbancia; V7, es el volumen de reaccién, y mg, son los

mg de proteinas en el volumen de la muestra problema.
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ESTUDIO DEL TRANSPORTE DE SOLUTOS POR LA
MEMBRANA

Las vesiculas de membrana se incuban con un medio de composicién
deseada, que contiene el sustrato en estudio, durante el periodo de tiempo
requerido. La incubacién se realiza a temperatura ambiente (25 °C), para lo
que las vesiculas se atemperan previamente durante 10 minutos. El periodo
de incubacién se inicia adicionando 10 ul (250 pug de proteina) de la

suspension de vesiculas a 90 pl de medio de incubacién.

Transcurrido el periodo de tiempo deseado, la incubacién se para con
2,5 ml de solucién de "parada” (4 °C), que detiene el transporte del sustrato
debido a su temperatura y a la dilucién del medio de incubacion. La
composicién de la solucién de parada es la misma que la solucién

intravesicular.

La separacién de las membranas del medio de incubacién se ha
realizado por filtracién (Hopfer et al., 1973), que permite una rdpida
separacion y por tanto el empleo de tiempos de incubacién del orden de

segundos.

Las muestras se filtran rdpidamente bajo vacio a través de un filtro de
nitrocelulosa, de 0,22 um de tamafio de poro, que retiene las vesiculas.
Inmediatamente los filtros se lavan con 5 ml de soluci6én de "parada” fria, con
el fin de eliminar la radioactividad retenida por el filtro y que no corresponde
a la contenida dentro de las vesiculas. Los filtros se llevan a viales que

contienen 5 ml de liquido de centelleo Ready Protein (Beckman). La
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radioactividad se determina por espectrometria de centelleo liquido, en
contador Kontron (3-Matic).

La unién no especifica del radioisétopo al filtro se determiné
adicionando solucién de "parada"” a la suspension de vesiculas antes de afiadir
el medio de incubacién y el valor de radioactividad que se mide se sustrae del
total de radioactividad medido en cada muestra.

Todos las medidas se hicieron por triplicado. Para determinar la
actividad especifica del radioisétopo en el medio de incubacién se toman
50 pl de la mezcla final (medio de incubacién y solucién de parada) en viales

con liquido de centelleo.

La entrada de soluto a las vesiculas se calcula como se indica a

continuacion:

cpm, - cpmy, Viix[SI1x Vg

umoles/mg prot = X
: cpmg, mg x Vg

donde cpm, son cuentas por minuto (p, del problema; b, del blanco; st,
del estdndar); Vp, i, s el volumen del medio de incubacién en ml; [S], es la
concentracién de sustrato en mM; Vg, es el volumen del estdndar en ml; mg,

son los mg de proteinas que hay en el tubo de reaccién, y Vi, es el volumen
filtrado en ml.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados se presentan como valores medios * el error estindar de
la media, acompainiados del nimero de experimentos independientes (n). Las
significacién de las diferencias entre medias se valoré mediante el test de la t
de Student, considerdndose estadisticamente significativas para valores de
p < 0,05.



RESULTADOS




Resultados 65

PUREZA DE LAS PREPARACIONES DE LAS VESICULAS DE
LA MEMBRANA APICAL Y DE LA MEMBRANA
BASOLATERAL DE ENTEROCITOS DE POLLO

El movimiento de glucosa a través de la membrana plasmadtica necesita
la interaccién con permeasas especificas. La absorcién de la glucosa en el
intestino y en los rifiones requiere el paso a través de las dos membranas de
las células epiteliales: la apical, o borde en cepillo, situada en la luz del
érgano, y la basolateral en contacto con el medio interno. El movimiento neto
de la glucosa a través de los epitelios intestinal y renal se debe a que sus
células presentan dos tipos de transporte para la glucosa: uno activo,
dependiente de Nat, inhibido por florricina (Crane, 1960) y localizado en la
membrana apical (Crane et al., 1961), y otro pasivo, independiente de Na*,
inhibido por floretina (Kimmich y Randles, 1978) y por citocalasina B
(Kimmich y Randles, 1979) y localizado en la membrana basolateral (Bihler y
Cybulski, 1973) (Figura 8). La glucosa atraviesa los epitelios en contra de
su gradiente de concentracién porque ambos tipos de transportadores actiian
en serie: la glucosa se concentra en las células por transporte activo y difunde
al plasma por difusi6n facilitada.
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Citocalasina B

Florricina

Nat

Az

Figura 8. Transportadores de aziicares en la membrana plasmdtica de los
enterocitos.
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Transporte de aziicares acoplado al Nat

Se ha clonado y secuenciado el ADN complementario que codifica el
transportador de glucosa acoplado al Nat en intestino delgado de conejo, el
llamado transportador SGLT-1 (Hediger et al., 1987; Wright, 1989, 1991,
1993). Esta secuencia de ADN, que determina una proteina de 662
aminodcidos y 73 kDal, no es homéloga de los genes responsables del
transporte de azicares independiente de Nat en mamiferos, levaduras o
bacterias (Balwin y Henderson, 1989). El gen clonado se ha expresado en
oocitos de Xenopus y en varios tipos de células de mamifero. En cada caso
el transportador clonado reproduce las propiedades del transportador de la
glucosa dependiente de Na*: selectividad para el azdcar y el Nat,
dependencia del potencial de membrana, constante aparente de transporte
(Km) para el azicar y constante aparente de inhibicién (Kj) para la florricina
(Umbach et al., 1990). A partir de la secuencia de aminodcidos predicha se
han sintetizado péptidos correspondientes a regiones extra e intracelulares del
transportador y se han obtenido anticuerpos contra ellos. Estos anticuerpoé
reconocen una proteina de unos 70 kDal de la membrana apical del epitelio
intestinal (Wright, 1989, 1991). Estos y otros estudios han revelado un gran
parecido entre los transportadores intestinales y los renales y entre los
transportadores intestinales de distintos mamiferos (Wright, 1989, 1991).
Inicialmente se propuso que el transportador funcionaba como un
homotetrdmero (Stevens et al., 1990). Mas recientemente se piensa que

funciona como un monémero.

En la actualidad, ademds de SGLT-1 que transporta dos Na*t y una

glucosa con alta afinidad, se han descrito otros dos transportadores de
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glucosa acoplados al Nat: el SGLT-2, de baja afinidad, que transporta
glucosa y Nat con estequiometria 1:1, y el SGLT-3 que presenta una
homologia del 60 % con SGLT-2. Estos tltimos se localizan en el epitelio
renal (Hediger et al., 1995).

Transporte de aziicares por difusion facilitada

También se han clonado y secuenciado los genes responsables de los
transportadores que median el transporte de glucosa por difusién, llamados
genéricamente GLUT. El GLUT del eritrocito humano, que es relativamente
abundante, fue aislado en 1977 y el gen correspondiente fue clonado en 1985
(Mueckler et al., 1985). Esa secuencia de ADN sirvié de sonda para aislar
genes homdélogos responsables de otros transportadores numerados
consecutivamente del 1 al 7 en orden de su descubrimiento (Thorens, 1993;
Goold y Holman, 1993). Estos transportadores se parecen por su secuencia,
estructura y funcién, pero difieren en su expresion en distintos tejidos. En
los enterocitos se expresa el GLUT-2 que se encuentra en la membrana
basolateral (Thorens et al., 1990) y el GLUT-5 en la apical (Davidson etal,
1992). Este tltimo parece ser el transportador de la fructosa (Buran et al.,
1992). El GLUT-1 estd presente en varios tejidos: eritrocitos, cerebro,
placenta, retina, etc. y el GLUT-3 se expresan en tejidos con alta demanda de
glucosa, como son cerebro y los nervios. El GLUT-4 solo se ha clonado y
secuenciado en el miisculo y tejido adiposo y el GLUT-6 parece ser una
modificacién del GLUT-3. Finalmente, el GLUT-7 se ha localizado en el
reticulo endopldsmico de higado (Gould y Holman, 1993).
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Caracteristicas de las vesiculas de la membrana apical o borde
en cepillo (BBMYV)

Se han utilizado dos métodos (I y II, ver Material y Métodos) para
obtener vesiculas de la membrana apical de los enterocitos de pollo, ambos
basados en la precipitacién de las membranas no apicales con el catién Mg2t,
El Mg2+ se une preferentemente a membranas no apicales, por presentar
mayor densidad de carga positiva que el resto de las membranas celulares
(Kessler et al., 1978).

La pureza de las preparaciones de las vesiculas de la membrana apical
se evalué midiendo las propiedades caracteristicas de esta membrana (la
actividad de la sacarasa y el transporte de o-Metil-Glucosa dependiente de
Nat), las de la membrana basolateral (la actividad de la Nat/K+-ATPasa o
de la p-NNPasa sensible a ouabaina) y las de membrana mitocondrial (la
actividad de la citrato sintasa). Los resultados revelan (Tabla 3) que, respecto
a la medida en el homogenado, la actividad de la sacarasa se enriquecid
aproximadamente 10 veces en los preparados de vesiculas de la membrana
apical obtenidos con el Método I y 18 veces en los obtenidos con el
Método II. La contaminacién por membrana basolateral (actividad de la
pNNPasa sensible a ouabaina y de la Nat/K*+ ATPasa) o mitocondrial
(actividad de la citrato sintasa) es pequefia en ambos tipos de membrana

apical y algo menor en las obtenidas con el Método II.
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Tabla 3. Actividades especificas y factores de enriquecimiento de enzimas
marcadores .

umol h-! mg-1
Enzima Marcador Método H A\ F. E.
de:
Sacarasa BBMV | 2,2 21,2 9,6
+0,84 19,6 +0,70
II 2,01 36,9 18,5
10,23 15,6 +1,8
Nat/K+t-ATPasa BLMV I 4,86 54 1,1
+1,08 +8 +0,15
pNPPasa BLMV I1 1,2 0,22 0,2
10,19 +0,04 10,06
Citrato Sintasa  Mitocondria I 54 0,09 0,019
30,5 10,01 40,001
II 5,8 0,043 0,007
10,19 10,01 +0,001

H, homogenado; V, vesiculas de la membrana apical; F.E., factor de
enriquecimiento, que viene dado como la relacién de la actividad especifica
medida en las preparaciones de vesiculas de membrana respecto a 1a medida en
el homogenado; Método I y Método II, métodos utilizados para la obtencion
de vesiculas de la membrana apical. La actividad especifica se expresa en

pmol - h-1 - mg-l. n=8
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La entrada del azidcar a las vesiculas de la membrana apical obtenidas
por el Método I se muestra en la Figura 9 y para las obtenidas con el Método
Il en la Figura 10. En ambos casos, la entrada del azicar independiente de
Na* aument6 con el tiempo de incubacién, alcanzando una meseta o estado
de equilibrio al cabo de 30 minutos. En el estado de equilibrio la
concentracién intravesicular de azicar se iguala a la extravesicular. En
presencia de Nat, las vesiculas acumularon azidcar transitoriamente. En las
obtenidas por el Método I la mdxima acumulacién se observé al cabo de un
minuto y tiene un valor de 3 veces el medido en el equilibrio. En las
vesiculas obtenidas por el Método II la acumulacidn del azdcar fue méxima a

los 30 segundos y 12 veces el valor obtenido en el equilibrio.

