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RESUM EN

Rhodnius prolixus es un insecto hematéfago exclusivo. Es una especie adaptada a largos
periodos de inaniciéon seguidos de grandes ingestas de sangre. Inmediatamente después de
alimentarse,excretaparte del volumen de sangre ingerida por medio del segmento superior
de los Tubulos de M alpighi (TM ). La secreci6n inicia con la liberacién de las hormonas
diuréticas, que conduce a la activaciéon del receptores de la membrana basolateral de los
TM,incrementando la [AM Pc]i que genera una cascada de fosforilacién, lo cual activa una
ATPasa de H+ de tipo vacuolar ubicada en la membrana apical, encargada de energizar el
flujo transepitelial, mediante el transporte electrogénico de H ' desde el citoplasma hacia el
lumen.El incrementode la [AM PC]i estimulael triple cotransportador de Na+/2(:I_/K+ en la
membranabasolateral,promoviendo elingreso de los tresiones al citoplasma.EIl transporte
de Na+ es regulado por la ATPasa de Na+/K+ sensible a ouabaina ademas de otro
mecanismo de salida del ion, la ATPasa de Na+ insensible a ouabaina e inhibida por
furosemida,que seriael mecanismo principal parael flujo de Na+desde el citoplasma hacia
lahemolinfaen condiciones de no estimulaciénde los TM . EIl objetivo del presente trabajo
fue el estudio in vitro del flujo de secreciéon dependiente de Na+ de los TM en ejemplares
del 510 instar de Rhodnius prolixus en condiciones de no estimulacién, mediante la
inhibicionde los distintos mecanismosde transporte Na+ aplicando farmacoscuyo efecto es
conocido, y compararlos con los TM de Rhodnius prolixus recién alimentados (3 dias),
empleando el Ensayo de Ramsay. EIl andalisis de los resultados obtenidos evidencidé que la
adicion basolateral de furosemida induce la secrecién de los TM sin estimulacién, la cual
no es comparable con la secrecién producto de la estimulaciéon endégena del insecto. Por
otra parte, se determiné que la ouabaina no tiene efecto apreciable sobre la induccidén de la
secreciéon de los TM, indicando que la ATPasa de Na+/K+ no es el Gnico mecanismo de
salida de Na+desde el citoplasmahaciala hemolinfa. Los resultados constituyen una fuerte
evidencia de la existencia de la Segunda ATPasa de Na+ insensible a ouabaina e inhibida
por furosemida ubicada probablemente en la membrana basolateral de los UM T, que seria
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis de Na+ de los TM sin estimular.
Adem as, se corroboré la presenciade una conductanciaselectiva de Nal+ sensible amilorida
que estaria localizada en la membrana basolateral de los UM T. Finalmente se comprobd
que la Segunda ATPasa de Na+ insensible a ouabaina e inhibida por furosemida presenta
una disminuciénde su actividad en los UM T estimulados,indicando una posible regulacién

de su expresion en presencia de las hormonas endégenas de Rhodnius prolixus.

Palabras Clave: Tubulos de M alpighi, Rhodnius prolixus, Secrecién en insectos, Flujo

+
transepitelial, Segunda ATPasa de Na ,Ouabaina, Furosemida, Amilorida.
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INTRODUCCION

Rhodnius prolixus es un insecto hematé6fago exclusivo, del orden Hemiptera
perteneciente a la familia Reduviidae, subfamilia Triatom inae. Se caracteriza por presentar
una coloracién pardo-amarillento con manchas marrén oscuro en varias dreas del cuerpo.
La cabezaes alargada hacia adelante (cabeza prognata), ojos compuestos. La probdscide es
rectay estd integradapor tres segmentos. En el térax, visto por la cara dorsal, solamente se
observa el pronoto, ya que el mesonoto y el metanoto estdn ocultos por las alas plegadas;
del térax salen trespares de patas delgadas terminadasen un par de ufias. El abdomen es de
forma oval y sus bordes laterales aplanados presentan marcas distintivas que permiten su
clasificacion.Durante su ciclo de vida presentan 5 estadiosinmaduros (ninfas),y un estadio
adulto. Las ninfas tienen una morfologia similar a la de los adultos, sin em bargo presentan

menor tamafioy ausencia de alas (W igglesworth, 1931).

Rhodnius prolixuses considerado el principalvectoren Venezuelade laenfermedad
de Chagas o tripanosom iasisamericana,causada por el protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi y transmitida a través de la heces de insectos hem até6fagos, que al entrar en contacto
con las heridas en la piel, especificamente en el area de la picadura, permite que se
produzca el contagio de la enfermedad de Chagas (Benenson, 1992). Esta patologia es una
enfermedad parasitaria <crénica caracterizada ©por <cardiopatias, respuesta inmune

descontrolada y muerte stbita (M olinay col.,2016).

to
Esta especie, en particular los ejemplares del 5 instar (ninfa del quinto estadio
previo al adulto) estan adaptados a permanecer en ayuno por largos periodos de tiem po,

seguidos de grandes y esporadicas ingestas de sangre, generando un aumento en su peso de



hasta 10 veces (Beyenbach y Petzel, 1987). Este cambio de volumen es posible gracias a la
accién mecanorreceptores ubicados en el abdomen, que envian sefiales al sistema
neurosecretor para que ocurra la liberacion de hormonas, que debilitan la unién de las
placas cuticularesdel insecto, perm itiendo la distencién del abdomen durante la ingesta de
sangre (M addrell y col., 1993; Orchard y col., 1989). El volumen de sangre ingerido
representa una limitacién durante el vuelo, adem&s que implica un desbalance en el
equilibrio osm ético e i6nico de la hemolinfa. A . manera de contrarrestar estos efectos,
evolutivamente han desarrollado com o estrategia la capacidad de iniciar, inmediatamente
después de alimentarse, una diuresis (aumento en la excrecién urinaria) de una fracci6n de
agua y sales de la sangre ingerida en forma de orina “primaria” cuasi-isosm dtica a la
hemolinfa del insecto (M addrell, 1963, 1980). Es posible que esto ocurra como una sefial
de saciedad, ya que el insecto detiene la ingesta de sangre justamente cuando inicia el
proceso de excrecion. Estos ejem plarespesan alrededorde 20 a 30 mg y tienen lacapacidad
de ingerirhasta 300 pL de sangre entre 10-20 minutosaproximadamentey secretarla mitad
de ese volumen en 15-30 minutos por mecanismos regulados por hormonas (M addrell y

col., 1991a; Te Brugge y col., 2009).

Cuando Rhodnius prolixustoma sangre de un huésped mam ifero, ingiere un liquido
que contiene eritrocitossuspendidosen plasma rico en Na ,que es claramente hiposm é6tico
(280-300 mOsm/kg H,0) a su propia hemolinfa (370 mOsm/kg H,0; M addrell, 1976). La
sangre ingerida estd compuesta por una mezcla de 55% de volumen de plasmay 45% de

. . . . + . .
eritrocitos, cuyo citoplasma es rico en K (150 mEq/l), mientras que el plasma tiene una
alta concentracion de cloruro de sodio (Na+: 140 mEq/l y Cl : 100 mEq/l; Maddrell y

Phillips, 1975).



El plasma es digerido en primera instancia, incrementando la concentracién de Na+
en el fluido secretado, posteriormente se asimilan los eritrocitos lo que conlleva a un
aumento en laconcentraciénde potasioen el mismo.Porejemplo,en eliniciode la diuresis
el fluido secretado por el segmento superior de los tdbulos de M alpighi de Rhodnius

-1

-1
prolixus consiste en aproximadamente 100 mmol.l de NaCl y 80 mmol.l de KCI

(M addrell 'y Phillips, 1975).

Los tibulos de M alpighi (TM ) representan el sistema excretor osmorregulador de
Rhodnius prolixus, equivalentes al sistema de tdbulos renales en los humanos. Los TM en
periodos de ayuno presentan tasas de secrecién insignificantes respecto a las obtenidas con
la estimulaciéon de 5-HT, por lo cual se consideran “inactivos” o “no funcionales”,y a los
pocos minutosde comenzada la ingesta de sangre secretan un volumen a velocidades hasta

2 . .
de 50 nL/s.cm (W hittembury y col., 1986; M addrell,1991) por la acci6n de las hormonas
diuréticas, la Rhpro-DH (Te Brugge y col., 2011) y la 5-HT, la cual es una de las

principales hormonas moduladoras de la diuresis (Aston, 1979; M addrelly col., 1991a).

1.1. Anatomia de los tubulos de M alpighien insectos.

Los TM son 6rganos constituidos por un epitelio simple no asociado a tejido
conectivo subyacente (O 'Donnell y M addrell, 1984). Son tubos simples, de morfologia
cilindrica, que presentan ligeras constricciones y abultamientos que les confieren un perfil
ondulado (Figura 1). Los TM no estan distribuidos homogéneamente en el proctodeo, sino
formando grupos que parten de cada lado del tubo digestivo. De esta manera en los
insectos,dependiendo de la especie, pueden presentarse tibulos individuales y otros que se

disponen en grupos de dos o tres con un tdbulo comdn Ilamado uréter, o de una vesicula



Ilam ada vesicula urinaria (Barnes y Rupert, 1996). Los tadbulos varian de 2 mm a mas de

100 mm de longitud y de 30 a 100 um de diametro (W igglesworth, 1931).

Los TM se encuentran suspendidos en el hemocele (cavidad general del cuerpo de

losinsectos)a los lados del tubo digestivoy poseen cierto grado de movimiento, a pesar de

las numerosas trdqueas y traqueolas que median su intercambio gaseoso mediante uniones

subcelulares (W igglesworth, 1931).

De acuerdo a los estudios de la ultraestructura de los TM , estdn estructurados

partiendo desde el interior al exterior del tibulo, de epitelio urinario y membrana basal, de

la cual se adhieren externamente las trdqueas, los traqueoblastos y frecuentemente

musculos que pueden formar bandas circulares, longitudinales o en espiral. Generalm ente

bastan de dos a tres células para formar la periferia del tubo, aunque en algunos casos el

ndmero puede ser mayor. El ntcleo suele ser aplanado, de forma irregular, muchas veces

lobulado y poliploide (Barnesy Rupert, 1996).

La matriz celular proéxima a la membrana basal se invagina profundamente en las

células formandonumerosos pliegues.Estos plieguesdan a la superficieexternadel epitelio

urinario una apariencia estriada al microscopio de luz. Generalmente se diferencian dos

extremos estructuralmente disimiles: una porcién distal respecto al tubo digestivo (Upper

M alpighian Tubules, UM T: TulObulo de M alpighi superior) considerada secretora y una

proximal (Lower M alpighian Tubules, LM T: TGObulo de M alpighi inferior) de funcién

absortiva. En el interior del tubo, asi como entre los filamentos anteriormente descritos,

pueden encontrarse corplsculos redondeados que constituyen sustancias de excrecién

(Barnesy Rupert, 1996).



Figura 1. Micrografia del Tubulo de M alpighi de Rhodnius prolixus. Se muestra el perfil

ondulado de los TM (Echeverria y colaboradores, 2001).



1.2. Anatom ia de los tibulos de M alpighien Rhodnius prolixus.

El sistemaexcretor osmorregulador de los insecto hem até6fagos, como es el caso de

Rhodnius prolixus, esta formado por los tGbulos de M alpighi (TM ).

En Rhodnius prolixus existen cuatro TM que miden aproximadamente la misma

longitud (4 cm), poseen un extremo ciego (distal) inmerso en la hemolinfa, y un extremo

proximal que desemboca en el recto a través de una region especializada, denominada

ampolla rectal. Las cuatro am pollas estan agrupadas alrededor de la abertura del intestino

medio. EIl recto consta de un saco piriforme que incluye todo el intestino grueso, siendo

éste capaz de distenderse de manera pronunciada apenas el insecto acaba de ingerir sangre

durante su alimentacion; laregion glandular del epitelio estda confinada al 4rea alrededor de

la abertura del intestino medio y los tubulos de M alpighi (Figura 2). EIl recto posee

dimensiones de 2 mm de ancho por 2,5 mm de largo (W igglesworth, 1931).

Cada uno de los cuatro tGbulos poseen un extremo secretor (distalo UM T) que mide

cerca de 2/3 de su longitud total y que culmina en un extremo ciego (Figura 3), adem &s

constan de un extremo absortivo (inferior o proxim al, respecto a la insercién del intestino)

que equivale al 1/3 restante y es el que desemboca propiamente a la ampolla rectal

(W igglesworth, 1931).

Las paredes de los tdbulos estéan constituidas por un epitelio simple

monoestratificado que descansa sobre una membrana homogénea y eldstica denominada

membrana basal, que interactta con la hemolinfa (W igglesworth, 1931).
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Figura 2. Esquema del sistema excretor de Rhodnius prolixus y su disposicién respecto al
sistema digestivo. Se muestra la insercién de los cuatro tdbulos de M alpighi en el recto, y la

distenciéon de un tabulo. (M odificado de W igglesworth, 1931).
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Figura 3. Esquema ampliado y detallado del sistema excretor de Rhodnius prolixus. Se muestra
un tubulo distendido, donde se observa el segmento distal (secretor) y proximal (absortivo) y su

insercién en la ampolla rectal. (M odificado de W igglesworth, 1931).



Los TM de Rhodnius prolixus presentan una transicién evidente entre las porciones

distal y proxim al caracterizada por un cambio en el borde estriado: la parte proxim al tiene

paredes transparentescon un borde en cepilloy parece ser el sitio de precipitaciéon de acido

Grico y reabsorcién de agua. La parte distal tiene paredes ligeramente opacas con un borde

en panal de abejay es aqui donde se forma la orina (W igglesworth, 1931).

Una diferencia considerable entre los segmentos distal y proximal que permite

diferenciarlos subyace en que el primero presenta precipitados blanquecinos que

corresponden a cuerpos de concrecién al microscopio de luz, que son estructuras

mineralizadas de calcio que se forman como consecuencia de la alimentacién del anim al,

del cual el insecto ingiere la sangre (M addrell y col., 1991b), los cuales no se encuentran

presentesen el segmento proximalque son casi transparentes. Adem &4s, en la zona de unién

de am bos segmentos puede apreciarse un cambio en el tipo celular encontrandose que las

células que conforman la porcién distal presentan pliegues regulares y paralelos, poseen

filamentos ricos en mitocondrias, sin embargo es posible también hallar éstas en el

segmento proximal pero en menor densidad y en ausencia de pliegues (W igglesworth,

1972).

En Rhodnius, la superficie luminal del epitelio de la zona secretora (distal) esta

ocupada por multitud de microvellosidades apicales que contienen mitocondrias de gran

tam afio (Figura 4). Estas microvellosidades,de 3 a 10 pm de longitud dan a esta superficie

una aparienciaestriada.En la zona excretoraen cambio,se observan en la superficieinterna

delepiteliourinario microvellosidades mucho mas escasas, de espesor variable y de 7 a 40

um de longitud, de modo que son perfectamente visibles al microscopio 6ptico (Skaer y

col., 1987).



El segmento secretor estd constituido por un tipo celular, caracterizado por células
grandes, binucleadas de morfologia aplanada, cuyos ntGcleos estan localizados en la regi6n
central. Estas células poseen patrones regulares alrededor del lumen mostrando una
morfologia semejante a una estructura hexagonal cuyos lados miden alrededor de 60 pum
(Skaer y col., 1987) extendiéndose desde el extremo basal de la célula hacia las

microvellosidades apicales.

Las paredes del segmento distal estan constituidas por un epitelio simple,
monoestratificado, de aspecto granular. Posee microvellosidades con wuna seccidn
transversalde aproximadamente 0,25 pm de didmetroy una longitud variable de 3 a 10 um,
siendo el espacio entre las mem branas de filamentos adyacentes de 150 a 200 A, distancia
que es del mismoorden de magnitud que el espacio existente entre membranas plasm aticas
de célulasadyacentes (W igglesworthy Salpeter,1962; Herndndez y col.,2001). También el
segmento absortivo presenta microvellosidades, em paquetadas fuertemente entre si, en su
estructuradel borde apicalcon una secciéon transversal de didm etro promedio de 0,25 pm vy

una longitud que varia entre 3 a 10 um .

Los TM son responsables de llevar a cabo procesos de secrecién y reabsorcién de
fluidos y electrolitos; cada extremo cumple una funcién especifica, el extremo distal se
considera secretor mientras que el proximal, cumple funciones absortivas. El segmento
distal (extremo ciego) de los TM secreta electrolitos, solutos orgénicos y agua, mientras
que extremo proximal reabsorbe solutos y agua (M arshall y col., 1993; Van Kerkhove,
1994; Beyenbach, 1995; O 'Donnell y M addrell, 1995; Linton y O 'Donnell, 2000). La
reabsorciéon continta en el intestino medio y el recto (Chao y col., 1989; Phillips y col.,

1996; Coast, 2001).
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Cada célula de las porciones secretoras de fluidos de los tubulos del insecto
R R -1 12 -1 R
Rhodnius prolixus puede transportar 3 pmoles.s iones (o 2.10 iones.s ) y su propio

volumen de liguido cada 15 segundos (M addrell, 1991).

Debido que los TM no presentan inervacion, la regulaciéon del transporte epitelial
estd mediada a través de mecanismos intrinsecos y de mensajeros que circulan en la
hemolinfa (Beyenbach, 2003). M addrell (1963) dem ostré que la diuresis en Rhodnius esta
regulada por una “hormona diurética”, que es secretada por las células neurosecretoras
localizadas en los ganglios mesotordacicos lo que genera una rapida secreci6n de la orina
primaria. Posteriormente, demostré que es la 5-Hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina la
cual es sintetizadanaturalmente por el insecto cumpliendo funciones diuréticas (M addrell,

1991).

Cuando Rhodnius prolixus se alimenta de sangre, la distencién del abdomen es
captada por los receptores de estiramiento en la cuticula abdominal, que induce la
liberacion de la serotonina (5-HT)y Rhpro-DH por un sistema neurosecretor localizado en
el ganglio mesotoracico de Rhodnius prolixus y los nervios abdominales asociados
(Orchard y col., 1989; M addrell y col., 1993). Los movimientos peristalticos del intestino
medio son un factor importante en el transporte de 5-HT y Rhpro-DH a los TM , donde se
une a los receptores de la membrana basolateral, desencadenando la diuresis (M addrell,

1964).

La rapida eliminacién de la orina generalmente comienza dentro de 2-3 minutos
después de la alimentaciéon y se prolonga durante las 3 horas siguientes, en las cuales el

insecto puede perder 40-50% del volumen de la sangre ingerida (M artiniy col., 2007).
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La temperatura juega un papel importante en los procesos fisioldgicos vy
metabdélicos. En el caso particularde Rhodnius prolixus, los procesos fisiolégicos se llevan
a cabo en un intervalo de tem peratura 6ptimo entre 28°C y 33°C. Un aumento de la
tem peratura aproximado a 33°C genera un réapido incremento en la tasa de secrecién,
mientrasque la tasa decae pronto en respuesta a una disminuci6n de temperatura (menores
de 28°C). EI tiempo necesario para alcanzar una nueva tasa de secrecién constante es
probablemente el requerido para que la temperatura del insecto alcance la del entorno
(M addrell, 1964). En este sentido, en el laboratorio se ha observado que a tem peraturas
menores a 28°C ocurre la disminuci6n de la excreciéon en los ejem plares del 5‘0 instar de

Rhodnius prolixus, quedando interrum pida hasta por 2 semanas (datos no publicados).

El mecanismode accion TM es atractivo desde el punto de vista fisiolégico por dos
razones principales. La primera y mas importante es que durante la diuresis, estos tdbulos
-1 -2
pueden transportar fluidosa una velocidad muy altade hasta 3,3 uL.min .cm (equivalente
-1 -2 . o1 -2 ,
a 55 nl.s .cm ). Esto se puede com parar con la cifra de 0,25 pL.min .cm de los tabulos
-1 -2
de M alpighi de la cucaracha (Diamond, 1962), 1,1 puL.min .cm de la vesicula biliar del
perro (Grim y Smith, 1957). Adem &s en el tGdbulo proximal del conejo se encontré que la

-3 -1 -2
velocidad media de absorciéon es de 2.10 pL.min .cm (Burg y Orloff, 1968) siendo

evidentemente menor que la velocidad de transporte de los TM .

La segunda razén es que la interpretaciéon de los resultados obtenidos con los
tibulos de Rhodnius prolixus es probablemente facilitada por el hecho de que la parte
secretora del tGbulo consiste en un solo tipo de célula, mientras que se ha dem ostrado que

los tibulos de Calliphora consisten en una poblacién heterogénea de dos tipos de células,

13



las primarias y las estrelladas, que cumplen funciones distintas en el mecanismo de

secreciéon del insecto (Berridge y Oschman, 1969).

1.3. Fisiologia de la excrecion en Rhodnius prolixus.

Las células de los TM de Rhodnius prolixus experimentan condiciones de estrés

osm 6tico dependiendo del estado de alimentaciéon del insecto. Luego de la alimentacidén la

osmolaridad de la hemolinfadecrece, debido a que la osmolaridad del plasm a sanguineo es

m é&s baja que la de ésta. Por ende, es necesario que existan mecanismos especificos de

regulacion tales como el control del volumen celular, para que el insecto sobreviva.

La formaciénde la orinaesllevada a cabo por el transporte transepitelial de solutos

y agua entre la hemolinfa del insecto y laluz de los UM T por medio de intercam biadores,

canales y un mecanismo activo de bombeo provisto por ATPasas de membrana, adem &s es

regulada por hormonas diuréticas que activan el flujo de secreci6on de los UM T.

La secrecion tubular en Rhodnius prolixus se inicia con la liberaciéon de 5-HT vy

Rhpro-DH por parte del sistema neurosecretor localizado en el ganglio mesotoracico del

insecto en respuesta a estimulos como cambios de volumen o aumento en la presion

hidrostatica del exoesqueleto, esto activa a los receptores ubicados en la membrana

basolateral de los UM T (M addrell, 1980; M addrell y col., 1991a, 1993), estimulando la

actividad de la adenilatociclasaque aumenta laconcentracionde AM Pc intracelular,lo cual

promoveria una cascada de fosforilacion (Aston, 1979; M addrell, 1963; M addrell y col.,

1991).

El incremento de la concentracién intracelular del AM Pc activa una ATPasa de H

de tipo vacuolar ubicada en la membrana apical (W ieczorek y col., 1991; revisado por
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Beyenbach, 2001) encargada de energizar el flujo transepitelial, mediante el transporte
’ . + - . .

electrogénico de H desde el citoplasma hacia el lumen creando un gradiente de protones

. . . + . .

desde el lumen hacia el citoplasma. Esta salida de H desde el citoplasma hacia la luz

tubular genera un gradiente que permite el intercambio luminal de H sensible a amilorida
+ +

por Na y/6 K citoplasm atico (M addrell y O’Donnell, 1992; Beyenbach,2001). La salida

de cloruro del citoplasma hacia el lumen ocurre espontdneamente a través del canal de cl

ubicado en la membrana apical. EIl movimiento de iones estd acom pafiado por el flujo de

H,O a través de los canales de agua, de manera de mantener estable el potencial

electroquimico de la célula.

Por otra parte se cree que el incremento de la concentracién de AMPc estimula el
. + - + .
triple cotransportadorelectroneutro Na /2CI /K en la membrana basolateral, promoviendo
elingreso de los tres iones al citoplasma (Haasy Forbush, 2000). A través del cualingresa
+ ’ - .z - i - -
el Na a la célula promoviendo un aumento en la concentracidon citoplasm atica del ion, lo
+ +
cual activa la ATPasa de Na /K sensible a ouabaina asi como también se activa el
+

. 3 .
intercam biador ClI-HCO , generando entonces un flujo neto de K y Cl hacia el

N
citoplasmay lumen,y un flujo de Na hacia lado extracelular (Figura 5).
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Flow

Figura 5. Modelo de la secrecién en una célula de Rhodnius prolixus. EIl esquema explica
direcciéon de la secreciéon es de izquierda (membrana basolateral, hemolinfa) a derecha (membrana
apical, luz del tibulo). Las ATPasas se muestran como circulos amarillos, intercambiadores como
circulos sombreados azules, y los canales como cilindros. Las flechas indican las direcciones de
flujo propuestas. EIl perfil de potencial eléctrico en estado estacionario de UM T durante la secrecién
se muestra en la parte inferior. En la membrana basolateral, las hormonas diuréticas 5-HT y Rhopr-
DH se muestran adyacentes de un receptor que a través de una cascada de AMP ciclico activaria
varios mecanismos, como el cotransportador electroneutro Na'/2CcI/K'. Se muestran la ATPasa
Na' /K" sensible a la ouabaina y la ATPasa Na' de resistente a la ouabaina e inhibida por furosemida
y bumetamida. Se muestra un canal epitelial de Na' y los canales K. En la membrana apical se
localiza una ATPasa de H (W ieczorek y col., 1991; revisado por Beyenbach, 2001) de tipo
vacuolar encargada de energizar el flujo transepitelial, mediante el transporte electrogénico de H'
desde el citoplasma hacia el lumen creando un gradiente de protones desde el lumen hacia el
citoplasma, ademas del intercambiador de H+ luminal sensible a amilorida por Na' ylé K+
citoplasm dtico (M addrell, O’Donnell, 1992; Beyenbach, 2001). (Tomado y modificado de Gadmez y
col., 2012).
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+
1.4. Homeostasis de Na intracelular.

Al igual que en toda célula epitelial la ATPasa Na+/K+ es una proteina integral de
membranaubicada enla membranabasolateral,participaen laregulacionde la osmolaridad
y el volumen celular controlando el flujo de 2 K+ hacia el citoplasma y 3 Na+ hacia la
hemolinfa, manteniendo el gradiente electroquimico de Na+ y K+a través de la membrana
celular. Si bien la ATPasa Na+/K+ contribuye a la salida de Na+, en Rhodnius prolixus

+
media el transporte de Na en contra del flujo de secrecién (Gutiérrez y col.,2004).

+ +

La ouabaina es un reconocido y eficaz inhibidor de la ATPasa Na /K . Alinhibir la
+ + +
bomba de Na /K se genera una disminuciéon del flujo de Na a través de la membrana
basolateral debido al bloqueo de la salida del ion, en consecuencia aumenta la
-z - z . * . . . .
concentraciéon citoplasm atica de Na , acrecentando su disponibilidad para el transporte a
+ + +
través de la membrana apical mediado por el intercambiador de Na y/6 K -H , lo que
facilita el flujo del ion hacia el lumen. Por otra parte también se ha propuesto que la
+ +

estimulaciéon con serotonina (5-HT) también inhibe a la bomba Na /K enun 60% (Grieco

y Lopes, 1997). Esta secrecién continua en presencia de ouabaina confirmando Ila

. . + . . .

importancia de la ATPasa de H de tipo vacuolar en el transporte epitelial (Beyenbach y

col,2000; lanowskiy O " Donnell,2001).

La ouabaina cumple funciones de toxina en las plantas, por ser un conocido y
potente inhibidorde la ATPasa Na+/K+, sin em bargo no tiene un efecto evidente en los TM
de muchos insectos como por ejemplo Drosophila melanogaster, Formica polyctena,
Glossina morsitans, entre otros. Torreiy colaboradores (2004) dem ostraron que existe una

via de transporte activo, denominada oatps, para la ouabaina (primario o secundario) al
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encontrar el glucésido en el flujo secretado de los TM de Drosophila (la cepa silvestre
Oregon R) sin ninguna modificaciéon en su estructura. EI sistema de transporte activo de
ouabaina representa una proteccién para los tibulos, ya que impiden que la toxina alcance
concentracionesinhibitoriasen los TM ,lo cualexplicaque muchos insectossean altamente
resistentes a toxinas vegetales como la ouabaina. La explicacion de la estimulacién
Lo -z . + ,
aparentemente parado6jicade lasecrecion de fluidos y del transporte de Na por la ouabaina
. . + + + . .,
en elepitelio secretor es que la bomba Na /K transporta el Na en una direccién opuesta a
.z . .oz B - - . *
la secrecion de fluido. La acci6on normal de esta bomba es minimizar el flujo neto de Na a
través del epitelio y, en consecuencia disminuir la secrecién de fluido. Al inhibir la bomba
+ + L, L, . . . . + ,
de Na /K con ouabaina se esperaria minimizar el flujo de Na a través de la membrana
basolateral,dado el bloqueo de la salidadel ion,generando un aumento en la concentracioén
. + . B - - . 7
intracelular de Na que favorece la disponibilidad del ion para el transporte a través de la
- - - . + 7 * + - - B
membranaapical, mediado por el intercambiador de Na y/6 K -H , facilitando el flujo del

ion hacia el lumen (Hernandez y col., 2001).

Sin embargo, en condiciones de no estimulacién o en reposo de los TM de los
insectos se ha demostrado que la ouabaina no tiene efecto sobre la concentracidn
. + s ’ - B . r .
intracelular de Na (Garcia, 2010). En células epiteliales de mam ifero, la ouabaina induce

z .z + . s . .
un aumento en elvolumen de lacélula,por laacumulaciénde Na citoplasm aticoque viene
seguido del ingreso de agua, lo que genera la lisiscelular (Proverbioy col., 1970; Proverbio
y del Castillo,1981; M ariny col., 1983, del Castillo y Robinson, 1985a, 1985b; Orsenigo y

col., 1988).

Ademéas se ha observado que la aplicacion de ouabaina en condiciones de no

N
estimulaciéon de los TM no produce efectos en la acumulacién de Na intracelular (Garcia,
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+ +

2010), por lo que se deduce que la ATPasa Na /K parece no ser el Gnico mecanismo de
sz .oz . + - . .

regulacion de la concentraciéon intracelular de Na , dado que al inhibir esta bomba, se

esperaria un concomitante aumento de dicho ion en el fluido de secrecién, al no observar

.
estos cam bios entonces debe existir otra via de salida de Na hacia la hemolinfa.

Se ha planteado como una explicacién alternativa que al no poder entrar suficiente
+ + - +

Na alcitoplasmaal encontrarse inactivo el triple cotransportador Na /2CI /K ,la cantidad
+ + +

de Na que la ATPasa Na /K exporta del citoplasma podria ser considerablemente menor

- + ’

que aquella expulsada por un segundo mecanismo de transporte de Na que seria

fundamental para la homeostasis en condiciones no secretoras. Proverbio y colaboradores

+ s~ oz s . -
(1970) plantearon la segunda bombade Na paraelrifién de mam ifero, que podrfa elucidar

aspectos de este fendmeno.

+

Esta ATPasa de Na insensible a Owuabaina e inhibida por Furosemida vy

- - P + -

Bumetamida localizada en la membrana basolateral, estaria desplazando Na del espacio
+ +

intracelular cuando la ATPasa Na /K estd siendo bloqueada por ouabaina, esto podria

explicar que el ion no se acumule en el citoplasm a.

Ademas en condiciones no secretoras, es decir en ausencia de estimulacién de
.z . * - + z .
secrecion por parte de las hormonas, el triple cotransportador Na /2CI /K no estéd activo lo
. . -z - + - - . . . -
que conlleva a la disminucién del flujo de Na hacia el interior citoplasm &atico, en
. . + + . + ~ .
consecuenciano se activa ATPasa Na /K ,debido a que la [N a ]iesla sefial activadora de

esta bomba.

Bajo estas condiciones se ha observado en los UMT de Rhodnius prolixus un

.
aumento significativo en la concentracién intracelular de Na en presencia de furosem ida
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N

(Garcia,2010), por lo que se esperaria que el incremento del Na citoplasm atico favorezca
+ + +

el intercambio de Na y/6 K por H luminal, facilitando el flujo del ion hacia el lumen,y

en consecuencia generar el flujo de secrecién de los UM T.

1.5. Antecedentes de la Segunda ATPasa de Na+ insensible a ouabaina.

+
Esta bomba de Na fue propuesta por primera vez por W hittembury (1968), en
- . . +. -

cortes de riiéon de mam ifero,como un mecanismo de salida de Na insensible a ouabaina e
inhibida por éacido etacrinico, cuya actividad seria independiente de la concentracion
+ + +

extracelularde K ,en consecuencia este mecanismo seria distinto de la ATPasa de Na /K .
Establece que esta salida de Na podria ser una bomba electrogénica que desplazaria Na
del citoplasma en compafiia principalmente de Clry un movimiento significativo de agua,

regulando el volumen celular.

N

En 1970, Proverbio y colaboradores proponen la segunda bomba de Na en células
de riién de mam ifero En 1986, Proverbio y colaboradores dem ostraron en mem branas
plasm aticas basolaterales a partir de células tubulares proximales de riién de rata, la

. . . . + .
existencia de dos sistemas de ATPasa estimulados con Na : la ATPasa sensible a la
+ + +

ouabaina e insensible a furosemida (Na /K )y la ATPasa Na insensible a la ouabaina e

inhibida por furosemida y bumetamida.