El volumen intravesicular se calculg a partir de la captacién del aziicar

medida en el equilibrio y es de 1 + 0,01 pl/mg proteina.

En el laboratorio de la Dra. S. Shirazy-Beechey se ha realizado un
estudio inmunolégico ("Western blot") del SGLT-1 de las membranas
apicales de enterocitos de conejo, pollo y cordero (Vazquez et al., 1993). Se
empled un anticuerpo policlonal que reconoce la secuencia de aminoécidos
412-420 del SGLT-1 del intestino delgado de conejo. La Figura 11 muestra
que dicho anticuerpo reconoce una proteina de aproximadamente 64 Kd en
las membranas apicales de los enterocitos de pollo. En el caso del cordero y

de la oveja la protefna es de 70 Kd y 75 Kd, respectivamente
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Figura 9. Entrada de o-Metil-Glucosa a lo largo del
tiempo a BBMV aisladas del yeyuno de pollo con el
Método 1. Las vesiculas estaban cargadas con la
solucion F y la composicién de los medios de
incubacioén fue la solucién G que contenfa 0,1 mM a-

M-Glucosa y trazas de 14C-a-MG. n=4.
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Figura 10. Entrada de Glucosa a lo largo del tiempo
en BBMYV aisladas del yeyuno de pollo con el Método
II. Las vesiculas estaban cargadas con la solucién H y
la composicién de los medios de incubacién fue la
solucién I que contenfa 0,1 mM Glucosa y trazas de

14C_Glucosa. n=4.
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75 KDa

Conejo Pollo Cordero

Figura 11. Andlisis inmunolégico del SGLT-1 ¢en vesiculas de membrana
apical de intestino delgado del concjo. cordero y pollo.
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Vesiculas de la membrana basolateral (BLMYV)

Al igual que en el caso de las preparaciones de vesiculas de la
membrana apical, la pureza de las preparaciones de vesiculas de 1a membrana
basolateral de los enterocitos de pollo se estimé midiendo la actividad de
enzimas marcadores de membranas, el transporte de glucosa e
inmunolégicamente el tipo de transportador de glucosa presente en las

membranas obtenidas.

En la Tabla 3 se resume la actividad de la sacarasa y de la p-NPPasa.
Las preparaciones de vesiculas de la membrana basolateral presentaron un
enriquecimiento en la actividad de la p-NPPasa sensible a ouabaina de 8,

mientras que el factor de enriquecimiento para la actividad sacarasa fue tan
solo de 0,6.

La captacién de glucosa por las vesiculas de la membrana basolateral no
se modificé por la presencia de Nat en el medio de incubacién (Figura 12) y
fue inhibida (Figura 13) por la citocalasina B (50 uM) y la floretina (100 uM)

en un 30,5 % y 41,6 %, respectivamente.

En el laboratorio de la Dra. S. Shirazy-Beechey se realizé un estudio
inmunoldgico ("Western Blot") del GLUT-2 de las membranas basolaterales
de los enterocitos de pollo. Se empleo como control el homogenado de
higado de rata. La Figura 14 muestra que el anticuerpo reconoce en las
membranas basolaterales de los enterocitos de pollo una proteina de
semejante peso molecular a la (64 KDa) que el GLUT-2 presente en

homogenado de higado de rata.
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Tabla 4. Actividades especificas y factores de enriquecimiento de
enzimas marcadores de BLMV.

umol h! mg-!
Enzima Marcador H V F. E.
de:
pNPPasa BLMV 1,22 9,8 8,0
+0,14 10,66 +0,12
Sacarasa BBMV 2,6 1,56 0,6
10,2 +0,17 +0,08

H, homogenado; V, vesiculas de la membrana basolateral; F.E., factor de
enriquecimiento que viene dado como la relacién de la actividad
especifica medida en las preparaciones de vesiculas de membrana respecto
a la medida en el homogenado. La actividad especifica se expresa en

pumol - h-1 - mg-l. n=7.
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Figura 12. Entrada de Glucosa a lo largo del tiempo
en BLMV aisladas de yeyuno de pollo. Las vesiculas
estaban cargadas con la solucién H y la composicién
del medio de incubacién fue la solucién I que
contenfan 0,1 mM Glucosa y trazas de 14C-Glucosa.
n=4.
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Figura 13. Entrada de glucosa a BLMV de
enterocitos de pollo. Las vesiculas se
preincubaron durante 15 minutos con 50 uM de
citocalasina B (Citoc. B) o con 100 uM de
Floretina (Flor.). La duracién del periodo de
transporte fue de 1 minuto. n=4.
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64 KDa — —

Higado BLMV  Mucosa
de rata pollo intestinal
del pollo

Figura 14. Andlisis inmunoligico del GLUT-2 en vesiculas de
membrana basolateral de intestino delgado del pollo y de higado de
rata.
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TRANSPORTE DEL CL-EN VESICULAS DE LA MEMBRANA
APICAL DE LOS ENTEROCITOS DE POLLO

‘La presencia del intercambiador Cl~/base en las membranas apicales de
los enterocitos de pollo se ha determinado midiendo la entrada‘de cloruro a las
mismas en presencia (pH;j 7,7/pH, 5,5) y ausencia (pH; 7,7/pH, 7,7) de un
gradiente de pH. Se ha utilizado 36C1- como marcador de Cl-. Todas las

medidas se han realizado en medios nominalmente libres de Na¥.

Un gradiente de pH estimulé transitoriamente la entrada de cloruro a las
vesiculas de la membrana apical (Figura 15). La captacién de cloruro fue
méxima entre 1 y 10 minutos de incubaci6én y aproximadamente el doble de la
observada en el estado de equilibrio. En ausencia de un gradiente de pH la
captacién de Cl- aumenté con el tiempo, alcanzando una meseta a partir de los

15 minutos.

El volumen intravesicular se calcul6 a partir de la captacién de Cl-
medida en el estado de equilibrio y tiene un valor de
0,67 £ 0,04 ul/mg proteina.
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nmol Cl- / mg proteina
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Figura 15. Gradiente de pH y entrada de Cl-a BBMV.
Vesiculas cargadas con solucién A, a pH 7,7, se incubaron
en solucién A, a pH 7,7 o 5,5. La concentracion de

36C1 fue 10 mM. n=4.
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La estimulacién en la entrada del cloruro a las vesiculas de membrana
inducida por el gradiente de pH podria ser debida, total o parcialmente, a la
acumulacién de cargas positivas dentro de las mismas, provocada por la
disipacién del gradiente de pH. Para evitar el efecto del gradiente eléctrico
sobre la captacién del cloruro por las vesiculas de membranas apicales, las
medidas se repitieron en condiciones experimentales en las que se anul6 la
generacién del potencial de membrana. Para ello, se colocé la misma
concentracién de K* dentro y fuera de las vesiculas y se afiade valinomicina

al medio de incubacién (condiciones de "voltaje anulado").

La valinomicina causé una pequeifia, pero significativa, disminucién en
la entrada del cloruro después de 5 minutos de incubacién (Figura 16). El
resto de los experimentos descritos en la presente Memoria se hicieron bajo

condiciones de "voltaje anulado".
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Figura 16. Efecto de la valinomicina sobre la entrada de CI- a BBMV
con y sin gradiente de pH. Las vesiculas cargadas con solucién A, a pH
7,7, se incubaron en solucién A, a pH 7,7 0 5,5. La concentracién de
36C1- fue de 10 mM y la de valinomicina (val) de 45 uM. n=5.
*P < 0,05, 1a diferencia con y sin valinomicina.
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Efecto de la osmolaridad sobre el transporte de cloruro

La cantidad de cloruro atrapado por las vesiculas de membrana es el
resultado de la uni6n no especifica del anién a la membrana y de la entrada del
anién al espacio intravesicular. La unién no especifica de los sustratos a la
superficie de la membrana puede sobreestimar los valores de transporte del
sustrato por las vesiculas de membrana. Para cuantificar la unién no
especifica se midi6 la entrada de cloruro a vesiculas incubadas en medios con
diferente osmolaridad, que se consigui6 variando la concentracién de manitol.
Los experimentos se realizaron en presencia de un gradiente de pH y el

periodo de incubacién fue de 90 minutos.

La entrada de CI- a las vesiculas disminuy6 al aumentar la osmolaridad
del medio de incubacién (Figura 17). La relacién entre la captacién de cloruro
y el inverso de la osmolaridad fue lineal. La extrapolacién de la linea a
osmolaridad infinita, donde el volumen intravesicular es cero, permite calcular
la unién inespecifica del cloruro a las membranas. Dicha unién fue
0,13 nmol/mg proteina y representa un 3,5 % de la entrada de cloruro
medida en condiciones estdndar: osmolaridad de 270 mosmoles/1. Estos
resultados indican que la unién inespecifica del cloruro a l1a membrana es
despreciable y que pricticamente todo el Cl- retenido por las vesiculas de

membrana se encuentra en el espacio intravesicular osméticamente activo.

Estas conclusiones se vieron corroboradas por los resultados obtenidos
empleando el ionéforo de protones carbonilcianida m-clorofenilhidrazona
(CCCP). La Figura 18 muestra que, tras 5 min de incubacién y en presencia
de un gradiente de pH, la adicién de 95 uM de CCCP provocé la liberacién

del cloruro previamente captado por las vesiculas.
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Figura 17. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre la
entrada de Cl~ a las BBMV. Las vesiculas cargadas con
solucién A, a pH 7,7 y osmolaridad de 270 mosmol/l, se
incubaron durante 1 hora en la solucién A, a pH 5,5, de
osmolaridad variable. La concentracién de 36Cl1- fue de
5 mM., n=3, La ecuacién de 1la recta es:
y = 0,12975 + 0,9453 x, r=0,983.
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Figura 18. Efecto del CCCP sobre la entrada de Cl- a
las BBMV. Condiciones experimentales como en
Figura 16. n=6. * P < 0,005 respecto al transporte

medido con gradiente de pH.
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Efecto de los derivados de estilbeno sobre el transporte de

cloruro dependiente del gradiente de pH.