Esta bomba ha sido descrita en varios tejidos como rifién (Proverbio y col., 1970;
Proverbio y del Castillo, 1981; M arin y col., 1983), intestino delgado (del Castillo y
Robinson, 1985a, 1985b; Orsenigo y col., 1988) y branquias (Pfeiler y Kirschner, 1972;
Ventrella y col., 1987), por lo que Proverbio y colaboradores (1991) proponen que la

+ +
funcion de la Segunda ATPasa Na en tales tejidos seria generar un flujo vectorial de Na ,
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de un lado a otro de las células epiteliales, contribuyendo en esta manera al control de este

ion dentro del organism o.

.

Se ha propuesto la existencia de la Segunda ATPasa Na insensible a ouabaina en
los TM de Rhodnius prolixus (Caruso-Neves y col, 1998), realizando ensayos de la
actividad de la ATPasa en homogenatos celularesde los TM ; determinaronque su actividad

2+
es dependientede Mg ,ademases inhibidapor pequefiascantidades de vanadato (intervalo
. - - - + -

micromolar), indicando una ATPasa de tipo P. Aunque esta ATPasa Na se ha descrito en
varios tipos de células (Proverbio y col., 1989; Moretti y col., 1991; Caruso-Neves y col.,

1998, 1999; Rangel y col., 1999), no existen evidencias que sefialen la localizacién exacta

de la ATPasa en alguna de las dos mem branas.

.
Estas evidencias apoyan la existencia de una ATPasa de Na en la membrana
+ +
basolateral.Su actividad podria estarenm ascarada por la ATPasa Na /K cuando los TM se
encuentran estimulados. Al ser inhibida con furosemida en TM sin estimular, mantiene la
-z . + B - .z . ’
concentraciéon intracelularde Na establelo que facilitasu secrecién hacia ellumen a través
. R + + + . + . .
del intercambiador Na y/o K -H en la membrana apical. La ATPasa Na insensible a
’ . . . . . . + . .
ouabaina serfiael mecanismo principalpara el movimientode Na desde el citoplasm ahacia
la hemolinfa en condiciones de no estimulaciéon regulando de esta manera la homeostasis
, +
celular. Segln Caruso-Neves y colaboradores (2002) la ATPasa de N a es
. - + + .
aproximadamente 10 veces menos activa que la ATPasa Na /K 1o que sugiere que esta

+ +
enzima puede estar involucrada en el ajuste fino, mientras que la ATPasa Na /K es

N
responsable de la mayor parte de la reabsorcién de Na en el segmento proximal.

21



to
En trabajosrealizados en el laboratorio,con ejem plares de Rhodnius prolixus del 5
instar luego de 3 dias de la Gltima alimentacién, al tratar los TM con furosemida se ha
. .z . +
observado que no hay incremento en la concentracién intracelular de Na . Por lo que se
. - - + - - .
sugiere un cese en la actividad de la segunda bomba de Na bajo esas condiciones (Datos

no publicados).

+
Es por consiguiente interesante estudiar el transporte epitelial de Na en condicién
de reposo (sin estimulacién de las hormonas diuréticas) a través de la Segunda ATPasa de

N
Na enlamembrana basolateral del epitelio excretor de los UM T de Rhodnius prolixus.

En el presentetrabajo se planteacomo objetivoprincipalel estudio in vitro del flujo

.z . + - .z . .z . -
de la secrecion dependiente Na en condiciéon de no estimulacion del epitelioexcretorde los
UMT de Rhodnius prolixus empleando diferentes farmacos inhibitorios cuyo efecto es
conocido, responsablesde perturbar la actividadde los mecanismosde transporteepitelial a

nivel de la mem brana basolateral de la célula.
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Il. ANTECEDENTES

Los ttbulosde M alpighi (TM )de Rhodnius prolixustienen la capacidad de pasar de

una condici6on no secretora (cuando no estan estimuladospor5-HT ni Rhpro-DH) a secretar
- . 2 -

un volumen de fluido a velocidades hasta de 50 nL/s.cm (W hittembury y col., 1986;
M addrell,1991) a los pocos minutosde comenzada la ingesta de sangre, por la acci6n de la
hormona Rhpro-DH (Te Brugge y col., 2011) y la 5-HT, la cual es una de las principales
hormonas moduladorasde la diuresis (Aston,1979; M addrelly col., 1991a). En periodos de
ayuno presentan tasas de secrecién insignificantes respecto a las obtenidas con la

estimulacion de 5-HT, por lo cual se consideran “inactivos” o “no funcionales”.

M addrell (1969) demostré6 en los TM de Rhodnius prolixus existe una relacién

lineal entre el volumen de fluido secretado (pL) vy el tiempo (min).

lanowskiy colaboradores (2001) midieron la actividad de iones intracelulares y el

potencial de membrana basolateral en células de los TM de Rhodnius prolixus usando

microelectrodos selectivosde iones de cafién doble. Observaron que en TM no estimulados
+ -1 -1

la [Na ], fue de 21 mmol.l y que aumentaba a 33 mmol.l cuando los TM eran

estimulados con 5-HT. Estos resultados Ilevaron a Garcia (2010) a estudiar la hom eostasis

+ z - - - - - ’

del Na en células epitelialesde Rhodnius prolixus, Aedes aegyptiy células C6/36 de Aedes

albopictus. Utilizando un sistema de perfusiéon evalto el efecto conjunto de ouabaina 25
- . + .

UM y furosemida 1m M sobre los cambios en [Na J;en TM no estimulados. Los resultados

. ’ - . .z +

obtenidos mostraron que la ouabaina no induce cambios en la concentracion de Na

.
intracelular, sin embargo la adicion de furosemida produjo un incremento en la [Na ];. En
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.
consecuencia, sus resultados confirman la existencia de la segunda ATPasa de Na
. . ’ z - . . . +

insensible a ouabaina,lacual seriala principalresponsable del movimiento de Na desde el

citoplasma hacia la hemolinfa en condiciones no activas.

.
Se han presentado evidencias experimentalesde la existencia de una ATPasa de Na
insensible a ouabaina en células de mamiferos, que han permitido explicar el segundo
. + . . .
mecanismo de transporte de Na en los TM de Rhodnius prolixus. W hittembury (1968)
- - . - * 7 - 7
planted la existenciade dos mecanismosde salida basolateral de Na en células de rifiéon de
+ + +
mam ifero, un intercambiador de Na /K sensible a ouabaina, y bomba de Na insensible a
ouabaina e inhibida por &4cido etacrinico, que podria ser electrogénica. Proverbio vy
- . - . + +
colaboradores (1986) presentaron evidenciasque diferencian claramente la ATPasa Na /K
+ - . .
y la ATPasa de Na insensible a ouabaina en membranas plasm aticas basolaterales de
células tubulares proximales de rifién de rata. En su estudio encontraron que ambas
A TPasas reaccionan de manera disimil frente diferentes concentraciones de SDS, adem &s
+ +
que la digestion de la ATPasa Na /K ocasiona la pérdida de actividad de la enzima,

.
mientras que la tripsina no afecta la actividad de la ATPasa de Na .

Proverbioy colaboradores (1991) adem 4s observaron en célulasde rifién de rata que
- - + Z -
la actividad de la ATPasa de Na estad relacionada y modulada por el volumen celular vy
. .z . - + -
sugieren que la funcién principal de la bomba de Na puede establecerse mediante su
asociacioncon laregulaciondelvolumen celular activo, esta respuestadiferencial hacia los
cambios de volumen apoya la hipo6tesis de la existencia de dos enzimas distintas con

N
funciones similares en la extraccién de Na a través de la membrana basolateral.
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Rocafull y colaboradores (2012) lograron la purificaciéon y la clonacion de la
+ ’ . . . .
subunidad o de la ATPasa de Na de células del epitelio intestinal de cobaya, que les
permitié definirlacomo una entidad bioquimicay moleculartnica. Los genes de la ATPasa
+ + +
Na /K y la ATPasa de Na se encuentran en el mismo locus, atplal, pero tienen
promotores independientes y algunos exones diferentes. La obtencién de un clon de la
+ + +
subunidad o de la ATPasa de Na que no correspondea la ATPasa de Na /K representan la
- - - - - + . . .
prueba definitiva de la existencia de la Segunda ATPasa de Na insensible a ouabaina e

inhibida por furosem ida.

.
Teniendo en cuenta que la actividad de la ATPasa de Na insensible a ouabaina e
inhibida por furosem ida se ha encontradoen una variedad de tejidosde diferentesanim ales,
Caruso-Neves y colaboradores (1998) estudiaron la posible existencia de esta ATPasa en
células tubulares de Rhodnius prolixus. Determinaron la respuesta reguladora de la
secrecion en homogenatos de células tubulares observando que no fue modificada por
ouabaina 1 mM, lo que sugiere la presencia de un mecanismo diferente de la ATPasa
+ +
Na /K . Esta respuesta reguladora fue inhibida por la furosemida y el 4cido etacrinico,
inhibidores de la ATPasa insensible a ouabaina. Los autores sefialan que las células de los
2+
TM de Rhodnius prolixus expresan la actividad de ATPasa dependientede Mg estimulada
+ . . . . - . .
por Na ,que es inhibida porcantidades en el rango micromolar de vanadato, indicando que
. z - - + . . .
es una ATPasa tipo P. Adem as que la actividad de la ATPasa de Na es inhibida por2 mM
de furosemida y no es sensible a concentraciones de ouabaina de hasta 10 m M , por lo que

+ +
proponen que esta ATPasa es una enzima diferente ala ATPasa Na /K .

Resultados preliminares del laboratorio muestran una disminuci6n en el efecto de

furosemida cuando se estudian UM T de Rhodnius recién alimentados. Considerando el
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modelo de secrecionde los TM de Rhodnius prolixus (Gutiérrez y col.,2004), la adicién de

+ - +
furosemida estaria inhibiendo la actividad del triple cotransportador de Na /2CIl /K ,

+ +
dejando disponible la entrada de Na a través de la conductancia de Na tipo ENaC (del
inglés Epithelial Sodium Channel) propuesta por Garcia (2010). La furosemida adem &s
- . +.
genera un incremento de la concentracion de Na intracelular por el bloqueo de la Segunda
+ - . . -

ATPasa de Na insensible a ouabaina. Al no observar cambios en la concentracion
- Z . . - - - + -
citoplasm aticadel ion, se sugiere que no hay la actividad de la segunda bomba de Na bajo

esas condiciones (datos no publicados).
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I11.OBJETIVOS

3.1. O bjetivo General

N
Estudiar in vitro el flujo de secrecién transepitelial dependiente de Na , de los

tibulos de M alpighi (UM T) de Rhodnius prolixus en condiciones de no estimulacién y en

ejem plares recién alimentados (3 dias).

3

2.

O bjetivos Especificos

Evaluar si la adicion de furosemida induce la secreciéon de los UM T en reposo.
Estudiar el efecto de ouabaina sobre la secrecién inducida por furosemida de los
UMT en reposo.
Determinarel efecto de amiloridasobre la secreciéon inducida por furosemida de los
UMT en reposo.

N
Evaluar la secrecién inducida por furosem ida en presencia de bajo Na extracelular
de los UM T en reposo.
Determinar si la adicion de furosemida induce la secrecién de los UMT de

ejemplares recién alimentados.
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IV.MATERIALES Y METODOS.

4.1. M aterial bioldgico

Los ensayos se efectuaron con ejemplares de Rhodnius prolixus criados en
cautiverioen el Laboratorio de Biologia de Vectores y Parasitos del Instituto de Zoologiay
Ecologia Tropical (1ZET) adscritoalaU.C.V. Paralaobtencién de los tdbulos de M alpighi
(TM),se emplearonimagos delswinstarde ambos sexos, que fueron criados y mantenidos
en el laboratorioen incubadorasa una temperaturade 28°C y 95% de humedad, alos cuales
se lesalimenté con sangre de gallinas.Se utilizarondos grupos de insectos:el primer grupo
constituido por ejem plarescon 3 semanasen ayuno, mientras que el otro grupo constaba de

chipos con 3 dias a partir de la Gltima alimentacién.

4.2. Reactivos y soluciones

Los reactivosem pleados para la preparacion de las soluciones utilizadas pertenecen
a las casas comerciales Merck y Sigma Chemicals Co. Las soluciones fueron separadas en
alicuotasy congeladas para asegurar su estabilidad. De manera que todos los experimentos
fueron realizados con soluciones frescas descongeladas en el mismo dia. Los farmacos se
affladieron en pequefios volimenes (< a 5 pl) de soluciones concentradas. Las

concentraciones reportadas son las alcanzadas en el pozo de la cdm ara de secreci6n.

4.2.1. Ringer Insecto (R1)

La preparacion de la soluciéon fisiolégica para Rhodnius prolixus se efectudé con

modificaciones de la formula de Ringer Insecto propuesta por M addrell (1969) para el
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aislamiento y estudio de los tidbulos de M alpighi y contiene los siguientes componentes:
NaCl 145 mM; KCI8.6 mM; NaHPO, 4.3 mM; NaHCO,,10.2 mM; CaCl,,2 mM;glucosa

34 mM; HEPES 5 mM; alanina 3 mM; pH 7.2; osmolaridad 340 m Osm/kg siendo esta

isosm 6tica respecto a la hemolinfa del insecto.

4.2.2. Ringer Bajo Na+

.
Para realizar experimentos en ausencia del cation Na se empleé Cloruro de n-
m etilglucamina 145 mM; KCI 8.6 mM; NaHPO, 4.3 mM; NaHCO,; 10.2 mM,; CacCl, 2

mM ; glucosa 34 mM; HEPES 5 mM ; alanina 3 mM ; pH 7,2; osmolaridad, 340 m Osm /kg.

4.2.3.Concentraciones de los farm acos

En cada uno de los experimentos fueron agregados soluciones RI1 con diferentes
agentes farmacolégicos, alcanzadndose concentraciones finales de: Furosemida 1000 pM
(Ilm M), Ouabaina 25 pM, Amilorida 100 pM, 5-HT 2 pM, para evaluar sus efectos

individuales o en conjunto sobre el volumen de secrecidn.

4.3.Disefio experimental

4.3.1. Diseccion y Aislamiento de los TUbulos de M alpighi (TM ) de Rhodnius

prolixus.

Bajo un estereoscopioy con asistencia de pinzas de diseccidn, se sujeté al insecto a
nivel del cuello, empleando una tijera ocular se decapito y se fijé con alfileres
entomolégicosa nivel del mesotéraxy las patas, en declUbito ventral, a una capsula de Petri
cuyo fondo contenia cera coloreada para generar contraste con los TM . Luego de esto, se

agreg6 solucién R1 sobre la preparacién. Se cortaron las alas incipientes y el borde de
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quitina alrededordel abdomen (conexivo) en la region dorsal. Posteriormente se realizé un
corte transversaldel exoesqueletoa niveldel térax,y se levanté y fijé a la camara de form a
tal que quedaran expuestos los 6rganos internos del insecto, de esta manera se lograron

visualizar los TM dispuestos en la hemocele del insecto unidos a la ampolla rectal.

Con ayuda de asas de vidrio se desenrollaron y aislaron intactos los tdbulos de
M alpighi, con las cuales se limpié el tejido de las traqueolas adosadas a él. Finalmente, se
cort6 el extremo proximal de cada tdbulo, empleando una micropipeta de 1mL de la casa
. ® - . . - .
comercial Eppendorf cuya punta fue sustituida por una pipeta Pasteur modificada, fueron
transportados a la camara de medicion donde se llevaron a cabo los experimentos. Los

segmentosde UM T una vez aislados se mantuvieronen solucién fisiol6gica Ringer Insecto.

4.3.2. Montaje de los Tubulos de M alpighi en la cdmara de medicion del

volumen de secrecién — Ensayo de Ram say.

La camara de medicion es una cadpsula de Petri cuya superficie fue modelada con
Sylgard, resina transparente que permitié6 la visualizaciéon o6ptima del sistema

proporcionando un mejor contraste entre el fondo de la cdmara y la preparacion.

A la superficie de la resina que se realizaron depresiones semiesféricas y se
insertaron alfileresentomolégicosauna distanciade 0,5 cm del borde de la depresién. Cada
pozo formado tenia una capacidad de 50 pL. La superficie de la camara fue bafiada en

parafina liquida hidratada (Figura 6 y Figura 7).

Para realizar el Ensayo de Ramsay (1952), se procedié a montar en la camara de

medicién los UM T bajo un estereoscopio a un aumento de 12X . Se colocd en cada uno de
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los pozos formados una gota de un volumen < 50 pL de solucién R1, sobre el cual se

adiciona el volumen de cada farm aco.

El segmento proximal (cortado) del tabulo fue enrollado alrededor del alfiler

entomolégico, mientras que el segmento distal (ciego) quedd sumergido en el pozo con la

solucién RI.
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Parafina liquida

Figura 6. Vista lateral de la disposicién experimental usada para determinar el flujo de
secrecion por un tabulo de M alpighi aislado. Una gota de la solucién Ringer Insecto se coloca en
una depresion en la base de Sylgar bajo una capa de parafina liquida hidratada. EIl extremo proxim al
del tubulo se extrae de la gota a través de la parafina liquida y enrollado alrededor de un alfiler
entomolégico fijo en la cdmara. EI liguido segregado por el tibulo emerge a través de una incisién

hecho en la pared del tibulo (M odificado de M addrell y col., 1988).
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Figura 7. Vista frontal de la disposicién experimental in vitro empleada para determinar el
flujo de secrecién en los UM T. En la gota de la solucién Ringer Insecto se coloca el extremo distal
(UM T) del tabulo, mientras que el extremo proximal (LM T) se extrae de la gota a través de la
parafina liquida y es enrollado alrededor de un alfiler entomolégico fijo en la cdmara de Ramsay

(Ramsay, 1952).
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La camara de medicion se colocarda sobre una base metalica, por dentro de la cual
circula un bafio de temperatura de flujo continuo a 33°C para emular las condiciones

am bientales y fisiol6gicas del insecto.

El transporte del fluido a través del lumen de los TM va desde el extremo ciego
hacia el extremoproximal.La secrecién del fluido se aprecia por la generacién de una gota
esféricaque se acumulaalrededor del alfilerentomolédgico. Empleando pinzas de disecci6n
se efectuaron incisiones delimitadas en el extremo proximal enrollado en el alfiler para

permitir la acumulacién de la gota.

4.3.3.Determinacién del volumen secretado.

Para determinar el volumen de la gota formada se midid el didmetro de la gota

empleando un micrémetro de ocular, cada 15 minutos durante un periodo de 2 horas.

Se calculdé el volumen secretado a partir de la formula del volumen de la esfera

generada por la gota alrededor del alfiler, mediante la ecuacion:

donde, r es el radio de la gota de secrecién, medido en micrémetros. Este valor se va a
estandarizardividiéndolo entre lalongitud linealdel segmento distal del TM , sumergido en

el pozo.

El volumen total secretado fue acumulativo, es decir que a los 15 minutos el
volumen total fue lo acumulado en la gota de secrecién desde 0" hasta 15", de manera que a

los 120 minutos el volumen total de secrecién fue la acumulacién del fluido desde 0" hasta
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120°. El volumen total de secrecién fue producto del efecto de los fdrmacos aplicados de

manera individual o en conjunto, el cual serd expresado en nanolitros (nL).

Se realizo un grafico de Volumen total de secreci6n (nL « m m-l) vs Tiempo (min).
Dado que hay un antecedente (M addrell, 1969) de una relaci6n directamente proporcional
entre ambos pardmetros, a los datos se les realizard una regresiéon lineal. Se midié la
longitud en milimetro lineal de la seccién del TM sumergido en la gota del pozo, que
corresponde al extremo secretor denominado en el presente trabajo como UMT. Por
consiguiente los datos se expresaron en mm lineal. La pendiente de recta del ajuste lineal
fue la tasa de secrecion, expresada en unidades de nL -« mm-l . min-l. Las graficas se
realizaronem pleando el software de anéalisis y visualizacién de datos cientificos SciDA Vs

distribuido gratuitamente bajolos términos de la licencia GNU (Free Software Foundation)

y disponible en la web.

4.4. Andalisis estadistico de los datos.

Se realizaron los calculos de promedioy error estandar al volumen de secrecidon (nL

-1
*mm )obtenido experimentalmente bajo el efecto de los fadrm acos.

Para el anélisis estadistico se empled la prueba de tde Student para datos pareados
con la finalidad de determinar si hay o no diferencias significativas entre cada una de las
condiciones experimentales y la condicién anterior, considerando el p=0.05 como
significativo; del mismo modo se aplicé la prueba estadistica a los TM control para
determinar si existen diferencias significativas en la acumulacién del volumen secretado a

los 120" respecto al tiempo 0" (tiempo inicial). Se utilizé el programa estadistico PAST
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distribuido gratuitamente bajolos términos de la licencia GNU (Free Software Foundation)

y disponible en la web.

4. 5. Protocolo de lavado de los TUubulos de M alpighi estimulados.

Luego que elinsecto se alimenta de la sangre del huésped vertebrado, son liberadas
las hormonas diuréticas, Rhpro-DH y 5-HT, desde el ganglio mesotoracico del insecto
haciala hemolinfa.Segun nuestro modelo de trabajo (Gutiérrez y col.,2004), las hormonas
diuréticas activan los receptores localizados en la membrana basolateral, activando los
mecanismos de transporte epitelial involucrados en la secrecién. Resultados (no
publicados) obtenidos en nuestro laboratorio evidencian que la furosemida no tiene efecto

.z B + B . s
sobre la concentracion intracelular de Na en UMT de Rhodnius prolixus recién

alimentados, contrario a los resultados obtenidos en condicién de reposo (Garcia, 2010).

Para la determinacion del efecto de furosemida sobre la inducci6n de secrecién de
los TM posterior a 3 dias de la GlItima alimentaciéon del insecto, se evalud la condicién de
estimulacionenddgena de los TM luego de la diseccién, esto con el objetivo de com probar
el efecto de las hormonas diuréticas sobre la secrecién de los TM de ejemplares recién

alimentados.

Posteriormente, los tdbulos fueron lavados con un volumen de 15 mL de solucidn
RI control durante 15 minutos en un beaker de 30 m L, luego se trasladaron a la camara de
Ramsay con el propdésito de determinar si se logré eliminar el efecto de las hormonas. En
caso de que los TM secretaran espontaneamente, se repitié el lavado con volimenes no

aditivos de solucién RI1 normal. Esto con la finalidad de eliminar la presencia de las
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hormonas que pudieran influiren los resultadosesperados.Posteriormente, se procedidé a la

determinacién del volumen mediante el Ensayo de Ram say (Seccién 4.3.3).
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V.RESULTADOS

Con la finalidad de estudiar la secrecidon dependiente de Na+ de UM T de Rhodnius
prolixus en condiciéon de reposo (sin estimulacién con 5-HT), se trataron los UM T con
agentes farmacolégicos de efecto conocido, que actian sobre mecanismos especificos de
transporte transepitelial como lo son ATPasas, cotransportadores y canales, adicionando

tales farmacos en el espacio peritubular para estudiar su efecto a nivel de la membrana

basolateral.

5.1. Evaluacién del efecto de Furosemida sobre la induccién de la secrecién de los

UMT &en reposo.

Los UMT enreposo se trataron con el farmaco furosemida (1m M ) durante 120 min
de duracién del experimento.EIl fArmaco actlua inhibiendo especificamente la actividad del
triple cotransportador Na+/2CI'/K+ y de la Segunda ATPasa de Na+ insensible a ouabaina e
inhibida por furosemida. Un total de 34 UM T aislados presentaron un comportamiento
similar frente al fArm aco (Figura 8), mostrando un incremento significativo del volumen de

la gota secretada respecto al control (n=13, Tabla 1), en el lapso del experimento.

En este trabajo se presenta por primeravez lasecreciénen reposo (sin estimulacidén)
de los UM T de Rhodnius prolixus, tal como se observa en la Figura 8, la cual muestra el
curso temporal del efecto de furosemida obtenido para los UM T, en donde se puede
identificartranscurridoslosprimeros15 mindel montaje experimental, la generacién de un

volumen de secrecién. Es de hacer notar que en estos ensayos no se utilizé6 ninguna
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sustancia para estimular la secrecién, por consiguiente debe atribuirse el volumen de
.z . . + . . .

secrecion a cambios en la homeostasis de Na . La pendiente de la recta del ajuste lineal

realizado a los datos obtenidos experimentalmente, indica que la tasa de secrecién de los

-1 -1
UMT analizados bajo el efecto del farmaco fue de 0,29 nL * min <« mm

Con la finalidad de dem ostrar que los UM T estan activos y son capaces de secretar,
a los 105 minutos se agregé 5-HT (2 pM ). Como se esperaba los UM T mostraron un
aumento significativo del volumen de la gota de secreci6on inmediatamente después de
entrar en contacto con la hormona (Figura 9). La tasa de secreci6n del efecto aditivo de la

-1 -1
hormona fue de 8,47 nL * min <+ mm
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Figura 8. Efecto de Furosemida sobre la acumulaciéon del volumen secretado de los UMT de
Rhodnius prolixus en reposo. Se presenta el volumen secretado (nL - mmrl) en funcién del tiempo
(min). El promedio de la secrecién de los UM T control (n=13) estéd representado por la linea azul, a
los cuales no se les agregd el farmaco. La linea negra muestra el promedio del volumen secretado
por los UMT (n=34) bajo el efecto de Furosemida (1 mM ). La recta obtenida del ajuste lineal (linea
-1

roja) es: ¥ = 0,29x + 0,58 (RZ: 0,99), obteniéndose una tasa de secreciéon de 0,29 nL *« mm .

-1
min . A los 105 minutos se afiadié 5-HT, tal como lo indica la flecha. La recta obtenida que une

-1 -1
los puntos es Y = 8,47x — 858,25; la tasa de secreciéon es 8,47 nL * mm e min .
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Figura 9. Histograma comparativo entre los efectos del tratamiento de Furosemida y el
tratamiento aditivo de Furosemida y 5-HT sobre la acumulacién del volumen secretado. Se

observa un cambio significativo en la magnitud de volumen de secrecién inducido por la adicién de
la_ hormona diurética 5-HT () a los UMT con Furosemida, en comparacién con el cambio

observado bajo el efecto individual del farmaco ( D
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5.2. Estudio del efecto de Ouabaina sobre la secreci6oninducida por Furosemida de los

UMT en reposo.

Se ha reportado que al tratar los UM T en reposo con ouabaina, con el objetivo de
+ + +
inhibir la salida basolateral de Na a través de la ATPasa Na /K , no se produce efectos
. . . . .oz . * ’ .
significativosen laconcentracién intracelularde Na (Garcia, 2010). En consecuencia, con
el propésito de determ inar si la ouabaina generaba algin efecto sobre la secrecidon de los

UMT en reposo, éstos fueron tratados con ouabaina (25 pM ).

Los UMT bajo el efecto del farmaco (n=13) no presentaron diferencias
significativas (Tabla I) en el volumen de secrecién respecto a los UM T control (n=5), tal
como se observa en la Figura 10, la cual muestra el curso temporal del efecto de ouabaina
obtenido para los UM T. La pendiente de la recta del ajuste lineal realizado a los datos
obtenidos experimentalmente, indica que la tasa de secrecién de los UM T bajo el efecto

1 1
del farmaco fue 0,02 nL * min <+ mm

Transcurridos 105 minutos del montaje experimental, se agregd 5-HT (2 pM),
dem ostrando que los UM T estaban activos y eran capaces de secretar, observado com o un
incremento significativo (Tabla I) del volumen de la gota de secrecién inmediatamente
después de entrar en contacto con la hormona. La tasa de secrecion del efecto de la

-1 -1
hormona fue 3,917 nL * min <+« mm
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Figura 10. Efecto de Ouabaina sobre la acumulaciéon del volumen secretado de los UMT de
Rhodnius prolixus en reposo. Se presenta el volumen secretado (nL - mm'l) en funciéon del tiempo
(min). El promedio de la secreciéon de los UMT control (n=5) estd representado por la linea azul, a
los cuales no se les agregd el farmaco. La linea negra muestra el promedio del volumen secretado
por los UMT (n=13) bajo el efecto de Ouabaina (25 WM ). La recta obtenida del ajuste lineal (linea
roja) es: ¥ = 0,02x + 0,03 (R2= 0,87), obteniéndose una tasa de secreci6én de 0,02 nL - mm'l .
minrl. N 6tese que no hay diferencia apreciable entre la condicién experimental y la condicion
control. La flecha indica la adicién de 5-HT a los 105 minutos. La recta obtenida que une los

puntos es: ¥ = 3,91x — 410,5; la tasa de secrecion es 3,912 nL » mm  » min .
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Para evaluar el efecto sinérgico de ouabaina (25 pM ) y furosemida (1 m M), se
Ilevaron a cabo ensayos en los que se alterné el orden de adicién de cada farmaco, con lo
que se pretendid estudiar si el orden de adicién generaba efectos distintos en la secrecién

de los UM T.

En primera instancia se realizaron una serie de experimentos que permitieron

estudiar el efecto de ouabaina (25 pM ) antes de furosemida (1 mM ). Se sabe que la
+ +

ouabainainhibe ala ATPasa Na /K ,mientrasque la furosemidatiene un efecto inhibitorio

sobre la actividad de la Segunda ATPasa de Na+ insensible a ouabaina.

Experimentalmente,se evidencié que la adicién de ouabaina no indujo un aumento

significativo en el volumen de secrecién de los UM T aislados (n=36) respecto alos UMT
.z . -1 -1

control (n=17),presentando una tasa de secrecién de 0,02 nL * min < mm ,este resultado

es consistente con lo observado anteriormente respecto al efecto de ouabaina sobre los

UM T. Transcurridos 30 minutos, la aplicacién de furosemida generd un incremento

importante en el volumen de secrecién (Figura 11). La tasa de secrecién obtenida por el

-1 -1
efecto aditivo de furosemida fue 0,25 nL ¢ min emm , similar a la tasa alcanzada con

s6lo furosemida en la seccion 5.1 (Figura 13, Tabla I).

Se demostro6que los UM T continuaban activosa los 105 minutos, tras aplicar 5-HT
(2 pM ). EI volumen de secrecién incrementé significativamente después de entrar en
contacto con la hormona. La tasa de secrecién del efecto aditivo de la hormona fue 11,15

1 1
nL *min ¢ mm (Tabla I).
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Figura 11. Efecto sinergistico de Ouabaina y Furosemida sobre la acumulacién del volumen
secretado de los UMT de Rhodnius prolixus en reposo. Se presenta el volumen secretado (nL -
mmrl) en funcién del tiempo (min). El promedio de la secreciéon de los UMT control (n=17) esté
representado por la linea azul, a los cuales no se les agregaron los fd&rmacos. La linea negra muestra
el promedio del volumen secretado por los UMT (n=36), bajo el efecto de Ouabaina (25 pM) vy
Furosemida (1 mM). La recta obtenida del ajuste lineal (linea roja) bajo el efecto de Ouabaina es:
Y = 0,02x + 0,03 (R'= 0,96), obteniéndose una tasa de secrecién de 0,02 nL » mm  + min ,
mientras que al agregar Furosemida a los 30 minutos se obtuvo una recta de: ¥ = 0,25x — 9,5
(R2= 0,87), cuya tasa de secreci6on fue 0,25 nL » mm . minrl. A los 105 minutos se agreg6 5-HT,
tal como lo indica la flecha. La recta obtenida que une los puntoses: ¥ = 11,15x — 1150,98. La

.. -1 L1
tasa de secrecién es 11,15 nL *» mm e min .
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Al invertir el orden de los farmacos, se examin6 el efecto de ouabaina (25 pM)
sobre la secrecién inducida por el efecto de furosemida (1 mM ). Andlogamente al orden
anteriorde inhibidores,al agregar primero furosemidaalos UMT se inhibe tanto la entrada

+ z B + - + . . -
de Na a través del triple cotransportador Na /2CIlI/K como la salida de ion por medio de

Segunda ATPasa de Na+ insensible a ouabaina.