Los resultados expuestos revelan la presencia en la membrana apical de
los enterocitos de pollo de un sistema electroneutro que transporta ClI-
acoplado al gradiente de protones o del i6n hidroxilo. Para poner de
manifiesto si dicho sistema de transporte era un transportador aniénico, se
midi6 el efecto de los derivados de estilbeno, Hp-DIDS y SITS, sobre la
entrada de cloruro a vesiculas de la membrana apical. Los derivados de
estilbeno se han descrito como inhibidores relativamente especificos de los

transportadores aniénicos (Cabanchik et al., 1978).

En estos experimentos se midié 1a entrada de Cl1- a las vesiculas de la
membrana apical en presencia y ausencia de un gradiente de pH y de los
correspondientes inhibidores. En presencia de un gradiente de pH el SITS
(Figura 19 A) y el HoDIDS (Figura 19 B) inhibieron el transporte de cloruro
en aproximadamente un 70 %. En ausencia de un gradiente de pH, la
inhibicién provocada por el SITS fue de un 32 %, mientras que el HoDIDS

no tuvo efecto.

La relacion entre el porcentaje de inhibicién de la entrada de cloruro
dependiente de pH y el logaritmo de la concentracién del SITS en el medio de
incubacién se muestra en la Figura 20. El 100 % de inhibicién se obtuvo con
5 mM de SITS. La representacién de Dixon (Figura 21) permite calcular la
concentracién de SITS necesaria para inhibir en un 50 % (ICsg) la entrada de
cloruro dependiente de pH y tiene un valor de 700 uM.v
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Figura 19. Efecto del SITS y el DIDS sobre la entrada de ClI- a BBMV. Las
vesfcula se incubaron con o sin el inhibidor correspondiente.
A.[36CI"]1= 10 mM y [SITS]= 3 mM. B. [36Cl"]= 5 mM y [H2DIDS]= 2 mM.
n=4. **P < 0,001, *P < 0,05, respecto al valor obtenido sin inhibidor.
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Figura 20. Efecto de la concentracién del SITS sobre la
entrada de cloruro a las BBMV. Las vesfculas cargadas con
solucién A, pH 7,7 se incubaron durante 15 s en solucién
A, pH 5,5 que contenfa 10 mM 36Cl-, 45 uM valinomicina
y SITS a las concentraciones indicadas. n=9.
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Figura 21. Representacién de Dixon. Se representan los datos
mostrados en la figura 20. La ecuacién de la recta es:
y =0,54166 + 0,75072 x. R = 0,980.
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Efecto del bicarbonato sobre la entrada de cloruro a las

vesiculas de la membrana apical.

Para investigar si el sistema electroneutro que transporta el Cl- acoplado
al gradiente de pH puede transportar bicarbonato en intercambio con Cl-, se
midi el efecto de un gradiente de bicarbonato, dirigido hacia el exterior de las
vesiculas de membrana, sobre la entrada de Cl- a las mismas. Las
condiciones experimentales empleadas se detallan en la Figura 22. Cuando se
impuso un gradiente de bicarbonato, éste solo se afiadié al medio
intravesicular a una concentracién de 50 mM y la capacidad amortiguadora de
las vesiculas se mantuvo constante, en las diferentes condiciones
experimentales, modificando adecuadamente la concentracion intravesicular
del HEPES /Tris. Los medios que contenfan bicarbonato se gasearon con
95% 02/5% CO2 y los que no lo contenian con 100% No.

Los resultados (Figura 23 A) revelan que la entrada del cloruro a las
vesiculas de membrana fue significativamente estimulada por la imposicién de
un gradiente de HCO3", tanto en presencia como en ausencia del gradiente de
pH.

Para eliminar el efecto del potencial de membrana, generado por la
disipacién de los gradientes de bicarbonato y de protones, los experimentos
se repitieron bajo condiciones de "voltaje anulado” tal como se explicé
anteriormente. Estas condiciones experimentales disminuyeron, pero no
anularon, la estimulacién en la entrada de cloruro a las vesiculas inducida por
un gradiente de bicarbonato (Figura 23 B), aunque la estimulacién solo fue

significativa en presencia de gradiente de pH. Los resultados sugieren que en
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presencia de bicarbonato la entrada del cloruro a las vesiculas de la membrana
apical puede estar acoplada de forma eléctricamente neutra a la salida de

bicarbonato.

(@) (b)

pH 7.7

PH 5.5 50mM HOO 5

pHS5.5

(c) (d)

pH 7.7

H7.7
P somM HCO4 | PH77

Figura 22. Condiones experimentales. a)y c) la solucién
intra y extravesicular fue 1a solucién A. b) y d) 1a solucién
intravesicular fue la solucién D y la extravesicular la A.
Todas ellas a los pH indicados.
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Figura 23. Gradiente de bicarbonato y entrada de ClI a las BBMV., Las
condiciones experimentales se indican en la Figura 8. [36Cl-]=5 mM.
A. sin valinomicina en el medio extravesicular; B. 45 uM valinomicina
en el medio extravesicular. * significativamente diferentes respecto al
valor obtenido sin gradiente de bicarbonato (anélisis del multifactor de la
varianza seguido del test de Tukey, *p < 0,05). n=6.
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Efecto de diversos aniones sobre el transporte de cloruro
dependiente de gradiente de pH en vesiculas de la membrana

apical.

Para determinar la selectividad aniénica del "lugar" extracelular del
transportador aniénico en estudio, se midi6 la entrada a las vesiculas de la
membrana apical de 10 mM 36Cl en presencia de 50 mM de la sal potédsica de
CI-, SCN-, HCO3-, I, Glu 0 HPO4, y con o sin gradiente de pH.

En presencia de un gradiente de pH, la entrada del Cl- a las vesiculas de
membrana fue diferentemente afectada por los distintos aniones (Tabla 5). En
ausencia de un gradiente de pH la entrada de Cl- a las vesiculas de membrana
no fue significativamente modificada por la presencia de otro anién en el

medio de incubacién (Tabla 5).

El transporte de Cl- dependiente del gradiente de pH (entrada en
presencia de gradiente de pH menos 1a observada en ausencia de gradiente de
pH), en las distintas condiciones experimentales y expresada en porcentaje, se
muestra en la Figura 24. El valor de 100 % se corresponde con la entrada de
cloruro dependiente de pH observada en presencia de 50 mM gluconato. La
selectividad aniénica por el "lugar" extracelular del transportador, que se
deduce de estos resultados, es de CI">SCN->HCO3 >I">Glu> H2PO4".
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Tabla 5. Efecto de distintos aniones sobre el transporte de Cl- en vesiculas de
membrana apical.

nmol 36Cl-/mg protefna

Condiciones  Gluec- HCO3~ H,POy4 Cl I SCN-

7,7i/5,50 3,31 2,45 3,78 2,19 2,68 2,29
0,35 +0,14 0,30 10,26 30,17 +0,19

7,71/7,70 1,93 1,90 1,89 2,08 2,01 1,91
0,08 10,17 10,08 0,29 0,12 0,11

Diferencia 1,38 0,55* 1,89%* 0,11* 0,67* 0,38*
+0,15 +0,03 0,15 0,01 10,04 +0,03

Las vesiculas se cargaron con la solucién C. El medio de incubacién contenia
(en mM): 5 36C1-, 50 gluconatoK, 50 ani6n potésico, 70 HEPES /Tris , pH 7,7 0
70 MES/Tris, pH 5,5 y 45 uM valinomicina. El tiempo de incubacién fue
1 minuto. Diferencia: transporte de Cl- en presencia de gradiente de pH menos
la observada en ausencia de gradiente de pH. *p < 0,001, **p > 0,005
respecto a la observada en presencia de gluconato. n=8.
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Figura 24. Efecto de distintos aniones sobre el transporte de CI
dependiente del gradiente de pH a BBMV. Se representan los
datos "diferencia" de la Tabla 5 en porcentaje respecto al
transporte observado en presencia de 50 mM gluconato.
*P < 0,001, **P < 0,005 comparado con el gluconato.
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Efecto de aniones en el medio intravesicular sobre la entrada de

cloruro a vesiculas de la membrana apical.

También se ha investigado si el "lugar” citosélico del transportador en
estudio puede ligar diferentes aniones, para lo que se impuso un gradiente de
CI-, I, HCO3~, SCN- o Gluconato~ dirigido hacia el exterior de las vesiculas
de membrana. Las vesiculas de membrana se cargaron con una solucién que
contenia 50 mM de la sal potésica del correspondiente anién. El medio
extravesicular contenfa en todos los casos 50 mM de gluconatoK. Se
consideré condicién experimental control aquella en la que el medio
intravesicular contenfa 50 mM GluconatoK. La entrada de Cl- a las vesiculas

de membrana se midié en ausencia del gradiente de pH y con o sin H2DIDS.

Los resultados obtenidos (Tabla 6) revelan que la entrada total de
cloruro a las vesiculas de membrana fue mdxima en presencia de un gradiente

de cloruro y en todos los casos significativamente inhibida por el HoDIDS.