Los resultados obtenidos confirman que la furosemida induce la secrecién en los

UMT (n=24) tal como se muestra en la seccion 5.1., presentando una tasa de secrecion de
0,20 nL - minrlo mmrl, mientrasque la adicién de ouabaina incrementa significativam ente
la secrecién de los UM T (Tabla 1), un efecto contrario al obtenido cuando éste farmaco es
agregado antes de furosemida (Figura 12). La tasa de secreciéon alcanzada debido al efecto
de ouabaina fue 0,34 nL - min-l . mm-l (Figura 13). Por otra parte, las tasas de secrecidn
alcanzadas por el efecto de ouabaina antes o después de la adicién de furosemida
resultaron no ser significativamente distintas entre si. La adicién de 5-HT (2 pM ) a la
1 -1

preparacion luego de 105 minutos,produjo una tasa de secreci6én de 5,88 nL * m in +mm

(Tabla I).
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Figura 12. Efecto sinergistico de Furosemida y Ouabaina sobre la acumulacién del volumen
secretado de los UM T de Rhodnius prolixus en reposo. Se presenta el volumen secretado (nL -
mmrl) en funcién del tiempo (min). EIl promedio de la secrecién de los UMT control (n=12) estd
representado por la linea azul, a los cuales no se les agregaron los farmacos. La linea negra muestra
el promedio del volumen secretado por los UMT (n=24) bajo el efecto de Furosemida (1 mM) vy
Ouabaina (25 pM ). La recta obtenida del ajuste lineal (linea roja) bajo el efecto de Furosemida es:
Y = 0,20x — 1,95 (R'= 0,98), obteniéndose una tasa de secrecion de 0,20 nL » mm — + min
mientras que al agregar Ouabaina a los 75 minutos, se obtuvo una recta de: ¥ = 0,34x — 11,6
(RZ: 0,99), cuya tasa de secreci6n fue 0,34 nL - mm'1 . minrl. A los 105 minutos se affadié 5-HT,
tal como lo indica la flecha: La recta obtenida que une los puntos es: ¥ = 5,88x — 593,25, La

s -1 .-l
tasa de secrecién es 5,88 nL * mm e min .
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Figura 13. Histograma comparativo entre los efectos del tratamiento de Ouabaina antes y
después de la adicién de Furosemida sobre la acumulaciéon del volumen secretado. Se observa
un cambio significativo en la magnitud del volumen de secrecién inducido por el efecto aditivo de

Ouabaina ( ) y Furosemida (I:l ), respecto al cambio observado en el tratamiento con
Ouabaina. Las tasas obtenidas son similares a la tasa de secrecién de los UMT bajo el efecto

individual de Furosemida (secci6n 5.1).
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Ahora bien, dado que en los experimentos anteriores los UM T no estuvieron
expuestos al efecto de ambos inhibidores durante el mismo lapso de tiempo, nos
planteamos evaluar si la secreciéon inducida por furosemida en presencia de ouabaina
observado en la Figura 11 y la Figura 12 fue producto de un efecto agudo o a largo plazo.
Por tal motivo,los inhibidores se aplicaron conjuntamente dentrode la gotaen el pozo de la

cdmara de secrecion desde el inicio del experimento.

Los resultados obtenidos para los UM T (n=9) indican que ouabainay furosemida
tienen un efecto sinergistico que induce un aumento en el volumen de secrecién a largo

1 -1
*mm (Figura 14, Tabla I),

plazo,evidenciado por una tasa de secrecion de 0,20 nL * m in
que no resulté ser significativamente diferente a la tasa de secreci6n reportada en este
trabajo para el efecto de ouabaina antes o después de la adiciéon de furosemida. La adici6n

de 5-HT (2 uM ) a la preparacion luego de 105 minutos, produjo una tasa de secreci6n de

-1 -1
6,43 nL * min ¢ mm (Tabla I).
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Figura 14. Efecto simultdneo de Ouabaina y Furosemida sobre la acumulacién del volumen
secretado de los UM T de Rhodnius prolixus en reposo. Se presenta el volumen secretado (nL -
mmrl) en funcién del tiempo (min). EIl promedio de la secrecién de los UMT control (n=3) esté
representado por la linea azul, a los cuales no se les agregaron los farmacos. La linea negra muestra
el promedio del volumen secretado por los UMT (n=9) bajo el efecto de Ouabaina (25 pM) vy
Furosemida (1 mM). La recta obtenida del ajuste lineal (linea roja) bajo el efecto de ambos
inhibidores es: ¥ = 0,20x — 2,08 (RZ: 0,91), obteniéndose una tasa de secrecién de 0,20 nL -
mmr1 . minrl. A los 105 minutos se afiadié 5-HT, tal como lo indica la flecha: La recta obtenida que

-1 -1
une los puntos es: ¥ = 6,43x — 652,66. La tasa de secrecién es 6,43 nL » mm e min .
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5.3. Estudio del efecto de Am ilorida sobre la secrecién inducida por Furosemida de los

UMT en reposo.

.
Partiendo de la suposicion de que la secreciéon de los UMT es dependiente de Na ,
z . ’ . . - +
adem &s considerando que Garcia (2010) propuso la existencia de una conductancia de Na
tipo ENaC (delinglés Epithelial Sodium Channel) en la membrana basolateral de los UM T
de Rhodnius prolixus, se realizaron experimentos empleando un inhibidor especifico del
canal de sodio epitelial ubicado en la membrana apical (ENaC), esto con el objeto de
+ +
inhibir la entrada de Na a través de la conductancia selectiva de Na que podria estar
. . . +
localizadaen la membrana basolateral,y de este modo dem ostrar la importancia del Na en
la secrecion de losUMT. Elinhibidoramiloridase empled a una concentracién de 0,1 mM ,
de manera de no interferir con la actividad del intercam biador de Na y/6 K wubicado en la

membrana apical.

Los resultados evidencian que el volumen de secrecién inducido por furosem ida (1
mM ) no aumenta tras la adicién de amilorida (0,1 m M ), tal como se muestra en la Figura
15, manteniéndose constanteen el tiem po. Estos resultadosson producto de la inhibiciéon de
. . + .
la conductancia selectiva de Na , que se ha propuesto como una de las entradas del ion a la
célula a través de la membrana basolateral. Un total de 28 UM T aislados respondieron de
manera similaral agregar furosemida, mostrando un aumento significativo del volumen de
.z -z . -1 -1
secrecion respecto al control (n=10), cuya tasa de secrecién fue 0,46 nL *» min <+ mm
(Tablal).La amiloridase adiciondé a los 45 minutos,lo cual no gener6 cambios apreciables
.z . . .z . -1 -1
en elvolumen de secrecidon,evidenciado por una tasade secrecién de 0,06 nL *» min +mm
(Tablal).La serotoninase agreg6 transcurridos 105 minutos, incrementando el volumen de

1

- -1
secreciéon a una tasa de 1,23 nL * min * mm (Tabla I).
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Figura 15. Efecto sinergistico de Furosemida y Amilorida sobre la acumulacién del volumen
secretado de los UM T de Rhodnius prolixus en reposo. Se presenta el volumen secretado (nL -
mm'l) en funcién del tiempo (min). EIl promedio de la secrecién de los UMT control (n=10) esta
representado por la linea azul, a los cuales no se les agregaron los farmacos. La linea negra muestra
el promedio del volumen secretado por los UMT (n=28) bajo el efecto de Furosemida (1 mM) vy
Amilorida (0,1 mM ). La recta obtenida del ajuste lineal (linea roja) bajo el efecto de Furosemida
es: ' ¥ = 0,46x — 1,18 (R2= 0,96), obteniéndose una tasa de secreci6én de 0,46 nL - mm,1 . minrl,
mientras que al agregar Amilorida a los 45 minutos, se alcanzé una rectade: Y = 0,06x + 19,62
(R2 = 0,71), cuya tasa de secrecién fue 0,06 nL * m m-1. min'l. A los 105 minutos se aplicé 5-H T, tal
como lo indica la flecha. La recta obtenida que une los puntos es: ¥ = 1,23x — 104,39. La tasa

.z -1 . -1
de secrecién es 1,23 nL * mm « min .
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.
5.4. Estudio de la secreci6on inducida por Furosemida en presencia de bajo Na

extracelular de los UM T en reposo.

.

Con el objetivo de confirmar la dependencia de Na en la secrecion de la UM T, se
realizaron experimentos con una solucién Ringer Insecto, a la cual se le sustituyo6 el NacC|
por Cloruro de n-metil glucamina (145 mM ). EI NaCl contribuye mayoritariamente a la

.z + -z B B . oz - ~

concentracionde Na en lasolucién RI. Al disminuirlaconcentraciondel ion en el bafio se
. 7 B . .oz . . + s
intenté evaluar la participacion la conductancia selectiva de Na propuesta por Garcia

(2010) en la secrecion.

N
Los resultados obtenidos evidencian que a bajas concentraciones de Na (15 m M)
no se genera un volumen de secrecidéon significativo (Condicién 1, Tabla Il) en los UM T,

-1 -1
alcanzando una tasa de secreci6on fue 0,026 nL *» min *mm ,condicién que no varia tras

-1 -1
la adicion de furosem ida a los 30 minutos, la tasa de secrecién fue 0,001 nL * min emm
tal como se observar en la Figura 16 y en la Tabla Il.Un aumento en la concentraci6n de
N . . .

Na (90 mM ) en el bafio, transcurridos 60 minutos, gener6é que el volumen de secreci6n
. - . -1 -1 - . 7
incrementaraligeramente aunatasade 0,09 nL * min *mm .A los 105 minutos se aplico

-1 -1
5-HT (2 uM ) loque produjo un aumento en la secreciéona una tasade 0,5 nL *»min e« mm

(Tabla 11), este valor es considerablemente inferior respecto a los obtenidos en las

secciones anteriores.

Debido a que la adicién de furosemida pareciera no inducir la secreciéon de los

.
UMT cuando la concentracién extracelular de Na es baja, se planteé6 aumentar la
concentraciéon del ion en el bafio antes de aplicar el inhibidor en el pozo de la cadm ara

.
(Condici6n 2, Tablall). En esta condicién se obtuvo una tasa de secreciéon en bajo Na (15
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-1 -1
mM) de 0,019 nL *» min <+ mm (Figura 17), el aumento de la concentracién extracelular
del ion (90 m M ) a los 30 minutos, generé un volumen de secrecién a una tasa de 0,011 nL

-1 -1
emin e+ mm . La adicién de furosemida transcurridos 60 minutos indujo que el volumen

-1 -1
de secreci6n incrementara ligeramente a una tasa de 0,069 nL * min ¢« mm . A los 105

-1

minutos se agreg6 5-HT (2 pM ), aumentando la secrecién a una tasa de 0,34 nL ¢ min -
-1 . .z - - . . - .

mm ,siendo una tasade secrecidon significativamente menor a las obtenidas bajo el efecto

de la hormona en las secciones anteriores. Las tasas de secrecién alcanzadas tanto en la

Condiciéon 1 como en la Condicién 2 no son significativamente diferentes entre si (Tabla

).
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Figura 16. Efecto de Furosemida en presencia de bajo Na' extracelular sobre la acumulacién
del volumen secretado de los UM T de Rhodnius prolixus en reposo. Se presenta el volumen
secretado (nL - mm'l) en funcién del tiempo (min). EIl promedio de la secrecién de los UMT
control (n=9) estd representado por la linea azul, a los cuales no se afiadi6 el fd&rmaco. La linea
negra muestra el promedio del volumen secretado por los UMT (n=28) bajo el efecto de
Furosemida (1 mM)y NaCl (360 mM ). La recta obtenida del ajuste lineal (linea roja) bajo el efecto
de la soluciéon bajo Na es ¥y = 0,026x + 0,13 (RZ: 0,77), presentando una tasa de secreci6n de
0,026 nL * m n{1 . minrl, mientras que al afiadir Furosemida a los 30 minutos, se obtuvo una recta
de: ¥ = 0,001x + 0,76 (R'= 0,75), cuya tasa de secrecion fue 0,001 nLemm _«min . La adicién
de una solucién de 90 mM Na a los 60 minutos, produjo una recta de: ¥ = 0,09x — 4,37 (Rz:
0,98), y una tasa de secrecion de 0,09 nL - mm'1 . minrl. A los 105 minutos se aplicé 5-HT, tal
como lo indica la flecha. La recta obtenida que une los puntos es: ¥ = 0,5x — 46,36. La tasa de

s -1 . -1
secrecion es 0,5 nL » mm e min .
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Figura 17. Efecto de Furosemida tras el aumento de la concentraciéon extracelular de Na
sobre la acumulacién del volumen secretado de los UM T de Rhodnius prolixus en reposo. Se
presenta el volumen secretado (nL- mm'l) en funciéon del tiempo (min). EIl promedio de la secrecién
de los UM T control (n=3) estd representado por la linea azul, a los cuales no se afiadié el farmaco
ni se aumenté la concentracién de Na . La linea negra muestra el promedio del volumen secretado
por los UMT (n=9) bajo el efecto de NaCl (360 mM )y Furosemida (1 mM). La recta obtenida del
ajuste lineal (linea roja) bajo el efecto de la solucién bajo Na esy = 0,019x — 0,06 (R2= 0,88),
presentando una tasa de secrecion de 0,019 nL - mm - minrl, mientras que al affadir una solucién
de 90 mM Na alos 30 minutos, se obtuvo una rectade: ¥ = 0,011x + 0,27 (RZ: 0,92), cuya tasa
de secreciéon fue 0,011nL - mm-l e m in'l. La adicion de una Furosemida a los 60 minutos, produjo
una recta de: ¥ = 0,069x — 3,3 (RZ: 0,99), y una tasa de secrecién de 0,069 nL - mmr1 . minrl. A
los 105 minutos se aplicé 5-HT, tal como lo indica la flecha. La recta obtenida que une los puntos

-1 -1
es: Y = 0,34x — 31,88. La tasa de secrecion es 0,34 nL * mm e min .



5.5. Evaluacion del efecto de Furosemida sobre la inducci6on de la secrecidon de los

UM T luego de 3 dias desde la Gltim a alimentacioén.

Resultados obtenidos en el laboratorio muestran wuna disminucién en la
-z . + . .z .
concentraciéon intracelular de Na en los UMT de ejemplares recién alimentados, lo cual
. . . . . .z . . + .
indicauna posibledisminuciénen la actividad de la Segunda ATPasa de Na , contrariaa la

obtenida en la condicién de reposo (sin estimulacién) reportada por Garcia (2010).

Partiendo de la suposicion de que en condici6on de reposo la Segunda ATPasa de
Na+ insensible a ouabaina presentaria mayor actividad que la ATPasa de Na+/K+, se
pretendi6é estudiar el efecto de furosemida sobre la Segunda ATPasa de Na+ en UM T que
han estado estimulados por la hormonas diuréticas, Rhpro-DH y 5-HT, durante la
alimentacion. Con la finalidad de eliminar la presencia de las hormonas que pudieran
influir en el efecto del farmaco, los UM T fueron pre-tratados con solucién RI norm al

siguiendo el protocolo de lavado descrito en la secci6n 4.5.

Previo a realizarlos experimentos con el fa&rmaco, se evaludé la condicién inicial de
la estimulaciéon endégena de los UM T. En la Figura 18.A se observa individualmente la
secrecion de los UM T aislados (n=20), sin adicién de algin farmaco. EIl efecto de Rhpro-
DH y 5-HT en estos UM T fue parcialmente diluido en solucién RI1 durante la diseccién y
es directamente dependiente del tiempo de exposicion a la solucién R1, esto se evidencia
en los UMT cuya secrecion tiene valores cercanos a cero (0), los cuales estuvieron
inmersos en la camara de disecciéon durante un tiempo prolongado. Al pre-tratar los UM T
con un volumen de solucién R1 (n=16), no se logro6 lavar satisfactoriamenteel efecto de las

hormonas enddégenas, sin em bargo se consigui6 disminuir el volumen de secrecidén en los
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mismos (Figura 18.B). Considerando los resultados obtenidos, se decidi6 finalmente pre-
tratarlos UM T con tresvolimenesno aditivos de solucién RI (n=20), evidenciando que se
habia conseguido eliminar completamente el efecto estimulatorio de las hormonas
endégenas de los UM T, tal como se puede observar en la Figura 19. Por consiguiente, se
estableci6 que los UM T fueran pre-tratados con tres volimenes de solucién R1 antes de

evaluar el efecto de furosem ida.

La Figura 20 muestra la secrecion promedio de cada una de las condiciones de
lavado descritas en este trabajo. La tasa de secrecion inicial de los UM T (n=20) sin lavar
.ot -1 .z .ot -1 .
fue 1,53 nL * min <+ mm en comparaciéon con 0,63 nL *» min <+ mm ,obtenida luego de
haber lavado los UM T (n=16) con un volumen de solucién RI,logrando de asi disminuir el
efecto de la hormona aproximadamente a la mitad. Con tres volimenes de solucién R, la
1

- -1
tasa de secrecién alcanzada fue 0,0006 nL * min e mm (n=20), siendo considerablemente

menor respecto a las tasas obtenidas anteriormente.