La entrada de CI- a las vesiculas mediada por intercambio con el anién
intravesicular viene dada por la diferencia entre la entrada total y la observada
en presencia del inhibidor, en cada una de las situaciones experimentales. La
Figura 25 revela que el transporte de cloruro sensible al inhibidor fue,
respecto al observado en presencia de un gradiente de gluconato,
significativamente estimulado por un gradiente de Cl-, I- o HCO3~, pero no
por un gradiente de SCN-, lo que sugiere que la selectividad
aniénica del "lugar" citosélico del intercambiador es:
Cl->1I- 2 HCO3" > SCN- = Gluconato".
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Tabla 6. Efecto del gradiente aniénico dirigido hacia fuera de las vesiculas
sobre la entrada de CI" a las mismas, en ausencia de un gradiente de pH.

nmol 36Cl-/ mg proteina

Gluc Cr- HCO3 I SCN-

TOTAL 1,08 326" 1,78* 1,81% 1,54*

+0,22 +0,04 +0,14 10,08 $0,10

H,-DIDS 0,80 1,92* 1,28* 1,18* 1,21%
+0,03 +0,38 10,25 10,07 10,13

Diferencia 0,28 1,34% 0,50%*  0,63* 0,33
. 10,03 10,34 10,12 +0,02 +0,05

Las vesfculas de membrana se cargaron con una solucién que contenfa (en
mM): 100 manitol, 50 anién potdsico y 70 HEPES/Tris, pH 7,7. El medio de
incubacién fue la solucién A, pH 7,7. La concentracién en el medio de
incubacién de la valinomicina, del 36C1- y del Hy-DIDS fueron 45 uM, 10 mM
y 1 mM, respectivamente. El tiempo incubacién fue de 15s. Diferencia:
transporte de Cl- medido en ausencia de H2DIDS menos el medido en
presencia del inhibidor. n=5. *P <0,001, ** P < 0,05 comparada con la
obtenida con gradiente de gluconato.
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2,0
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Figura 25. Gradiente aniénico dirigido hacia fuera de
las BBMV y entrada de cloruro a las mismas en ausencia
de gradiente de pH. Se representan los valores
"diferencia" de la Tabla 6. *p< 0,001, **p < 0,05,
respecto al obtenido en presencia de gluconato.
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~ Entrada de 36Cl- a las vesiculas de la membrana apical en

funcién de la concentraciéon externa de cloruro.

La entrada de cloruro a las vesiculas de membrana se midié en presencia
y ausencia de gradiente de pH, con o sin gradiente de bicarbonato dirigido
hacia el exterior de las vesiculas y con o sin 5 mM de SITS, tal como se
muestra en la Figura 26. La concentracién de Cl- en el medio de incubacién
fuede 1, 5, 10, 20 y 40 mM.

En presencia de un gradiente de pH (condiciones experimentales a y b
de la Figura 26), la velocidad de entrada de Cl- a las vesiculas de membrana
aument6 con la concentracién del cloruro en el medio de incubacion, pero en
forma no proporcional (Figura 27 A). La curva presenta una’clara inflexién
entre 1 y 20 mM de cloruro, pasando a ser una recta a concentraciones del

anién superiores a 20 mM.

Los datos del transporte del Cl- se ajustaron mediante ordenador
(programa ENZFITER) a una curva que viene definida por la ecuacién [1], en
la que se distinguen dos componentes: uno saturable y otro no saturable
(difusion):

V= (Vmax'S/Km +S) +K¢'S [1]

donde V, es la velocidad inicial de entrada; S, la concentracién externa de
cloruro; Viax » €l valor de velocidad mdxima de transporte; Ky, la constante
de Michaelis-Menten, y K4, 1a constante aparente de difusién. Los valores de
Vimax » Km, ¥ Kd para el Cl- se indican en la Tabla 7.
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La contribucién del componente no saturable (difusion) a la entrada total
de CI" a las vesiculas de membrana también se evalué experimentalmente
midiendo el transporte de cloruro en presencia de SITS (condicién
experimental ¢ de la Figura 26) o en ausencia de gradiente de pH (condicién
experimental d de la Figura 26). Bajo ambas condiciones experimentales, la
relacién entre el transporte de cloruro y su concentracion externa fue lineal
(Figura 27 A), no observdndose diferencias significativas en el transporte de
cloruro obtenido con una y otra condicién experimental. A partir de esta
relacién se calculé la constante aparente de difusién para el cloruro, K4
(Tabla 7). La K4 obtenida experimentalmente no fue significativamente
diferente de la Ky calculada mediante ordenador (programa ENZFITTER).

Un gradiente de bicarbonato, dirigido hacia el exterior de las vesiculas,
estimulé la entrada de cloruro medida en ausencia de SITS pero no en

presencia del inhibidor (Figura 27 A).

La diferencia entre la entrada total de cloruro y la obtenida bien en
presencia de SITS o en ausencia de gradiente de pH nos mide la entrada
mediada por el intercambiador aniénico (Figura 27 B). La representacién de
estos valores de acuerdo con la ecuacién de Eadie-Hofstee (Figura 28)
permite calcular la constante aparente de transporte, Ky, y €l valor de
velocidad médxima de transporte para el cloruro, Viax . Los resultados se
resumen en la Tabla 7. El gradiente de bicarbonato incrementd 1a Viy,y sin
afectar a la K, . Los valores de Vimax ¥ Km calculados experimentalmente

no se diferencian de los estimados por el ordenador.
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(a) (b)
pH 7.7
pH 5.5 50mM HCO | PH 55
© (d)
pH 5.5 + SITS pH1.7

Figura 26. Condiciones experimentales. Enacydla
solucién intra y extravesicular fue la solucién A. En b la
solucién intravesicular fue la solucién D y la extravesicular la
A. En el caso ¢ se afiadié SITS tanto al medio intra como
extravesicular.
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Figura 27. Velocidad de entrada de CI~ a las BBMV en funcién de su
concentracién extravesicular. A. Las condiciones experimentales
empleadas se detallan en la figura 26. La concentracién del manitol
extravesicular se redujo equiosmolarmente segin la concentracién de Cl-.
La concentracién de valinomicina fue 45 uM y la de SITS 5 mM. El
tiempo de incubacién fue 15 s, B. Diferencia entre entrada observada en
presencia de gradiente de pH y la observada en presencia de SITS o
ausencia de gradiente de pH. n=8. * P< 0,001 respecto los datos
obtenidos en presencia de gradiente de bicarbonato.
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Figura 28. Representacién de Eadie-Hofstee. Se
representan los datos mostrados en la Figura 20 B, con (l) 0
sin (@) gradiente de bicarbonato. V, nmol Cl/mg protefna
por segundo. * P < 0,001 respecto a los datos obtenidos en
presencia de gradiente de bicarbonato.
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Tabla 7. Constantes aparentes del transporte de cloruro.

Vmax Km Kd
Sin HCO3-
Calculada 3,20 3,94 0,077
10,42 10,80 10,004
Experimental 3,63 5,00 0,068
0,33 10,90 +0,002
Con HCO3"
Calculada 6,83 4,13 0,084
+0,58* 10,82 +0,008
Experimental 6,40 5,26 0,068
+0,54* +0,80 0,002

Calculada: valores estimados mediante ordenador. Experimental: valores
obtenidos al evaluar experimentalmente ¢l componente de difusién del CI-.
La Vpax se expresa en nmol- mg protefna-l - 15 s-1, Kq en

nmol - mg protefna-!- 15 s -mM y la Ky en mM. n=5. *p<0,05
respecto a los valores obtenidos en ausencia de gradiente de bicarbonato.
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Actividad del transportador anionico y pH intravesicular

La sensibilidad del transportador aniénico, objeto de estudio, al pH
intravesicular se investigé midiendo la entrada de cloruro a vesiculas de la
membrana apical cargadas con soluciones tamponadas a distintos valores de
pH. El pH del medio extravesicular (pHo) fue 6,5 u 8. Los resultados se

muestran en la Figura 29.

El aumento del pH intravesicular (pHj) de 7 a 8 marcadamente
increment6 la entrada de cloruro a las vesiculas de membrana cuando el pHy
fue de 6,5 pero no a pHy de 8. La diferencia entre la entrada de Cl- medida a
pHop 6,5 y la medida a pH, 8 nos da la entrada inducida por el gradiente de
pH.

La relacién entre la entrada de cloruro y el pH; de acuerdo con la
ecuacién de Hill da un coeficiente de interaccién (n ) de 2,11 y una constante

de activacién para el H* intravesicular, [H+]g 5, de 39 nM (Figura 30).
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Figura 29. Efecto del pH intravesicular sobre la
entrada de cloruro a BBMV. Las vesiculas cargadas
con una solucién que contenfa (en mM): 100 manitol,
50 gluconatoK y 70 HEPES tamponada con Tris hasta
el pH; indicado, se incubaron durante 15 s con medios
que contenian (en mM): 5 36C1-, 100 manitol,
50 gluconatoK y 70 HEPES -Tris, pH 6.5 (M) u
8 (Q). (@) Diferencia entre la entrada de cloruro a
pHy 6,5 y 1a observada a pH, 8. n=S.
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Figura 30. Representacion de Hill. Se representa los

datos diferencia entre la entrada de Cl- a pHg 6,5 y la
entrada a pHg 8, mostrados en la Figura 29. La Vpax ,
velocidad mdxima de transporte de cloruro, se calculé a
partir de la ecuacién de Lineweaver-Burk. V, es la
velocidad de entrada de cloruro para cada valor de pHj.
y=-1563+2,11x. R=0,90
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Efecto del gradiente de K* sobre el transporte de cloruro

independiente de pH.

Ademds de la presencia de un sistema de transporte aniénico, se estudi6
si la membrana apical de los enterocitos de pollo posefa una conductancia
aniénica. Para ello se midi6 el efecto del potencial eléctrico de membrana
sobre la entrada de cloruro a las vesiculas de membrana en ausencia de
gradiente de pH. Un potencial eléctrico de membrana, positivo en el medio
intravesicular, se generd cargando las vesiculas con soluciones nominalmente
libres de K+ e incubédndolas en medios que contenian 100 mM K+. La
entrada de CI- a las vesiculas de membrana se midié en ausencia de gradiente
de pH, con y sin gradiente de K* y con y sin valinomicina en el medio de

incubacién. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 31.

El gradiente de Kt aument6 significativamente la entrada de cloruro
independiente de pH. En ausencia de gradiente transmembrana de K+ la
valinomicina no modificé la entrada de CI- a las vesiculas de membrana. Por
el contrario, en presencia de un gradiente de K* la valinomicina increment6 la

entrada de Cl- a las vesiculas de membrana.
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Figura 31. Efecto del potencial eléctrico de membrana sobre la
entrada de cloruro a BBMV en ausencia de gradiente de pH. Las
vesfculas se cargaron con la solucién B. Los medios de incubacién
que contenfan 10 mM 36Cl- fueron la solucién B (Ki = Ko) (@,0) o
1a solucién C (Ko > Ki) (H,@). (O,8W) 45 uM valinomicina. n=8.
* P < 0,005 comparado con los valores obtenidos en ausencia de

gradiente de K* y de valinomicina.
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La selectividad aniénica del proceso que media el movimiento de ClI-
independiente de gradiente de pH y dependiente de potencial de membrana, se
evalué midiendo la entrada de cloruro a las vesiculas de membrana en
presencia de un gradiente, dirigido hacia el interior de las vesiculas, de
PO4H3", Gluconato™, HCO3~, CI-, I- 0 SCN-. Las vesiculas se cargaron con
una solucién nominalmente libre de potasio y se incubaron en medios que
contenfan 50 mM gluconato potdsico y 50 mM del anién potdsico
correspondiente. Los experimentos se realizaron en ausencia de gradiente de
pH.

La Figura 32 muestra la capacidad de los distintos aniones ensayados
para inhibir la entrada del cloruro dependiente del potencial eléctrico de
membrana. Los resultados se expresan como procentaje respecto a la entrada
del cloruro observada en presencia de gluconato potdsico y sugieren la

siguiente selectividad aniénica: SCN- > I- > Cl- > HCO3™ > Glu™ > HPOq4~.
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Figura 32. Efecto de distintos aniones sobre la entrada de
cloruro a BBMV independiente de pH.Las vesiculas se
cargaron con la solucién B. El medio de incubacién contenfa
(enmM) 10 36Cl-, 50 gluconatoK, 50 ani6n potésico,
70 HEPES/Tris (pH 7,7), 5 SITS y 45 uM valinomicina. El
periodo de incubacién fue 1 minuto. n=8. * P < 0,001
comparado con la entrada de cloruro medida en presencia de

GluconatoK (Gluc-).
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TRANSPORTE DE Na+ EN LAS VESICULAS DE LA
MEMBRANA APICAL DE LOS ENTEROCITOS DE POLLO

La presencia del intercambiador Nat-H* en las vesiculas de la
membrana apical de los enterocitos de pollo se valoré midiendo la entrada de

22Nat* a las mismas en presencia y ausencia de un gradiente de pH.

Efecto de la osmolaridad sobre la entrada de Na*+

Al igual que para el cloruro, la unién inespecifica del Nat a la
superficie de la membrana se midi6 empleando medios de incubacién con
distinta osmolaridad. La captacién de Nat por las vesiculas guard6 una
relacién lineal con el inverso de la osmolaridad del medio de incubacién
(Figura 33) y 1a unién inespecifica del Na* representa un 55% de la captacién
observada a 440 mosmol/l, osmolaridad a la que se han realizado los

experimentos que a continuacién se detallan.



116 Resultados

o 2007

R

2

S 1507

o,

on

€ 100

S~

+

3]

E 50

Q

g

/9 . . .
0 2 4 6

1/osmolaridad (Osm-1)

Figura 33. Efecto de la osmolaridad extravesicular sobre la
entrada de Nat en BBMV. La osmolaridad del medio se aumentd
adicionando manitol a la solucién E. El tiempo de incubaci6n fue
una hora. La concentraci6én de Nat fue 0,1 mM. La recta se
calcul6 mediante un andlisis de regresién lineal, La ecuacién de la
recta es: y =644 + 22,86 x, r=0,965. n=5.
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Entrada de Nat+ a las vesiculas de la membrana apical y

gradiente de pH

La entrada de Na*t a las vesiculas de membrana se midié con
(pHj 5,5/pH, 7,5) y sin gradiente de pH (pH; 5,5/pHy 5,5). La presencia
de un gradiente de pH estimulé transitoriamente la captacién de Na* por las
vesiculas de membrana (Figura 34). La entrada mdxima ocurrié a los 5
minutos de incubacién y fue aproximadamente 4 veces el valor de la entrada
medida en ausencia del gradiente de pH en el equilibrio (30 minutos de

incubacién).

La disipacién del gradiente de pH daré lugar a la acumulacién de cargas
negativas en el interior de las vesiculas que estimulardn la entrada de Nat.
Para evitar la generacién de un gradiente de potencial eléctrico de membrana,
los experimentos se realizaron colocando la misma concentracién de K+
dentro y fuera de las vesiculas y afiadiendo valinomicina al medio de
incubacién (condiciones de "voltaje anulado"), como ya se ha explicado al

estudiar el transporte del cloruro.

Las condiciones de "voltaje anulado" significativamente disminuyeron,
pero no anularon, la estimulacién en la entrada de Na* inducida por el
gradiente de pH (Figura 35). Esta observacién permite concluir que,bajo
estas condiciones experimentales, la entrada de Nat estimulada por el
gradiente de pH es electroneutra. El resto de los experimentos se realizaron

bajo condiciones de "voltage anulado”.
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Figura 34. Entrada de Na* a las BBMV a lo largo del tiempo con o
sin gradiente de pH. Las soluciones intra y extravesicular fueron la

solucién E, pH 5,5 6 7,5, respectivamente. La entrada de 0,1 mM Na*

se midi6 en presencia (@) y en ausencia (O) de gradiente de H*.
n=6.
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Figura 35. Efecto de la valinomicina sobre la entrada de Na* a las
BBMYV a lo largo del tiempo. Las soluciones intra y extravesicular
fueron la solucién E, pH 5,5 6 7,5, respectivamente. La entrada de
0,1 mM Nat se midi6 en presencia (@,A) y en ausencia (O) de
gradiente de H*. (A), 45 uM valinomicina en el medio de incubacién.
n=6. *p<0,001 comparados con los valores obtenidos con
valinomicina.
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Efecto de la amilorida sobre el transporte de Na+ en vesiculas

de la membrana apical.

La amilorida inhibe varios sistemas de transporte de Na*, entre los que
se incluye el intercambiador Na*t-H*. La inhibicién por la amilorida del
transporte electroneutro de Nat dependiente de un gradiente de pH, es
indicativo de la presencia del intercambiador Na*-H* en la preparacién

bioldgica utilizada.

En la Figura 36 se observa que a los 5 minutos la entrada de Na*, a las
vesiculas de la membrana apical, independiente de voltage e inducida por el
gradiente de pH fue inhibida en un 65,5% por 0,1 mM amilorida. La
amilorida no afect6 significativamente a la entrada de Na‘t observada en

ausencia de gradiente de protones.

El efecto de distintas concentraciones de la amilorida (0,1, 1, 10, 25,
50, 75, 100, 1.000 y 2.500 uM) sobre la captacién de Na* por las vesiculas
de membrana se muestra en la Figura 37 A. La entrada de sodio disminuyé
al aumentar la concentracién de la amilorida, siendo pricticamente nula a una
concentracién de amilorida de 2,5 mM. La representacién de estos valores de
acuerdo con la ecuacién de Dixon (Figura 37 B) revela que la concentracion
de amilorida necesaria para inhibir en un 50% (ICsq) el transporte de Na*

dependiente de pH es de 44 uM.
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Figura 36. Efecto de la amilorida sobre la entrada de Nat a
BBMYV a lo largo del tiempo. Las vesiculas estaban cargadas con
solucién E, que también fue la solucién extravesicular. La entrada
de 0,1 mM de Nat se midi6 en presencia (A ,H) y en ausencia (O)
de gradiente de H*. (M), 1 mM de amilorida. Los medios de
incubacién contenfan 45 UM de valinomicina. n=6. *p < 0,001
comparado con los valores obtenidos con amilorida.
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Figura 37. Efecto de la concentracion de la amilorida sobre la
entrada de Na* a BBMV. A. El transporte de 0,1 mM de Na*
se midié durante 15 s en presencia y ausencia de gradiente de
pH, con las condiciones experimentales indicadas en la
Figura 34. Los datos representan el transporte dependiente de
pH, en % respecto al obtenido en ausencia de la amilorida. La
concentracion de la amilorida en el medio de incubacién varié
de 0 a2,5 mM. n=7. B. Representacién de los datos mostrados
en A.
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Velocidad de entrada de Na+ a las vesiculas de la membrana

apical y concentracién extravesicular del catién

La entrada de Na* a las vesiculas se midi6 en presencia y ausencia de
gradiente de pH y con diferentes concentraciones de Nat en el medio de
incubacion (1, 5, 10, 20, 40 y 80 mM).

La Figura 38 muestra que la cantidad de Nat captado por las vesiculas
de la membrana apical aumenta con la concentracién de éste en el medio de
incubacién. En presencia de un gradiente de pH la relacién entre la velocidad
de entrada de Nat y su concentracién extravesicular muestra una inflexién a
bajas concentraciones de Na* (1 a 10 mM) y se hace.lineal a altas
concentraciones de Nat (10 a 40 mM). Este comportamiento hace pensar en
la existencia de un componente saturable y de un componente de difusion que
adquiere importancia conforme aumenta la concentracién extravesicular de

Nat.

Para evaluar el componente de difusién del transporte del Nat se midi6
la velocidad de entrada del catién a las vesiculas de membrana en ausencia de
gradiente de pH. Bajo estas condiciones experimentales la captacién de Na*
por las vesiculas guarda una relacién lineal con la concentracién
extravesicular del catién (Figura 38). A partir de esta relacién se evalud la
constante aparente de difusién, K4, para el Na*t, que tiene un valor de

1,3 nmol / mg proteina / 15s / mM.
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Figura 38. Efecto de la concentracién externa de Nat sobre
la velocidad de captacién de Na* por las BBMV. El

transporte de Nat se midi6 durante 15 s. La osmolaridad del
medio extravesicular se mantuvo corrigiendo 1a concentracién

de manitol.

Las otras condiciones experimentales como las

indicadas en la Figura 34. Diferencia: entrada en presencia de
gradiente de pH menos 1a medida en ausencia de gradiente de

pH.
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La diferencia entre la velocidad de entrada de Na* en presencia de
gradiente de pH y la obtenida en ausencia de gradiente de pH sigue una
cinética de saturacién tipo Michaelis-Menten y representa la entrada de Na*
mediada por el sistema de transporte saturable y dependiente de gradiente de
pH (intercambiador Na*-H*). La representacién de estos datos de acuerdo
con la ecuacién de Eadie-Hofstee (Figura 39) permite calcular la constante
aparente de transporte, Ky, y la velocidad médxima de transporte, Vyax, para

el Na* que son 12 mM y 33 nmol/mg proteina/15 s, respectivamente.
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Figura 39. Representacién grdfica de Eadie-Hofstee.
Se representan los datos "diferencia” de la Figura 38.
Los pardmetros cinéticos se calcularon usando un
andlisis de regresion lineal. La ecuaci6n de la recta es:
y=33,5-12,17 x, r=0,97. n=7.
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Velocidad de entrada de Nat a vesiculas de la membrana apical

y pH intravesicular

La sensibilidad del transporte electroneutro de Na*, dependiente de
gradiente de pH, al pH intravesicular se investigé midiendo la captacién de
Nat por las vesiculas de la membrana apical en funcién de distintas
concentraciones intravesiculares del protén. Las vesiculas se cargaron con
medios tamponados a distintos valores de pH. El pH del medio

extravesicular fue de 5,5 u 8.