Finalmente,una vez estandarizado el protocolo de lavado de los UM T, se evaluo6 el
efecto de furosemida en UM T que han estado estimulados por las hormonas enddgenas.
Los resultadosindican que la furosemida no tiene efectos significativos en la secreci6n de
UMT estimulados (Figura 21, Tabla 1), presentando una tasa de secreci6on de 0,0006

. -1 -1 . - . -z
nL * min e mm , contrario al resultado obtenido en condicién de reposo en que la
furosemida induce la secrecién (seccién 5.1). Transcurridos 120 minutos se agreg6 5-HT,

.oz . -1 -1
lo que generd la secreciéon de los UM T a una tasa de 3,85 nL * min <+ mm
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Figura 18. Efecto del pre-tratamiento de los UM T con distintos volimenes de solucién R
normal. A. Secrecién de los UMT sin pre-tratar con solucién RI. EIl volumen secretado se
representa en funcién del tiempo. La linea negra muestra la secrecién individual de cada UMT
aislado (n=20). B. Secreciéon de los UMT pre-tratados con 1 Volumen de solucién RI. EIl volumen

secretado se representa en funcién del tiempo. La linea negra muestra la secrecién individual de
cada UM T aislado (n=16).
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Figura 19. Efecto del pre-tratamiento de los UM T con 3 volimenes de solucién Rl normal. EI
volumen secretado se representa en funcién del tiempo. La linea negra indica que los UMT (n=20)

aislados y pre-tratados con 3 volimenes de solucién Rl no secretaron durante 90 minutos.
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Figura 20. Comparaciéon del volumen total secretado de los UM T de Rhodnius prolixus en
cada condicién de lavado. Se presenta el volumen secretado (nL - mm'l) en funcién del tiempo
(min).La linea negra muestra el promedio del volumen secretado por los UM T bajo cada condicién
de lavado. La recta obtenida del ajuste lineal realizado a los datos obtenidos con los UM T sin lavar
es: ' ¥ =1,53x — 30,16 (R2= 0,86), vy una tasa de secrecién de 1,53 nL - mmr1 . minrl, mientras
que al pre-tratar los UMT con 1 volumen de solucién R, la recta es: ¥ = 0,063 x — 8,59 (R2=
0,94), cuya tasa de secrecion fue 0,063 nL - mm-1 . min-l. Con 3 volimenes de solucion R se

obtuvo una recta de:¥ = 0,0006x — 0,017. La tasa de secrecién es 0,0006 nL »mm — « min .
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Figura 21. Efecto de Furosemida sobre la acumulacién del volumen secretado de los UM T de
Rhodnius prolixus recién alimentados (3 dias). Se presenta el volumen secretado (nL - mm'l) en
funcién del tiempo (min). EIl promedio de la secrecién de los UMT control (n=24) esta
representado por la Iinea azul, a los cuales no se les aplicé el farmaco. La linea negra muestra el
promedio del volumen secretado por los UMT (n=51) bajo el efecto Furosemida (1 mM ). La recta
obtenida del ajuste linea bajo el efecto de Furosemida es: ¥ = 0,0006x — 0,017 (R2= 0,98),
obteniéndose una tasa de secrecién de 0,0006 nL <« m m e min Se no observaron diferencias
significativas entre los UM T control y los UMT experimentales. A los 120 minutos se agregé 5 -
HT, tal como lo indica la flecha. La recta obtenida que une los puntos es: ¥ = 3,85x — 462,26.

L -1 -1
La tasa de secreci6én es 3,85 nL * mm e min .
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Finalmente, se resumen los resultados obtenidos del estudio de la secrecidn

de los UMT de Rhodnius prolixus bajo los distintos tratamientos farmacolégicos
. .z . +

empleados (Tabla I) o la sustitucion del ion Na (Tabla Il), evaluados en el presente

trabajo.
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Tabla 1. Secreciéon de los UMT de Rhodnius prolixus bajo los efectos de los diferentes
tratamientos farmacol6égicos. Para cada uno de los tratamientos se realizé una prueba de t-Student
para datos pareados con p < 0,05, donde p es la probabilidad de que la diferencia entre cada
condicidon y la condicién anterior sea significativa.

(*) indica que la acumulacién del volumen secretado no es significativamente diferente a Ila

condicién anterior.

Volumen sec.+ ES Tasa de secrecién

=1 =g -1
Tratamiento (nL.mm ) (nL.min .mm ) n

Furosemida (1 m M)

Control 0,39 + 0,14 * 13
Furosem ida 30,61 + 5,89 0,29

34
Furosemida+ 5-HT 157,59 + 16,45 8,47

Ouabaina (25 pM ) antes de Furosemida (1 m M)

Control 0 * 5
OQuabaina 0,41 + 0,19 * 0,02 13
Ouabaina + 5-HT 59,04 + 22,15 3,91
Ouabaina + Furosem ida 20,26 = 3,47 0,25
OQuabaina + Furosemida+ 5-HT 187,58 £+ 28,21 11,15 3°

Ouabaina (25 pM ) después de Furosemida (1 m M)

Control 0,83 + 0,45 * 12
Furosem ida 13,92 + 2,19 0,20
Furosemida+ Ouabaina 24,15 + 2,45 0,34 24
Furosemida+ Ouabaina + 5-HT 112,35 + 14,56 5,88

Ouabaina (25 pM )+ Furosemida (1 m M)

Control 0 * 3
Ouabaina + Furosemida 22,35 + 7,01 0,20

9
Ouabaina + Furosemida+ 5-HT 118,78 £+ 42,54 6,43

Amilorida (0,1 m M)

Control 0,41 + 0,16 * 10
Furosemida 21,27 + 5,86 0,46
Furosemida+ Amilorida 25,18 + 5,97 * 0,06 28
Furosemida+ Amilorida+ 5-HT 43,69 + 8,87 1,23

Furosemida (recién alimentados)

Control 0,12 + 0,08 * 24
Furosemida 0,05 + 0,03 * 0,0006

51
Furosemida+ 5-HT 57,85 + 3,82 3,85
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Tabla Il. Secrecion de los UM T de Rhodnius prolixus bajo los efectos de la sustituciéon del ion
Na'. Para cada uno de los tratamientos se realizé una prueba de t-Student para datos pareados con p
< 0,05, donde p es la probabilidad de que la diferencia entre cada condicién y la condicién anterior
sea significativa.

(*) indica que la acumulacién del volumen secretado no es significativamente diferente a la

condicién anterior.

Volumen sec.+ ES Tasa de secrecidn

=4 e -1
Tratamiento (nL.mm ) (nL.min .mm ) n

Condicion 1

Control 0,59 + 0,27 * 9
15 mM Na+ 0,79 + 0,36 * 0,026
15mM Na++ Furosemida 0,82 + 0,36 * 0,001
105 mM Na++ Furosemida 4,88 + 1,64 0,09 24
105mM Na + Furosemida + 5-HT 12,20 + 3,05 0.5

Condicién 2

Control 0,26 + 0,04 * 3
15mM Na 0,70 + 0,31 * 0,019
105 mM Na. 0,77 + 0,40 * 0,011
105 mM Na++ Furosemida 5,62 + 1,27 0,069 9
105 m M Na++ Furosemida + 5-HT 14,08 =+ 1,12 0,34
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VI.DISCUSION

Los tubulos de M alpighi representan el sistema excretor osmorregulador de
Rhodnius prolixus,equivalentes al sistema de taGbulos renales en los humanos, sin em bargo
éstos no poseen glomérulos por lo tanto la formacién de la orina primaria depende

principalmente de mecanismos especificos de transporte transepitelial.

Cuando Rhodnius prolixus se alimenta de la sangre del huésped vertebrado, se
liberan las hormonas diuréticas desde el ganglio mesotoracico a la hemolinfa. Siguiendo el
modelo de trabajo (Gutiérrez y col., 2004) esquem atizado en la Figura 5, la liberacion de
las hormonas diuréticas activan receptores en la membrana basolateral generando un
aumento en la concentraci6on intracelular de AMPc, promoviendo una cascada de
fosforilacion.Elincrementode AM Pc intracelularactivaprincipalmente una ATPasa de H+
de tipo vacuolar ubicada en la membrana apical, encargada de energizar el flujo
transepitelial a través la hidrolisis de ATP, la cual se transforma directamente en voltaje
mediante el bombeo de H+ (M addrell y O 'Donnell, 1992; Beyenbach, 2001).Esta bomba
genera un gradiente de H desde la luz tubular hacia el citoplasma, que permite el
intercambio sensible a amilorida de Na+ ylo K+citoplasm dtico por H+ luminal (M addrell y

O’Donnell, 1992; Beyenbach, 2001), favoreciendo la salida de los iones hacia el lumen.

Adem &s, se propone que el incremento de AMPc intracelular estimula el triple

+ - +
cotransportadorde Na /2CI/K en la membrana basolateral, promoviendo la entrada de los
tres iones al citoplasma. La actividad del triple cotransportador puede ser inhibida por

furosemida.Segln nuestro modelo (Figura5), la adicién de furosem ida inhibirfa la entrada
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de los tresiones al citoplasma,disminuyendo su transporte hacia la luz tubular (Hernédndez

y col., 2001).

N
Por otra parte, elaumento laconcentracién intracelularde Na activauna ATPasa de
+ +
Na /K sensible a ouabaina, localizada en la membrana basolateral. La actividad de esta
bomba en Rhodnius prolixus va en contra del flujo de secrecién, minimizando el
. + , . . . . . + +
desplazamiento neto de Na a través del epitelio. Al inhibir la bomba de Na /K con
, . . . s - B . . + 7
ouabaina, siguiendo el modelo de trabajo, se esperariadisminuirla salidade Na a travésde
-z . +
la membrana basolateral, generando un aumento en la concentraci6n intracelular de Na
que favorece la disponibilidad del ion para el transporte a través de la membrana apical,
- . - + 7 + + B . . - .
mediado porel intercambiadorde Na y/6 K -H , facilitando el flujodel ion hacia el lumen.
Esto fue dem ostrado en el laboratorio presentandose una estimulacion de la secrecién de

29% ,cuando se aplic6 ouabaina a tdbulos estimulados por 5-HT (Gutiérrez y col.,2004).

En la mayoria de los tejidos animales, la ouabaina induce un incremento en el

7 .z . + .
volumen de la célula, por la acumulacién intracelular de Na acompafiado del ingreso de
agua, generando finalmente la lisiscelular. No obstante, en muchos epitelios de insectos se
ha dem ostrado que la ouabaina no tiene efecto, hasta en concentraciones muy altas (Torrei
y col., 2004). Inclusive, en condiciones de no estimulacién o en reposo de los TM de
Rhodnius prolixus se ha demostrado que la ouabaina no tiene ningln efecto sobre la

.
concentracidén intracelular de Na (Garcia, 2010).

Los TM de Rhodnius prolixus en reposo presentan un gradiente de H muy
significativo, de casi 1 unidad de pH entre el lumen y el citoplasma a través de la

membrana apical (lanowski y col., 2006), a pesar de esto no hay secreci6n en los TM sin
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.
estimulacion o en reposo. Esto llevo a Garcia en el 2010 a estudiar la homeostasis de Na

en los TM en reposo (sin estimulacién) de este modelo experimental.

Garcia (2010) comprobé que 5-HT elevalaconcentracionintracelularde Na en TM
de Rhodnius prolixus en reposo, cuyo efecto ha sido previamente reportado para la
activacion de la secreciéon (M addrell y col., 1991; lanowski y col., 2002). En este trabajo,

. 7 + B s .
Garcia demostr6o que el aumento del Na citoplasm atico por efecto de la hormona depende
principalmente del triple cotransportador, que en condicion de reposo no ha sido

estimulado. Este resultado es consistente con nuestro modelo de trabajo (Figura 5).

Asimismo, los resultados obtenidos por Garcia (2010) estudiando TM en reposo,
, . . . 7z + .

m ostraron que la ouabaina no induce cambios en la concentracién de Na intracelular,
. - .oz - . - . - - +
mientras que la adicion de furosemida produjo un aumento significativo en la [Na ];.
. . , + . .
Adicionalmente, observo que la ouabaina genera un aumento en la [Na ]; si se aplica
después de la furosemida. Por otra parte, la adicién de amilorida en TM bajo el efecto de
ouabaina y furosemida, aboli6 el aumento de la [Na ], En consecuencia, sus resultados

. . . . + - -
proponen la existencia basolateral de una conductancia selectiva a Na tipo ENaC sensible
. . . ’ . . + . .

a amilorida, y confirmarian la existencia de la Segunda ATPasa de Na insensible a
ouabaina, propuesta por Caruso-Neves y colaboradores (1998). En conclusién, el modelo
-z .z +

de secrecién propuesto por Gutiérrez y colaboradores (2004) muestra dos entradas de Na

+ - +

al citoplasma, a través del conocido triple cotransportador de Na /2CIl /K y una
+ +

conductancia selectiva a Na tipo ENaC sensible a amilorida, y dos salidas de Na
basolateral a través de la ATPasa de Na /K 'y la Segunda ATPasa de Na insensible a
ouabaina e inhibida por furosem ida, ésta seria la principal responsable del movimiento de

.
Na desde el citoplasma hacia la hemolinfa en condicién de reposo.
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Considerando los resultados de Garcia, nos planteamos investigar la posibilidad de
. .z . + .z .
que la manipulaciéon de la homeostasis de Na genere secreci6on en los TM de Rhodnius

prolixus bajo la condicién de reposo (sin estimulacién).

La premisa de nuestro trabajo es que el control de la [Na+],_juega un papel
primordial en la secrecién de los UM T de Rhodnius prolixus. Por lo tanto, los cambios
observadosen elvolumen del fluido secretado reportados en el presente trabajo se deben al
efecto de los agentes farmacolégicos empleados que afectan el movimiento neto de los

+
iones, principalmente de Na , a través de la membrana basolateral.

Para llevar a cabo cada objetivo planteado, se utilizaron insectos pertenecientes al
mismo grupo experimental, que fueron mantenidos y cultivados bajo las mismas
condiciones.Es de esperarse que existandiferenciasentre los grupos experimentalesdebido

a las condiciones fisioldgicas intrinsecas de los ejem plares utilizados.

Efecto de Furosemida sobre la induccién de la secreciéon de los UM T en condicién de

reposo.

La Furosemida es un natriurético distal en rifién de mam ifero que actGa inhibiendo
+ - +
especificamente la actividad del triple cotransportador de Na /2CI /K . Se sabe que este
farmaco inhibe tanto al triple cotransportador de Na+/2CI-/K+ como la Segunda ATPasa de
+ - . - - - . -
Na insensible a ouabaina e inhibida por furosemida (Proverbio y col., 1986). En el
presente trabajo la principal funcién que se adjudica a furosemida es la inhibiciéon de la

N
ATPasa de Na insensible a ouabaina. Siguiendo nuestro modelo de trabajo (Figura 5), la

adicion basolateral de furosemida inhibe al triple cotransportador, minimizando el
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+ - + +
transporte de Na , Cl y K al citoplasma; por otra parte se inhibe la ATPasa de Na
insensible a ouabaina, bloqgueando una de las salidas del ion del citoplasma hacia la

hemolinfa.

Gutiérrez y colaboradores (2004) reportaron que la adiciéon basolateral de
furosemida en UM T estimulados in vitro con 5-HT, produjo la disminucién del volumen
de secreciéon en un 80% en el epitelio excretor, como resultado de la inhibicién de la

+ + - +

principal entrada de Na a través del triple cotransportador de Na /2CIlI /K . Por otra parte,

, 7 . . . - - .oz B +
Garcia (2010) observé un incremento significativo en la concentracién intracelular de Na
bajo el efecto de furosemidaen UM T en reposo,que segun el modelo de trabajo favoreceria

.z 7 + 7 -

la secreciéon a través de la luz tubular. Este aumento en Na s6lo puede ser explicado por la
. . . .z + . . . - - .
inhibicion de la ATPasa de Na insensible a ouabaina, ya que inhibiendo el triple

N
cotransportador no puede generarse un aumento de Na .