La Figura 40 muestra que a pHy 8, pero no a pHy 5, la enfrada de Nat
a las vesiculas de membrana aumenta al disminuir el pH;. La diferencia entre
la entrada de Na* medida a pH,, 8 y la medida a pH,, 5,5 nos da la entrada
inducida por gradiente de pH.

La relacion entre la entrada de Na* acoplada de forma electroneutra al
gradiente de H* y el pH intravesicular sigue una cinética tipo Michaelis-
Menten y la representacién de acuerdo con la ecuacién de Hill (Figura 41) da
un coeficiente de interaccién (n) de 1 y una constante de activacién para los
protones, [H*]g 5, de 221 nM.
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Figura 40. Efecto del pH intravesicular sobre la entrada de Na* a
las BBMV. Las vesiculas se cargaron con la solucién E variando la
concentracién de Hepes/Tris o Mes /Tris para obtener distintos pH
intravesiculares. La concentracién de Nat fue 0,1 mM y el tiempo
de incubacién 15 s.
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Figura 41. Representaciéon de Hill. Se representa la
diferencia entre el transporte observado a pHg 8 y el
observado a pHg 5,5. La Vppax se calcul6 a partir de la
representacién de Lineweaver-Burk. La recta se
calcul6 mediante andlisis de regresi6n lineal, La
ecuacién de la recta es: y=7,03- 1,06 x, r=0,93.
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Aislamiento de vesiculas

Entre los métodos ideados para investigar los mecanismos que median
los procesos de transporte intestinal, las técnicas in vitro han resultado ser las
mds adecuadas, por permitir al experimentador un mayor control de la
preparacién, introducir nuevos factores con relativa facilidad y analizar mds
directamente los resultados. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que con
estos métodos las condiciones de trabajo se alejan de las fisioldgicas, por lo
que se desconoce hasta que punto modifican la Fisiologia del epitelio o
cambian las circunstancias en las que tiene lugar el transporte, de modo que
los resultados experimentales y las caracteristicas de los procesos que se
revelan con tales preparaciones sean aplicables sin m4s a lo que ocurre en el

animal intacto.

La puesta a punto de los métodos para la separacién de membranas
apical y basolateral de los enterocitos, descritos en la presente Memoria, fue
motivada por el deseo de determinar la localizacién de los transportadores
iénicos en la membrana plasmética de los enterocitos y sus caracteristicas.
Los métodos de obtencién de vesiculas de 1a membrana apical y basolateral se

basan en que ambas membranas son estructural y quimicamente distintas.
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Son varias las ventajas que presentan las vesiculas de membrana para
abordar los estudios de transporte de sustratos. No estdn sujetas a las
limitaciones impuestas por el metabolismo celular como ocurre en tejidos
enteros o células aisladas, lo que permite estudiar la absorcién de sustratos
metabolizables. Se puede manipular el medio intravesicular, ademads del
extravesicular, pudiendo caracterizar las condiciones que promueven el
transporte de un determinado soluto. Son preparaciones biolégicas que en
nitrégeno liquido mantienen sus propiedades entre 6 y 9 meses (Semenza et
al., 1984).

En el presente trabajo se han utilizado dos métodos para la obtencién de
vesiculas de la membrana apical (1 y II). Ambos métodos estdn basados en
los ya descritos por otros autores (Schmitz et al., 1973; Kessler et al., 1978)
y hacen uso de la precipitacién de las membranas con Mg2+. El Mg2* forma
agregados, por interaccién electrostética, con las membranas que no sean la
apical (membranas de mitocondria, microsomas, basolateral y reticulo
endopldsmico) y con el DNA, debido a la menor densidad de cargas negativas
de la membrana apical (Schmitz et al., 1973). La diferencia de carga entre la
membrana apical y el resto de las membranas fue determinada por Murer y

Hopfer (1974) mediante electroforesis .

El método para aislar las membranas basolaterales se basa en la
diferente densidad que poseen las distintas membranas celulares. Para evitar
al médximo la contaminacién con membrana apical el método hace uso de la

precipitacién de membranasd con Mg2* (Dyer et al., 1990).
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El grado de purificaci6n de las preparaciones de vesiculas de membrana
se ha evaluado determinando las actividades enzimdticas y el tipo de

transporte de aziicares, tipicos de cada una de ellas.

Las preparaciones de vesiculas de la membrana apical de yeyuno de
pollo obtenidas con ambos métodos son relativamente puras. Ambas estaban
enriquecidas en la actividad de la sacarasa, enzima localizado estrictamente en
la membrana apical, y presentaban pequeiia contaminacién por membrana
basolateral (actividad de 1a Na*-K+-ATPasa) o mitocondrial (actividad de la
citrato sintasa). Estos resultados son similares a los obtenidos por otros
autores (Knickelbein et al., 1985; Harig et al., 1991; Vasseur et al., 1989).
De los dos métodos, el II ha resultado ser el mds idéneo. Asi, el
enriquecimiento en la actividad de la sacarasa fue mayor en las vesiculas
obtenidas con el Método II que en aquellas obtenidas con el Método I. La
contaminacion por otras membranas (actividad de la ATPasa y de la citrato
sintasa) fue menor en las vesiculas obtenidas con el Método II que en las

obtenidas con el Método 1.

Las preparaciones de vesiculas de la membrana basolateral de yeyuno
de pollo presentaban un factor de enriquecimiento de 8 en la actividad de la
pNPPasa activada por K+ y sensible a ouabaina, enzima marcadora de la
membrana basolateral del intestino delgado. La contaminacién de membranas
apicales fue muy pequefia. Estos resultados son semejantes a los descritos
por otros autores (Knickelbein et al., 1985; Dyer et al., 1990).

La medida de la actividad especifica de las enzimas marcadoras de
membranas nos indica la purificacién de las mismas pero no la funcionaliad

de las vesiculas, es decir, si las membranas aisladas encierran un espacio
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osmoticamente activo y si las permeasas presentes mantienen sus propiedades
de transporte intactas. El transporte de azicares a través de la membrana nos

permite comprobar la funcionalidad de las vesiculas de membrana obtenidas.

En presencia de Na*, ambos tipos de preparaciones de vesiculas de la
membrana apical concentraron, de forma transitoria, el aziicar por encima de
su valor de equilibrio. Estos resultados sugieren que las membranas apicales
presentan el sistema de transporte de aziicares acoplado al Nat. La mayor
(12 veces el valor del equilibrio) y mas rédpida (pico a los 30 s) acumulacién
de aziicar observada en el caso de las vesiculas de membrana obtenidas por el
método II frente a las obtenidas con el método I (3 veces el valor del
equilibrio y pico al minuto) se debe, en parte, a que €l cotransporte
glucosa-Na* es electrogénico. En el segundo caso se utiliz SCN- que, al ser
mds permeable que el Cl-, crea un mayor potencial de membrana. Las
diferencias también podrian ser debidas a la mayor pureza de las vesiculas de

membrana obtenidas con el Método II.

Se ha identificado inmunolégicamente el cotransportador glucosa-Nat
en la membrana apical de los enterocitos de pollo, observdndose que el
anticuerpo utilizado reconoce una proteina similar al transportador SGLT-1
presente en la membrana apical de los enterocitos de conejo y cordero
(Vazquez et al., 1993).

El transporte de glucosa en preparaciones de vesiculas de la membrana
basolateral de los enterocitos de pollo no depende del Na*, no es
concentrativo y se inhibe por la citocalasina B y la floretina, inhibidores
especificos del transporte facilitado de glucosa. El estudio inmunolégico nos

revel6 que el anticuerpo utilizado reconoce una proteina semejante al GLUT-2
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de higado de rata, que es el transportador tipico de la membrana basolateral de

los enterocitos (Thorens, 1993).

Todos estos resultados indican que en las preparaciones de vesiculas de
la membrana apical, empleadas en el presente estudio, se puede excluir la
contribucién de los procesos de transporte presentes en las membranas
basolaterales, y lo contrario con las preparaciones de vesiculas de la

membrana basolateral.

Intercambiador Cl-/base

El intercambiador Cl-/base independiente de Na* se ha descrito en la
membrana apical del intestino delgado de mamifero (Brown et al.., 1989; Fan
et al., 1983; Knickelbein et al., 1985 y 1988; Liedtke y Hopfer, 1982b;
Mugharbil et al., 1990) y recientemente en la membrana basolateral (Orsenigo
et al., 1991). Los resultados obtenidos por Montrose et al. (1987) sugerian
que los enterocitos de pollo carecian del intercambiador Cl-/base. Sin
embargo, estudios fluorimétricos realizados en nuestro laboratorio revelaron
que los enterocitos de pollo poseian un intercambiador Cl-/base implicado en
la homeostasis del pHj (Calonge et al., 1992). El presente trabajo se realizé
para corroborar estos resultados y determinar la localizacién apical o
basolateral del intercambiador. Para ello se realizaron medidas de flujos de
cloruro por la membrana utilizando radioisétopos y vesiculas de la membrana

apical de los enterocitos de pollo.

Los resultados descritos en la presente Memoria son consistentes con la

presencia en la membrana apical de los enterocitos de pollo de un
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intercambiador Cl-/base independiente de Na* que es electroneutro. Asi un
gradiente de pH dirigido hacia fuera de las vesiculas de membrana estimula,
de forma transitoria, la entrada de cloruro al interior de las mismas y esta
estimulacién se observa en condiciones en las que se evita la generacién de un
potencial eléctrico de membrana (potasio dentro y fuera de la vesicula y en
presencia de valinomicina). La estimulacién transitoria en la entrada de
cloruro, en ausencia de un potencial eléctrico de membrana, excluye un

acoplamiento por electrodifusién entre el Cl- y el Ht 0 el OH-.