En este trabajo se observd la generacién significativa de un volumen de secrecién
tras la aplicacion de furosemida del lado basolateral (Figura 8) en los UM T en reposo,
-1 -1
presentando una tasa de secreci6on de 0,29 nL * min ¢ mm (Tabla 1), evidenciando que la
furosemida en efecto induce la secrecién en los UMT en condicién de reposo. Esto se
. . . . . - . - . + . 7 B
puede explicar considerando que la inhibicién de la principal salida de Na citoplasm atico
7 + . . ’ B .
en reposo a través de la ATPasa de Na insensiblea ouabaina,induce el desplazamiento del
. . . . . - + ,
ion al interior celular por medio de la conductancia selectiva a Na propuesta por Garcia
(2010), ocasionando la acumulacién el ion en el citoplasma. Este resultado es consistente
. . + . . . .
con loreportado por Garcia (2010), el incremento de la [Na J,aumenta la disponibilidad el
+

" .
Na para el intercambio por H luminal, seguido por Cl y agua, generando finalmente el

volumen de secrecién descrito en este trabajo.
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El resultado obtenido en este trabajo con el efecto de furosem ida sobre la induccidn
de la secrecion de los UM T en reposo constituyeuna fuerte evidencia de la existencia de la
+ B . . B B - . ’
Segunda ATPasa de Na insensible a ouabaina e inhibida por furosemida, que estaria
localizadaen la membrana basolateral. Por lo que se sugiere, que en condiciéonde reposo, la
. . + B . , ,
actividad de la ATPasa de Na insensible a ouabaina podria ser mayor que la ATPasa de
+ + - 7 - - , - - .z
Na /K ,ya que pareciera que ésta Ultima por si sola no mantiene baja la concentracién de
+ +
basal de Na en el interior celular, dado que al inhibir la ATPasa de Na insensible a
. .oz . + - . -
ouabaina, aumenta la concentracién intracelular de Na (Garcia, 2010) induciendo la
secrecién en los UMT como se demostré en este trabajo. Con esto se confirma la
+ +
importancia de la Segunda ATPasa de Na insensible a ouabaina en la homeostasis de Na

de los UM T como principal mecanismo de salida del ion en reposo.

En este trabajo se presenta por primera vez la secrecion de UM T de Rhodnius
prolixus en condiciéon de reposo, es decir sin haber sido estimulados con las hormonas

N
endégenas, como consecuencia de la modificacién de la homeostasis de Na bajo el efecto

de furosem ida.

Es importante reiterar que la secrecidon obtenida como resultado del efecto de
furosemida no es comparable con la alcanzada por el efecto in vitro de 5-HT. Se observé
experimentalmente que la serotonina o 5-HT promueve un aumento significativo del
volumen secretado por los UM T analizados bajo el efecto de furosemida (Figura 9), cuya
tasa de secrecién fue 8,47 nL - min-l . mm>1 (Tabla 1), lo que implica un aumento en la
[Na+]i, corroborando el efecto de la hormona diurética reportado sobre la secreci6n
(M addrelly col.,1991; lanowskiy col.,2002). Segln el modelo de trabajo, la adiciéon de la

hormona activariaalreceptor serotoninérgicoenlamembrana basolateral, ocasionando una
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cascada de fosforilacién en el citoplasma, que aumentaria la concentracion de AMPc
(Aston,1979; M addrell, 1963; M addrell y col., 1991), activando varios de los mecanismos

principales de transporte transepitelial en las células de los UM T.

N

En este trabajo se demostré que el efecto de furosemida sobre la entrada de Na al

citoplasma no es agudo ni acorto plazo, podemos definirlo como un efecto crénico que se

extiende hasta los 120 minutos observados experimentalmente. Por ende, se concluye que
- - . + - -

el mantenimiento de la hom eostasis de Na es fundamental para la fisiologia de los TM de

Rhodnius prolixus.

Efecto de Ouabaina sobre la secreci6on inducida por furosemida de los UM T en

condiciéon de reposo.

+ +
El farmaco Ouabaina es un conocido y potente inhibidor de la ATPasa de Na /K ,

localizada en la membrana basolateral de los epitelios (Glynn, 1964). En Rhodnius

+ + +

prolixus, la ATPasa de Na /K media el transporte de Na en contra del flujo de secrecién.

Considerando el modelo de secrecién (Figura 5), en UMT estimulados la adicién de
, . . . -z . + 7

ouabaina generariala disminuciéndel gradiente de Na a travésde lamembrana basolateral

debido al blogueo de la salida del ion, esto produciria un aumento en la concentracién

. s . + . - . . . z

citoplasm atica de Na , beneficiando su com petitividad para el transporte a través de la

membrana apical mediado por el intercambiador de Na y/6 K -H , facilitando el flujo del

ion hacia el lumen.

La ouabainacumple funciones de toxina en las plantas, por ser un potente inhibidor

+ +
de la ATPasa Na /K , sin embargo no tiene un efecto evidente en los TM de muchos

72



insectos como por ejemplo Drosophila melanogaster, Formica polyctena, Glossina
morsitans, entre otros (Torrei y col., 2004). Esto ha llevado a plantear la “Paradoja de la
ouabaina” sefialando que el inhibidor no tiene efecto sobre la ATPasa Na+/K+ en los TM de
algunos insectos por no tener acceso a la bomba. Torrei y colaboradores (2004) proponen
una via de transporte activo, denominada oatps, para la ouabaina al encontrar el glucésido

en el flujo secretado de los TM de Drosophila.

Sin embargo,en UM T de Rhodnius prolixus la ouabaina estimula eficientemente el
+ .z 7
transporte basolateralde Na y la secreciéna través del lumen (M addrell y Overton, 1988),
en un 29% segln lo reportado por Gutiérrezy colaboradores (2004)en UM T estimulados in
vitro con 5-HT. Por otra parte, se ha observado que la aplicacién de ouabainaen UM T en
- . - + . '
condicién de reposo no produce efectos en la acumulaciéon de Na intracelular (Garcia,

2010).

Experimentalmente, se comprob6 que la ouabaina no tiene un efecto significativo
sobre la secrecion de los UM T en reposo (Figura 10), presentando una tasa de secreci6n de
0,02 nL - min-l- m m ! (Tabla l) que no fue considerablemente distinta a la obtenida en los
UMT control. Nuestros resultados son consistentes con lo reportado por Garcia (2010), en
donde sefialé que la ouabaina no tiene efecto sobre la concentraci6n intracelular de Na+.
Por lo tanto, los resultadosobtenidosrefuerzan la existencia de dos salidas basolaterales de
Na+ esquem atizadasen nuestro modelo de trabajo (Figura 5), a travésde la ATPasa Na+/K+
y la Segunda ATPasa de Na+ insensiblea ouabainae inhibida por furosemida propuesta por

Proverbio y colaboradores (1970) en células de rifién de rata, y por Caruso-Neves vy

colaboradores (1998) en homogenatos celulares de TM de Rhodnius prolixus.
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La adicién de 5-HT permiti6 comprobar que los UMT tenian la capacidad de
secretary que se encontraban en condiciones fisiolégicas 6ptimas, presentando una tasa de

-1 -1
secreciéon de 3,91 nL *» min +mm (Figura 10, Tabla I).

N
En conclusién,losresultadossugieren que la ATPasa de Na insensiblea ouabainae

. . . . . , +

inhibida por furosem idalocalizadaen la membrana basolateral, estaria desplazando Na en

+ +
contra del gradiente electroquimico, cuando la ATPasa de Na /K estd siendo bloqueada
por ouabaina, esto podria explicar que el ion no se acumule en el citoplasma, manteniendo
- + ~ ,
baja la [Na ]; basal. Este resultado sefiala que la ouabaina parece no tener un papel
. + . .z .
relevante sobre la homeostasis de Na en condicién de reposo, sin embargo no se descarta

lo propuesto por Torreiy colaboradores (2004).

Considerando los resultadosobtenidos respecto al efecto de furosemida (Figura 8) vy
ouabaina (Figura 10) sobre lainducciéon de la secreciénen los UMT enreposo, se estudié el
efecto sinérgico de ambos inhibidores, debido a que Garcia (2010) observé un incremento

. . - . + - - - .
significativoenla [Na ]J,comoconsecuencia del efecto aditivo de ouabainay furosemidaen

UMT en reposo.

Tal como se observé, la ouabaina no indujo la secrecién en los UM T. Entonces al
. . . + . . . . .
inhibir la segunda ATPasa de Na con furosemida luego de la adici6on de ouabaina (Figura
. = . . . . oy . -1 -1
11), seevidencidéd un aum ento significativo en la tasa de secrecion de 0,25 nL *» min <+ mm
.z + . .
(Tabla 1), producto de la acumulaciéon del Na en el citoplasma como consecuencia del
bloqgueo de ambos mecanismosde bombeo del ion hacia la hemolinfa. Sin em bargo, la tasa

de secrecion alcanzada por el efecto aditivo de ouabaina y furosemida no fue

significativamente diferente a la tasa de secreci6n inducida Gnicamente por furosem ida,
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corroborando que la ouabaina pareciera no tener un efecto relevante sobre los UM T en

reposo.

Para confirmar lo anterior, al invertir el orden de los farmacos se obtuvo un
resultado interesante respecto al efecto de ouabaina. Se observé experimentalmente que la
adicion de ouabaina después de furosemida generdé un aumento significativo en la tasa de
secreciéon de 0,34 nL * m in_l . mm-l (Figura 12, Tabla I). Esto es producto de la inhibicién
con furosemida de la ATPasa de Nal+ insensible a ouabaina, que incrementa la [Na+]i y
podria activar a la ATPasa de Na+/K+, la cual desplazaria el ion al espacio extracelular.
Posteriormente, la ATPasa de Na+/K+ es inhibida con ouabaina produciendo el sefialado
aumento del Na+ intracelular reportado por Garcia (2010), lo que podria dilucidar el
aumento en el volumen de la célula por la entrada de agua a través de los canales de agua
(Rp-MIP, Echeverria y col., 2001) y la subsiguiente secrecién. La actividad de la ATPasa
de Na+/K+ queda en evidencia s6lo cuando la Segunda ATPasa de Na+ se encuentra
inhibida por furosemida. No obstante, la tasa de secrecién obtenida al invertir el orden de
adicion de los farmacos tampoco fue significativamente diferente de la alcanzada tras el

efecto individual de furosem ida (Figura 8).

La secrecion delos UMT inducida por laacci6n sinérgicade ouabainay furosemida
en condicion de reposo es posible que dependa de la actividad intrinseca de las bom bas en
esta condicién, el numero relativo de cada ATPasa en las células y, de la afinidad de las

+ . z e z
bombas por la [Na ],. En la Figura 13 se compard el efecto de ouabaina antes y después de
la adicion de furosemida,evidenciando que las tasas de secreci6én obtenidas en cada caso no

son significativamente diferentes entre si (Tabla I).
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Ahora bien, tomando en cuenta que tanto en la Figura 11 y la Figura 12 se puede
notar un incremento en la pendiente de la curva experimental cuando ambos inhibidores
actGan simultdneamente sobre los UM T,y que el tiempo de exposicién a ambos farmacos
fue insuficiente, nos planteamos evaluar el efecto sinergistico de ouabaina y furosemida

durante los 120 minutos experimentales.

Los resultados obtenidos comprueban que no hay diferencias significativas en las
tasas de secreciéon alcanzadas por el efecto de ouabaina antes o después de la adicién de
furosemida (Tabla 1), respecto la tasa de secrecién obtenida cuando los inhibidores se
aplican conjuntamente desde el inicio delexperimento,indicando que el efecto de ouabaina
y furosemida sobre la induccién de la secrecién de los UMT no es agudo, maéas bien

pareciera permanecer en el tiem po, talcomo se muestra en la Figura 14.

Aunque Garcia (2010) reporté un aumento significativo en la magnitud de la
.z + - . . . P -

concentracion de Na intracelular debido al efecto aditivo de ouabaina y furosemida,
experimentalmente se comprobé que el efecto sinergistico de ambos inhibidores no
aumenta significativamente la secreci6on en los UMT en reposo. Por lo tanto, se puede

. + . . , . .
concluir que un aumento relevante de la [Na ]J;no induciria precisamente a un incremento
en el volumen de secrecién generado en los UM T bajo la condici6on de reposo, talcomo lo
muestran nuestros resultados, ya que es posible que se haya alcanzado la capacidad de
secrecion de los UM T en reposo, la cual dependeria de la actividad basal de la ATPasa de

+

H en la membrana apical, esto podria explicar que ambos inhibidores no aumenten

considerablemente el volumen de secreci6n.
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Estos resultados de nuevo corroboran la existencia de la Segunda ATPasa de Na

insensible a ouabaina en los TM de Rhodnius prolixus, que seria primordial en la
. + . . . . .

hom eostasis de Na en condiciones de reposo, y cuya actividad pudiese ser mayor que la

+ +
ATPasade Na /K cuando los TM no estadn estimulados.

Efecto de Amilorida sobre lainduccién de la secreci6on por Furosemida de los UM T en

reposo.

+ +
La Amilorida es un eficaz inhibidor del intercambiador de Na -H (Kleyman vy
. . +
Cragoe, 1988), adem a4s también puede interactuar con otras proteinas, canales de Na vy
transportadores. Aunado de esto, cuando se empleaa concentracionesmicromolarestiene la
. . . . . - + - ’
capacidad de antagonizar con la actividad de canales epiteliales de Na (ENaC, del inglés
Epithelial Sodium Channel). Se ha reportado que a una concentraci6on de 0,1 mM de
- . . . . . + . - . ’
amiloridaes posible eliminarelincrementode la [Na ],inducido por furosemida en células
epiteliales (Kleyman y Cragoe, 1988; Garty y Palmer, 1997), sin afectar la actividad del
. . . . . + . . .
intercam biadorapical.Los canales epitelialesde Na median el transporte del ion en varios
epitelioscon unaresistenciaeléctricaalta,adem ds se expresan en la superficie apical de las
células renales, vias respiratorias y la piel de anfibios (Duc y col., 1994; Renard y col.,
. . . . . +
1995). Sinembargo,se ha propuesto la existenciade una conductancia selectiva de Na que
estarfa localizada en la membrana basolateral del epitelio secretor de Rhodnius prolixus,

que se asemeja a un ENaC o alguna conductancia del ion analoga (Garcia, 2010).

Segun el modelo de secreciéon (Figura 5),la aplicaciéon basolateral de amilorida (0,1

N
m M ) inhibiria la entrada basolateral selectiva de Na , permitiendo el ingreso del ion a
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+ - +
través del triple cotransportador de Na /2Cl/K cuando los TM estéan estimulados. En el
2010, Garcia observé que la adicién de amilorida abolfa el incremento de la concentracién
. + . . B 7 - - B
intracelular de Na inducida por el efecto sinérgico de ouabainay furosemidaen UMT en

reposo.

Considerando lo anteriormente expuesto, se estudié el efecto de am ilorida sobre la

secreciéon inducida por furosemida en UMT sin estimulaciéon, con el propédsito de
- . 7 B . +

corroborar la existencia de ésta conductancia selectiva de N a basolateral.

Experimentalmente, se evidencié que la amilorida abolié la secrecién inducida por

furosemida, lo que implica que la tasa de secreciéon alcanzada por el efecto de furosem ida

-1 -1
se fue a cero, es decir, de 0,46 a 0,06 nL * min * mm (Figura 15, Tabla I).

En nuestro modelo de secreci6on (Figura 5) se han propuesto dos entradas y dos
. + . . . . « .
salidasde Na basolateral,la furosemidainhibe una salida basolateral del ion al citoplasm a
7 +. . . .
a través de la ATPasa de Na insensible a ouabaina, generando un incremento del volumen
secretado por los UM T en reposo, como se demostré6 por primera vez en este trabajo
(Figura 8). lgualmente, la furosemida inhibe la actividad del triple cotransportador de
+ - + +
Na /2CI1 /K , siendo una de las dos entradas de Na al citoplasma descritas en el modelo.
Por lo tanto, los resultados sugieren que la secrecién obtenida de los UM T en reposo, bajo
el efecto de furosemida,se debe a la entrada del ion a través de laconductancia selectiva de

+

Na que seria inhibida por amilorida.

Asi, la adicién de amilorida estaria inhibiendo la entrada del ion al citoplasma que
. . . . . . + + . - -z
minimizaria el intercambio de Na por H luminal, ocasionando el cese de la secrecién

inducida por furosemida en los TM en reposo. Los resultados reportados en este trabajo
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sobre el efecto de amilorida son consistentes con las observaciones de Garcia (2010)
. .oz + . . .
respecto a los cambios en la concentracion de Na intracelular inducidos por el efecto
basolateral de amilorida. En experimentos realizados con TM estimulados, Gutiérrez y
colaboradores reportaron que la adicién de amilorida (0.4 m M ), concentracién capaz de
+ +

inhibirla actividad del intercam biadorapicalde Na -H ,logr6 inhibirconsiderablemente el
flujo de secreciénen un 77% cuando es aplicado en ellumen, masno en ellado basolateral,
. . . - . + - -

indicando que el triplecotransportadoren la principalentrada de Na haciaelcitoplasmaen

. . + . - .

TM estimulados,y que la conductanciade Na serfauna entradasecundarialocalizadaen la
membrana basolateral. La existencia de esta conductancia queda en evidencia cuando el
triple cotransportador es inhibido por furosemida en UM T en reposo, como lo muestran

nuestros resultados (Figura 15).

Los resultados sugieren que la amilorida pareciera no estar inhibiendo la actividad
+ +
del intercambiador de Na -H , lo que se comprobé mediante la adicién de 5-HT,
permitiendo corroborar que los UM T tenian la capacidad de secretary que se encontraban
. . . . 7 . 7 . .z . -1
en condiciones fisiol6gicas 6ptimas, presentando una tasa de secreci6on de 1,23 nL * min -
-1 - z 7 - .z
m m (Figura 15, Tablal).Una vez maéas,se comprobo6 que la 5-HT estimula la secrecién, al
activar el receptor serotoninérgico en la membrana basolateral. Sin em bargo, la secrecién
producida por el efecto de la hormonadiuréticaresulté ser considerablemente inferior a las
obtenidas en los casos anteriores, debido a la poca disponibilidad del ion en el citoplasm a,
+ s f
ya que las dos entradas basolateralesde Na , propuestasen elmodelo de secreci6n, estarian

blogqueadas.
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Estudio de la secrecién inducida por Furosemida en presencia de bajo Na

extracelular de los UM T en reposo.

El cloruro de sodio representa mas del 90% de la osmolaridad del liquido
extracelular en preparaciones animales. En general, como el flujo de sales a través del
epitelioosmorreguladorprovoca el movimientode agua, lacantidad de salen el organismo
es determinante del volumen de Iliquido extracelular. En insectos, el sistema
osmorregulador estd representado por los tadbulos de M alpighi, en los cuales se Ilevan a
cabo los procesos de reabsorcion (en la porcién proximal o LM T) y secreci6n (porcién
distal o UM T) de electrolitos entre la hemolinfa y el lumen. Como hemos discutido con

+
anterioridad, el mantenimiento de la homeostasis de Na en el citoplasma del epitelio
secretor, es fundamental para el movimiento transepitelial de iones y en consecuencia, el

flujo de sales y agua a través del lumen de los TM

En nuestro modelo de trabajo,esquem atizado en la Figura 5, la principal entrada de
+ + - +
Na alacélulasellevariaa cabo mediante el triple cotransportador de Na /2CIl /K cuando
z . - + . - - - " - -
los UM T estan estimulados. Si la [Na ], es baja, disminuiria el desplazamiento del ion
+ - +
hacia el citoplasma, y en consecuencia el movimiento neto de Na ,Cl y K a través de la
+ +
membrana basolateral, reduciendo el intercambio del Na por H Iluminal,y finalmente la

aboliendo la secrecio6n.

N
Garcia (2010) realizando la sustituciéon parcial iones Na en la solucién del bafio en

N
presencia de furosemida y ouabaina, observé una disminuciéon de la [Na J; en UMT en

reposo, debido a que la poca disponibilidad del ion en el lado extracelular minimizé el

+
aumento de la concentracién intracelular de Na inducida por ambos fdrmacos. Estas
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N

observacionesnos permitieron plantearnos evaluar el efecto de la sustitucién de Na sobre

la secrecion inducida por furosemida, con el prop6sito de confirmar que es dependiente de
+ . .

la entrada de Na por medio de la conductancia basolateral en UMT en reposo. Por ese

motivo, se realizaron experimentos con una solucién Ringer Insecto, a la cual se le

sustituyd el NaCl por Cloruro de n-metil glucamina (145 mM ). EI NaCl contribuye

+
mayoritariamente a la concentracion de Na en la solucion RI.

Nuestros resultados evidencian que la adicion de furosemida en presencia de bajo
+ 7 .oz - - . B - .z
[Na J, no generé un volumen de secrecién significativo respecto a la condicién control
. B , B - + . ’ . .
(Figura 16),debido a la minimacantidad de Na que ingresariaal citoplasma por medio de
. . + - .oz .
la conductancia selectiva de Na (Condicién 1, Tabla Il). Sin embargo, al aumentar la
+ - . . - . .
[Na ], se logro generar un incremento significativo en el volumen secretado, el cual fue
mayor tras la estimulaciéon in vitro con 5-HT (Condicién 1, Tabla Il). Cabe destacar, que
las tasas de secrecién obtenidas en este caso son considerablemente menores en
.z - . . 7 .z *
comparaciéon a los experimentos donde no se modificd la concentracién de Na en la

solucion R1I.

Estos resultados parecieran indicar que hay un efecto de furosemida sélo cuando la
+ - - . . . - - .

[Na ], es significativamente alta. Con el objetivo de confirmar esto, se realizaron
. 7 .z + z
experimentos en los cuales se aumenté la concentraciéon de Na en el pozo de la cdm ara
antes de la adiciéon de furosemida (Condicién 2, Tabla Il), obteniéndose un incremento
significativo del volumen de secrecién (Figura 17), lo que corrobora los resultados
reportados en la Condiciéon 1. Las tasas de secreci6on obtenidas en la Tabla Il para las

Condiciones 1y 2 no son significativamente diferentes entre si.
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Siguiendo el modelo de trabajo, nuestros resultados sugieren que al aumentar la

+ - ’ . . .
[Na ]J,, ingresaria una mayor cantidad del ion al citoplasma que favorece su transporte
. . . B . . .z +
luminal cuando se aplica furosemida tras la inhibicién de la Segunda ATPasa de Na
insensible a ouabaina. Como ya se ha comprobado en los experimentos anteriores, la
adicion de 5-HT estimuld la secreci6n, siendo en este caso (Condicién 1 y Condicién 2)

significativamente inferior a las tasas alcanzadas en las secciones anteriores (Tabla Il).

Experimentalmente se evidencié que los UM T se tornaron rigidos al momento de

m anipularlos dentro del pozo de la cdmara, por lo tanto es importante enfatizar que la
. .z + . . .

sustitucion de Na extracelular por Cloruro de n-metilglucamina pareciera afectar de

manera irreversible la fisiologia de los TM de Rhodnius prolixus que no varfa con un

.
aumento de [Na ],, a pesar de ello se pudo observar en ambas condiciones un aumento en

0!

el volumen de secrecidon (Tabla Il) por el efecto de furosemida sobre los UM T en reposo.

En conclusién, nuestros resultados indican que la secreciéon inducida por
+

furosemida es dependiente de una entrada basolateral de Na distinta del triple
cotransportador, ya que segln el modelo de trabajo al inhibir al triple cotransportador de
Na+/2CI-/K+ se favorece la entrada del ion a través de la conductancia de Na+ descrita
anteriormente,sinembargo la disponibilidad delion es minima por lo que no se produce el
flujo luminal significativo. Adem as, la sustituciéon de NaCl por Cloruro de n-metil
glucamina perturba el comportamiento observado de los UMT en reposo bajo el efecto
tanto de furosemiday como de 5-HT, estas observaciones fueron el principal motivo por el
cual se realizaronambascondicionesexperimentales,considerando la posibilidad de que el

.
aumento en la [Na J,permitiriaque la furosem ida indujera la secrecién como se evidencio

en los otros casos reportados en esta investigacion.
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Estudio delefecto de Furosem ida sobre lainduccién de la secreciéon de losUMT de

Rhodnius prolixus recién alimentados (3 dias).

En la presente investigacion, se demostr6 experimentalmente que la furosemida

induce la secreciénen UM T bajo lacondicion de reposo (Figura 8), en concordancia con el
+ , . - B .oz

aumento en la [Na ]; reportada por Garcia (2010) en UMT bajo la misma condicién. Es

importante destacar que la secrecién alcanzada en reposo bajo el efecto de furosemida es

significativamente menor respecto a la obtenida con UM T estimulados.

to
Por otra parte, en trabajos realizados en el laboratorio con ejem plares del 5 instar
recién alimentados (aproximadamente 3 dfas), al tratar los TM con furosemida se ha
. + . -
observado que no hay incremento en la [Na ];,(datos no publicados), por lo que se sugiere
. . . + . - .
un posible cese en la actividad de la segunda bomba de Na bajo esas condiciones, en
contraposicion al resultado obtenido bajo la condicién de reposo en donde se observoé un
. .z B ’ . + - .
incremento en la concentracion citoplasm atica de Na (Garcfa, 2010). Considerando lo
- . . . +
anterior,en este trabajo se estudid el efecto de furosem idasobre la Segunda ATPasa de Na
insensible a ouabaina en UM T que han estado estimulados naturalmente por las hormonas

diuréticas, Rhpro-DH y 5-HT.

Para ello,se disefid un protocolo de lavado de los TM con el objetivo de eliminar la
presencia de las hormonas que pudieran influir en los resultados esperados. Es importante
recalcar que este protocolo se ided considerando dos factores importantes como lo son, la
diluciéon en soluciéon RI de las hormonas endégenas del insecto y, la duracién del lavado de
los TM . EIl primer factor nos asegura lavar completamente el efecto de las hormonas

diuréticas, empleando tres volimenes no aditivos de 15 mL de soluci6én RI, en cuyo caso
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los UM T no secretaron durante el tiempo experimental (Figura 19), ya que inicialmente el
lavado de los TM con un volumen de solucién RI dio como resultado la secrecidon de los
UMT (Figura 18.B), comprobando que aln se mantenia el efecto de las hormonas en el

citoplasma de la célula.

Ahora bien, el segundo factor a considerar es la duracién del lavado. La unién de
las hormonas a los receptores genera una cascada de fosforilaciéon, lo que estimula un
aumento de AMPc y probablemente de protein kinasa A, que inducen la activacion de
diferentes mecanismosde transporte transepitelial.Portalrazén, los TM se lavaron durante
45 minutos (15 minutos por cada lavado), con lo que se garantiza que hayan cesado los
procesos desencadenados como consecuencia de la unién de las hormonas diuréticas a los

receptores, al momento de realizar los experimentos.

Lo anterior se debe comparar con los TM sin lavar, en los que se evidenci6 que
m antenian el efecto de las hormonas diuréticas, aun después de la dilucién en solucién RI
durante la diseccion de los mismos (Figura 18.A). Sin embargo, la secrecién de los UM T
sin lavar fue considerablemente mayor respecto a la lograda con los UM T pre-tratados con

uno y tres volimenes de solucién RI (Figura 20).

Una vez estandarizado el protocolo de lavado, se evalu6 el efecto de furosemida
sobre los UM T pre-tratados con tres volimenes de solucién RI1 (Figura 21, Tabla I). Los
resultados evidencian que la furosemida no induce la secrecion de los UM T de ejem plares
recién alimentados, lo que indicaria una disminucién o cese de la actividad de la Segunda

+
ATPasa de Na cuando los UM T estan estimulados por las hormonas endégenas, siendo

84



estos resultados contrarios a los obtenidos con el farmaco en condicién de reposo

reportados en la presente investigaciéon (Figura 8, Tabla I).

+ +
En consecuencia, se propone que en condiciones secretoras la ATPasa de Na /K
, . . + . - .
presentaria mayor actividad que la ATPasa de Na insensible a ouabaina, enmascarando a
su vez su actividad cuando los TM estdn estimulados. Entonces, la adicién de furosem ida
no induce a la secrecién de los UM T estimulados, por lo que se sugiere que la Segunda
+ . . e . .
ATPasa de Na estaria bajo una regulacién a la baja o down regulation por efecto de las
hormonas diuréticas, disminuyendo la actividad de la bomba cuando los TM estan

estimulados por las hormonas endégenas después de la alimentacion.

En el modelo de secrecion, elaborado en condicién de estimulacién (Figura 5), se
+ + - +
han propuesto dos entradas de Na a través del triple cotransportador de Na /2CI/K y una
+ +
entrada selectivade Na sensibleamilorida,asicomo tambiéndos salidasde Na por medio
+ + + . . - . . .
de la ATPasa de Na /K y la Segunda ATPasa de Na insensible a ouabaina e inhibida por
furosemida.Sin embargo,en condiciéon de reposo (sin estimulacién), tanto las dos entradas

+
como las dos salidas de Na estarian presentes.

En este trabajo se continudé con la linea de investigacién de Garcia (2010)
- - * - B .z
estudiando la homeostasis de Na en los UMT de Rhodnius prolixus, obteniéndose
resultados importantes para el conocimiento del proceso de secrecién de los UMT de
nuestro modelo experimental tanto en condicién de reposo como en TM estimulados
naturalmente,por las hormonas endégenas del insecto, respecto a la secreci6on dependiente
+ . . .
de Na . Se demuestra,por primera vez,que los UM T de Rhodnius prolixus pueden secretar

en reposo (sin estimulacion) bajo el efecto de furosemida, este resultado representa una
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N
fuerte evidencia de la existencia de la Segunda ATPasa de Na insensible a ouabaina e
inhibida por furosemida en UM T, que seria fundamental para mantener la hom eostasis de
+ B .z Z - s .
N a en condicion de reposo. Ademas, no se pudo comprobar el efecto sinérgico de
ouabaina y furosemida, reportado por Garcia (2010), dado que es posible que a pesar del
+ - .z
aumento de la [Na ], se haya alcanzado la capacidad de secreci6on de los UM T en reposo.
También se demostré que la amilorida logra abolir la secrecién inducida por furosem ida,
- - . . + . - .
resultado que refuerza el existenciade una conductanciaselectivade Na sensible amilorida
propuesta por Garcia (2010), que estarialocalizadaen la membrana basolateralde los UM T
de Rhodnius prolixus. Por otra parte, en los UMT estimulados, siguiendo el modelo,
. - + ’ . . .
nuestros resultadossugierenque una de las salidas de Na basolateralestariainhibida por la
accion de las hormonas endégenas del insecto. En este sentido, se demostr6 que la
furosemida no induce la secreci6on cuando los UM T estan estimulados, sugiriendo una

disminucién significativa de la actividad de la Segunda ATPasa de Na+ insensible a

ouabaina.
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VII.CONCLUSIONES

La adiciéon basolateral de furosemida induce la secrecién de los UM T de Rhodnius
prolixus en condiciéon de reposo, es decir,provenientesde insectoscon tres semanas
de ayuno y sin ser estimulados in vitro con 5-HT.
La ouabaina no tiene efecto sobre los UM T de Rhodnius prolixus en reposo, por lo
. + + - . -
que se confirma que la ATPasa Na /K no es el Gnico mecanismo que regula la
.z . +
concentracion intracelular de Na .
. , - - +
Estos resultados confirmarian la existencia de La Segunda ATPasa de Na
insensible a ouabaina e inhibida por furosemida, siendo esta el principal
- - - + - - -
mecanismo para el movimiento de Na desde el citoplasma hacia la hemolinfa en
condiciones de reposo en los UM T de Rhodnius prolixus.
El efecto de amilorida sobre la secrecidon inducida por furosemida confirmo¢ la
. . . . + . . . . .
existencia de una conductancia selectiva de Na sensible a amilorida, sugiriendo su
ubicaciéon en la membrana basolateral de los UM T de Rhodnius prolixus.
. . + . . .
La sustitucion de la [Na ]a por Cloruro de n-metilglucamina en reposo, tiene un
efecto irreversible sobre la fisiologia de la secrecién de los UMT de Rhodnius
prolixus, disminuyendo su capacidad de secrecién en presencia de furosemida y
luego de la estimulacién in vitro por 5-HT.
Los UMT de Rhodnius prolixus recién alimentados secretan espontdneamente,

debido al efecto de las hormonas enddédgenas del insecto.
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Es posible lavar el efecto de las hormonas diuréticas del insecto, lo que perm ite
evaluar el efecto de diferentes fdrmacos sobre los UM T que han sido estimulados

naturalmente.

La furosemida no induce la secrecién en los UMT de Rhodnius prolixus recién
- . - . . +

alimentados, sugiriendo un cese en la actividad de la Segunda ATPasa de Na
insensible a ouabaina.

Es posible activar los mecanismos de transporte epitelial involucrados en la

secrecion de los UMT de Rhodnius prolixus luego de lavar el efecto de las

hormonas endégenas, mediante la estimulaci6én in vitro con la hormona 5-HT.
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