El cloruro captado por las vesiculas estd practicamente en su totalidad
dentro del espacio intravesicular ya que la unién inespecifica del anién a la
membrana es despreciable (3.5 % del total captado). La adicién del ionéforo
de protones CCCP provoca la liberacién del cloruro previamente captado por
las vesiculas de membrana, lo que ratifica que el Cl- se encuentra libre dentro
del espacio intravesicular. El efecto del protonéforo CCCP confirma,
ademds, que la entrada de cloruro no es debida a un acoplamiento eléctrico
entre el Cl- y el H* o el OH". Si éste fuera el caso, el CCCP incrementaria el
potencial de difusién de los H* y en consecuencia la entrada del cloruro a las
vesiculas por electrodifusién. Los resultados son exactamente los opuestos y
lo que hace el CCCP es facilitar la disipacién del gradiente de pH.

Los derivados de estilbeno fueron inicialmente descritos como
inhibidores relativamente especificos del transportador aniénico de los
globulos rojos (Cabanchik et al., 1978) y posteriormente de los
transportadores aniénicos presentes en otros tejidos, como el intestino
delgado (Liedtke y Hopfer, 1982b; Calonge et al., 1992), el epitelio renal
(Seifter y Aronson, 1984) y la placenta humana (Shennan et al., 1986). La

entrada de cloruro a las vesiculas de la membrana apical, independiente de
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potencial de membrana e inducida por gradiente de pH, fue inhibida por el
H,DIDS y el SITS. La ICsq del SITS es de 700 uM. Este valor es
comparable a los ya descritos en otros tipos de células (Brown et al., 1989;
Knickelbein et al., 1985; Karniski, 1989).

Se ha descrito que el intercambiador Cl-/base pueden tener un absoluto
requerimiento de bicarbonato y por tanto no funcionar en ausencia del mismo
(Jentsch et al., 1986; Nakhoul et al., 1990; Seki y Fromter, 1990; Wenzl et
al., 1989) o solo preferencia por el bicarbonato sobre el OH- (Brown et al.,
1989; Calonge et al., 1992; Chaillet et al., 1986; Hays y Alpern, 1990;
Knickelbein et al., 1985; Kutz y Golchini, 1987; Kutz et al., 1989;
Mugharbil et al., 1990) o puede no transportar el bicarbonato (Vasseur et al.,
1989). Estudios fluorimétricos realizados en nuestro laboratorio con
enterocitos de pollo mostraron que el intercambiador Cl-/Base no tenia un
requerimiento absoluto de bicarbonato exégeno, ya que funcionaba en
soluciones nominalmente libres de bicarbonato, aunque a menor velocidad
(Calonge et al., 1992).

Los resultados descritos en la presente Memoria muestran que, en
condiciones en las que el potencial eléctrico de membrana no se habia
anulado, la presencia de un gradiente de bicarbonato, dirigido hacia el exterior
de las vesiculas, estimuld la entrada del cloruro a las mismas, tanto en
presencia como en ausencia de un gradiente de pH. Cuando se repitieron los
experimentos en condiciones experimentales en las que se evitd la generacién
de un potencial eléctrico de membrana, el gradiente del bicarbonato solo
estimulé la entrada de cloruro en presencia de un gradiente de pH. Estos
resultados indican que si bien el intercambiador aniénico de los enterocitos de

pollo no tiene un requerimiento absoluto de bicarbonato puede transportarlo
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en intercambio con el CI-. La estimulaci6én provocada por el bicarbonato en
ausencia de gradiente de pH se debe a que la difusién del bicarbonato genera

un potencial de membrana, positivo en el interior de la vesicula.

La capacidad de distintos aniones extravesiculares para inhibir la
entrada del cloruro a las vesiculas de membrana, dependiente de pH, fue:
Cl-> SCN- > HCO3~ > I > Glu™ > HpPO4~. Estas observaciones nos
indican que el "lugar” extracelular del intercambiador anidnico, en estudio,
puede transportar otros aniones en intercambio con la base, con el grado de
preferencia arriba indicado. La misma selectividad aniénica se ha observado
en el intercambiador Cl-/base del ileon de conejo (Knickelbein et al., 1985)
y del rifion de conejo (Karniski et al., 1989).

La selectividad aniénica del "lugar" citosdlico del intercambiador
Cl-/Base presente en las vesiculas de la membrana apical del yeyuno de pollo
es: CI->1-2 HCOj3- > SCN- = Glu-, lo que sugiere que el
intercambiador es capaz de catalizar ademds del intercambio Cl7/OH", el
intercambio CI-/Cl-, el CI'/HCO3" y el Cl-/I". Estos resultados son
semejantes a los obtenidos en vesiculas de la membrana apical del intestino

delgado de rata (Brown et al., 1989; Vaandrageer y De Jonge, 1988).

El estudio cinético del transporte de Cl- por las vesiculas de la
membrana apical revel6 que, en presencia de un gradiente de pH, la relacién
entre la velocidad de entrada del CI- a las vesiculas y la concentracién del
cloruro extravesicular muestra una inflexién a bajas concentraciones del
anion, es decir, tendencia a la saturacién, mientras que a altas concentraciones
la relacidén se hace lineal. La forma de esta curva sugiere que existe un

proceso saturable y otro de difusién, que va adquiriendo importancia
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conforme aumenta la concentracién de cloruro en el medio extravesicular.
Por ello, resulta necesario evaluar la cantidad de cloruro que entra a las
vesiculas por difusién, con el fin de restarla a la captacidn total y calcular as{

la cantidad que entra utilizando un sistema de transporte saturable.

El componente de difusién se ha evaluado midiendo la entrada de
cloruro, en funcién de su concentracién extravesicular, en presencia del SITS
o en ausencia de gradiente de pH. En ambas condiciones experimentales la
relacién entre velocidad de entrada del Cl- y su concentracién extravesicular
fue lineal y permitié calcular la constante aparente de difusién, Kq, del
cloruro. La diferencia entre la entrada total del cloruro y la observada en
presencia del inhibidor muestra saturacion representa la cantidad de cloruro

que entra a las vesiculas mediante el intercambiador Cl-/base.

El andlisis cinético del componente saturable mediante la ecuacién de
Eadie-Hofstee da una relacién lineal, indicando que la membran apical del
epitelio intestinal del pollo posee un solo tipo de intercambiador Cl-/base. El
valor de la constante aparente Ky, para el cloruro externo es de 4 mM, similar
al observado para el intercambiador Cl-/base de fleon de conejo
(Knickelbein et al., 1985), de las células MDCK (Olsnes et al., 1987) y de
las células Vero (Vasseur et al., 1989) y méds bajo que el observado en el
duodeno de rata (Brown, 1989), ileon de conejo (Foster et al., 1990), colon
de rata (Liedtke y Hopfer, 1982b), intestino delgado de rata (Hays y Alpern,
1990) y conducto colector de conejo (Kurtz y Golchini, 1987). La presencia
de bicarbonato intravesicular estimulé la velocidad méxima de transporte de

CI7, Vmax, sin afectar a la Kp,.
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El componente de difusién también se estimé ajustando los datos de
transporte del cloruro, obtenidos en presencia de gradiente de pH y sin
inhibidor, a una ecuacién no lineal, tal como se describe en €l apartado de
Resultados. Los valores de las constantes aparentes de transporte obtenidos
con este método no se diferencian de los obtenidos cuando el componente de
difusién se estimé inhibiendo el transporte de cloruro con el SITS o midiendo

la entrada de Cl- en ausencia de gradiente de pH.

En diversos tipos celulares (Olnes et al., 1987; Vasseur et al., 1989;
Olnes et al., 1986; Mugharbil et al., 1990; Tgnnessen et al., 1990; Fineman
et al., 1990) se ha observado que el intercambiador Cl-/base independiente
del Nat funciona a baja velocidad a pH; basal y se activa alostéricamente al
aumentar el pH;. Es decir, el lado citosélico de la proteina, ademds de tener
un lugar al que se une el anién que se transporta en intercambio con el Cl-,
tiene otro "lugar” sensor del pH;. Los resultados de la presente Memoria
revelan que la relacién entre la velocidad de entrada del cloruro a las vesiculas
de membrana y el pH intravesicular no sigue una cinética simple tipo
Michaelis-Menten. La representacién de los datos de acuerdo con la ecuacién
de Hill nos da un coeficiente de interaccién de 2.11 y una constante de
activacién por el protén intravesicular de 39 nM (pH=7.4). " Estas
observaciones revelan que el intercambiador Cl-/base presente en la
membrana apical de los enterocitos de pollo estd alostéricamente regulado por
el pH; y sugieren que puede ser el implicado en la regulacién del pHj de los
enterocitos de pollo, previamente evidenciado fluorimétricamente (Calonge et
al., 1992).

La Figura 42 resume las caracteristicas del intercambiador Cl-/Base

presente en la membrana apical de los enterocitos de pollo.
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En el transcurso de estos estudios observamos que, ademds de un
proceso de intercambio electroneutro, el cloruro entraba a las vesiculas de la
membrana apical por un mecanismo pasivo y electrogénico. Asf, en ausencia
de un gradiente de pH la entrada de cloruro a las vesiculas de membrana se
estimul6 cuando se impuso un potencial de membrana positivo en el interior
de las mismas. La selectividad aniénica de este proceso fue
SCN->1I">CI" > HCO3™ > Glu™ > HpPO4~. Una selectividad anidnica
similar se ha observado en vesiculas de la membrana apical del duodeno de
rata (Brown et al., 1989; Garner et al., 1987). La especificidad anidnica del
proceso electrogénico es distinta a la del intercambiador, lo que apoya la idea
de la existencia de al menos dos mecanismos distintos que median la entrada
de cloruro a las vesiculas de la membrana apical de yeyuno de pollo: uno el
intercambiador Cl-/base independiente de Nat y otro una conductancia

aniénica. Las caracteristicas de esta conductancia se indican en la Figura 42.
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SCN- SCN-
HCO, gr

r HCO ;-
Glc- Gle-

Figura 42. Caracteristicas del intercambiador Cl-/base y
de la conductancia ani6nica en vesfculas de la membrana
apical del yeyuno de pollo.
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Intercambiador Na+-H+

El intercambiador Na*-H* es una proteina integral de membrana
implicada en diversas funciones fisiolégicas como el control del volumen y
pH celular (Roos y Boron, 1981; Hoffmann y Simonsen, 1989; Clark y
Limbird, 1991; Ilunddin, 1992). Hasta la fecha se han clonado y secuenciado
cuatro isoformas del intercambiador. La NHE-1 tiene una distribucién ubicua
y en células epiteliales se localiza en la membrana basolateral (Tse et al.,
1991. En células no epiteliales la isoforma NHE-1 es la encargada de la
regulacion del pH; (Biemesdefer et al., 1992) y por extensién se admite que
también lo hace en las células epiteliales. Estas células tienen ademds un
intercambiador Na+-H* en su membrana apical, isoformas NHE-2 (Yun et
al., 1995) o NHE-3 (Biemesderfer et al., 1993), que probablemente se
encargue del transporte transepitelial de Na* (Fliegel y Frolich, 1993; Yun et
al., 1993; Soleimani et al., 1994a).

Estudios fluorimétricos realizados en nuestro laboratorio revelaron la
presencia en los enterocitos de pollo de un intercambiador Na*-H* que
interviene en la regulacidn del pH; y que estd alostéricamente regulado por el
pH; (Calonge e Ilundéin, 1990). En estos estudios no se determiné su
localizacién apical o basolateral. Si, como ya se ha mencionado, la isoforma
que regula el pH; es la basolateral, nos planteamos determinar si la membrana

apical de los enterocitos de pollo presentaba otra isoforma del intercambiador.

Los resultados muestran que un gradiente de pH dirigido hacia el
exterior de las vesiculas de la membrana apical estimula, de forma transitoria,

la entrada del sodio al interior de las mismas, en condiciones en las que se
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evita la generacién de un potencial eléctrico de membrana (potasio dentro y
fuera de la vesicula y en presencia de valinomicina). Estas observaciones son
consistentes con la presencia en la membrana apical de los enterocitos de
pollo de un intercambiador Na*/H* o un cotransportador Na*/OH~. Aligual
que en el caso del transporte del cloruro dependiente de pH, la estimulacién
transitoria en la entrada del sodio en ausencia de un potencial eléctrico de
membrana descarta la electrodifusién como la causa de la entrada de Na*t

dependiente de gradiente de protén.

La amilorida inhibe varios sistemas de transporte de Na*, dentro de los
que se encuentra el intercambiador Nat-H* (Vigne et al., 1982;
Benos, 1988). La entrada del Na* a las vesiculas de la membrana apical,
independiente del potencial de membrana y estimulada por un gradiente de
pH, fue inhibida en un 70 % por la amilorida, lo que corrobora que este
transporte de Na+ es mediado por el intercambiador Nat+-H*. La ICsp de la
amilorida fue de 44 uM. Este valor de IC;5¢ estd dentro del orden de
sensibilidad a la amilorida descrita para el intercambiador Na*-H* localizado
en membrana apical de otros tipos de células epiteliales y mucho mds alto que
los valores descritos para la isoforma localizada en la membrana basolateral
(ClarK y Limbird, 1991).

El estudio cinético del transporte del Na* por las vesiculas de la
membrana apical revel6 que, en presencia de un gradiente de pH, la relacién
entre la la velocidad de entrada del Na* a las vesiculas y su concentracién no
es del tipo Michaelis-Menten, sino que muestra una inflexién a bajas
concentraciones de Na+, pasando a ser una linea recta a altas concentraciones
del catién. La forma de esta curva sugiere que, al igual que en el caso del

cloruro, el Nat entra a las vesiculas de membrana por al menos dos
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mecanismos: por difusién y por un sistema de transporte saturable. Para
evaluar el componente de difusién se midi6 la velocidad de entrada de Na*,
en funcién de su concentracién extravesicular, pero sin gradiente de pH. En
esta situacién la relacién entre ambos pardmetros fue lineal. La diferencia
entre la velocidad de entrada del Na* en presencia y ausencia de gradiente de
pH nos mide la entrada del Nat mediada por el intercambiador, que presenta
una cinética de saturacién de primer orden (tipo Michaelis-Menten). El
andlisis cinético del componente saturable mediante la ecuacién de Eadie-
Hofstee revel6 que la membrana apical de los enterocitos presenta un solo
tipo de intercambiador Na*-H, con una constante aparente de transporte para
el Nat de 12 mM. Este valor es del mismo orden que el descrito para el
intercambiador Na+-H* de la membrana apical del colon de rata (Rajendran y
Binder, 1990) y de las células del epitelio renal (Selvaggio et al., 1986), y
mds bajo que el medido en el fleon de conejo (Knickelbein y Dobbins, 1990).
La constante de difusién, Kg, para el Nat fue de 1,3 nmol/mg proteina/15 s/
mM.

En varios tipos de células el intercambiador Na+-H+ es virtualmente
silente a un valor de pH; cercano al fisiolégico, activindose alostéricamente al
disminuir el pH;j por debajo de un cierto valor umbral (Aronson et al., 1982;
Freli et al., 1988; Calonge e Ilundain, 1990; Calonge et al., 1993). Esta
cooperatividad es caracteristica del intercambiador Na+-H* (NHE-1) que en
células no epiteliales interviene en la regulacién del pH;. Como ya se ha
mencionado anteriormente, estudios fluorimétricos realizados en nuestro
laboratorio (Calonge e Ilunddin, 1990) habian revelado que el intercambiador
Na*-H* que interviene en la regulacién del pH; de los enterocitos de pollo

estd alostericamente regulado por el pHj. En las vesiculas de 1a membrana
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apical del yeyuno de pollo, sin embargo, la relacién entre la velocidad de
entrada del Na*, dependiente de gradiente de pH, y el pH intravesicular
guardd una cinética tipo Michaelis-Menten y el andlisis de los datos de
acuerdo con la acuacién de Hill da un coeficiente de interaccién (n) de 1.
Esto nos indica que, a diferencia de lo que observabamos con la técnica
fluorimétrica, no hay cooperatividad entre el protén y el intercambiador Na*-
H+ localizado en la membrana apical de los enterocitos de pollo.
Observaciones semejantes han sido realizadas en la membrana apical del

colon de rata (Rajendran y Binder, 1990).

En conjunto nuestros resultados revelan que los enterocitos de pollo
presentan en su membrana apical un intercambiador Nat-H* que no estd
alostéricamente regulado por el pH; y sugiere que dichas células poseen dos
intercambiadores Nat-H* (Figura 43). El localizado en la membrana apical,
podria ser el responsable de la absorcién de sal. Y el evidenciado
fluorimétricamente e implicado en la regulacién del pH;, estarfa localizado en

la membrana basolateral.
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RADIOIS6TOPOS FLUORIMETRiIA

Figura 43. Caracteristicas de los intercambiadores Nat-Ht
en los enterocitos de pollo.
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1. Se han puesto a punto dos métodos para la obtencién de vesiculas de la
membrana apical del yeyuno de pollo. Con ambos métodos se obtienen
preparaciones de vesiculas de la membrana apical relativamente puras, ya
que estaban enriquecidas en marcadores propios de dicha membrana
(actividad de sacarasa y transportador de glucosa tipo SGLT-1), presen-
tando una contaminacién pequefia por membrana basolateral (actividad de
Nat-K+ ATPasa) o mitocondrial (actividad de citrato sintasa). De los

dos métodos, el II ha resultado ser el mds idéneo.

2. Se ha puesto a punto un método para la obtencién de vesiculas de la
membrana basolateral del yeyuno de pollo. Las preparaciones de
vesiculas de la membrana basolateral estaban enriquecidas en marcadores
propios de dicha membrana (actividad de pNPPasa, dependiente de K™y
sensible a ouabafna, y transportador de glucosa tipo GLUT-2). La

contaminacién por membranas apicales fue muy pequeiia.

3. La membrana apical del yeyuno de pollo presenta un intercambiador
Cl-/base independiente de Na¥, electroneutro e inhibido por el HoDIDS y
el SITS. Siendo la constante aparente de inhibicién, ICsq, del SITS es de
700 uM.
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El intercambiador Cl-/base de enterocitos de pollo no tiene un re-
querimiento absoluto de bicarbonato, ya que funcionaba en soluciones
nominalmente libres de dicho anién. La presencia de un gradiente de bi-
carbonato, dirigido hacia el exterior de las vesiculas, estimula la actividad

del intercambiador Cl--base.

El "lugar” extracelular del intercambiador Cl-/base presenta la siguiente
selectividad anidnica: ClI- > SCN- > HCO3" > I >Glu~ > H2POg4".
La selectividad aniénica del "lugar" citosélico del intercambiador Cl-/base
es: CI->1-> HCO3 > SCN- = Glu-.

El intercambiador Cl-/base presente en la membrana apical de los
enterocitos de pollo estd alostéricamente regulado por el pHj, lo que
sugiere que puede estar implicado en la regulacién del pH;. La constante

de afinidad para el protdn citosélico es 39 nM.

En presencia de un gradiente de pH, la entrada de CI- a las vesiculas de
la membrana apical estd mediada por dos sistemas: uno es el
intercambiador Cl-/base y el otro la difusién. La constante aparente de
transporte para el cloruro externo, Ky, fue 4 mM; la velocidad méxima de
transporte, Vmax, 3,2 nmol/mg proteina/15s y la constante aparente de
difusién, K4, 0,077 nmol/mg proteina/15s/mM.

La presencia de un gradiente de bicarbonato estimulé la velocidad méxi-
ma de transporte del intercambiador Cl-/base, Vmax, para el cloruro, sin

afectar a la constante aparente de transporte, Kpy.
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9. La membrana apical de los enterocitos de pollo presentauna conductancia
anidnica cuya selectividad es: SCN- > 1" > Cl- > HCO3™ > Glu~ >
HoPO4~.

10. La membrana apical de enterocitos de pollo posee un intercambiador
Nat/H*, eléctricamente neutro e inhibido por la amilorida. La constante

aparente de inhibicién, ICsg, de la amilorida fue de 44 uM.

11. Elestudio cinético del transporte de Na* revel$ que la membrana apical
de yeyuno de pollo presenta un solo tipo de intercambiador Na*t-H*; con
una constante aparentede transporte para el Nat, Kp,, de 12 mM; una
velocidad mdxima de transporte, Vipax, de 33 nmol/mg protefna/15s y una
constante aparente de difusién, K4, de 1,3 nmol/mg protefna/15s/mM.

12. El intercambiador Nat-H* de la membrana apical del yeyuno de pollo

no estd alostéricamente regulado por el pH intravesicular.

13. Los resultados sugieren que los enterocitos de pollo poseen dos inter-
cambiadores Nat-H*. Uno localizado en la membrana basolateral que
estaria implicado en la regulacién del pH; y €l otro, localizado en la mem-

brana apical, podria ser el responsable de la absorcién de sal.
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