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. El movimiento de diversos solutos a tra-
vés del epitelio ruminal es un hecho am-
pliamente conocido y de fundamental im-
portancia para la homeostasis de los ru-
miantes y por tanto también para la com-
‘prension de diversas situaciones patoldgicas
que se producen en estos animales.

- Pero no obstante el gran nimero de in-
vestigaciones efectuadas persiste la incer-
tidumbre acerca de cdmo caracterizar ade-
cuadamente la fisiologia de este epitelio.
Ello se debe a la complejidad del medio
biolégico que constituye el contenido ru-
minal, a la actividad mecénica, a la variabi-
lidad del flujo sanguineo y atin a la activi-
dad metabdlica del propio epitelio.

Siguiendo una linea que ha dado buenos
resultados en otros campos de la Fisiolo-

gia nosotros pensamos que la comprension -

global de tan complicadas situaciones uni-
camente es abordable mediante el disefio
de modelos fisico-quimicos sencillos y ap-
tos para el analisis de comportamiento me-
diante técnicas de computacién. Posterior-
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mente se iran introduciendo progresiva-
mente sofisticaciones que den cuenta de los
datos experimentales y se ird perfeccionan-
do el modelo en la medida en que este re-
sulte apto para prever y simular situaciones
normales o patoldgicas.

En el presente trabajo damos cuenta de
nuestra experiencia en el abordaje del pro-
blema mediante la metodologia ‘introduci-
da por Ussing y Zerah (1) y adaptada al
rumen por Ferreira, Harrison y Key-
nes (2) ala cual le hemos introducido una
serie de modificaciones. Asimismo adelan-
tamos algunos aspectos del modelo a pro-
poner en conexién con los resultados.

MATERIAL Y METODOS

En todos los casos trabajamos con hojas .
de epitelio de la pared del saco dorsal del
rumen despegadas de la capa muscular
mediante diseccién atraumatica bajo inmer.
sién en solucion fisiolégica termostatizada
y oxigenada.

El dispositivo de estudio se esquematiza
en la Figura 1.

La hoja de epitelio (E) se monta entre
dos cadmaras (¢ y ¢’) cerradas construidas



FIG. 1

Esqueman del montaje de una ho-
ja de epitelio., - E = epitello.
¢ ¥ ¢ = chmaras, T ¥ T =
cirenito externmo. B = bafio ca-
lefactor. H = columna de agua.
S v 8 = termistores. @ = ean-
letactor. A = circuitle
operacional.

en acrilico La Superficie util de epitelio es
de 2 cm? y las cAmaras laterales tlenen
una capacidad de 40 cm?®.

Cada camara estd conectada a un cir-
cuito exterior (T y T’) de polietileno de
10 cm?® de capacidad, por donde circula la
solucién fisiolégica impulsada por la pre-
si6bn de un burbujeo de Oxigeno, que a la
vez mantiene constante la presién parcial
de este gas en la solucién.

El Oxigeno se equilibra previamente
con vapor de agua pasando a lo largo de
una columna de agua destilada (H) antes
de ingresar al circuito.

Una parte del circuito exterior se sumer-
ge en un bafio de agua termostatizada (B)
a temperatura adecuada para compensar
las pérdidas de calor de todo el sistema y
mantener constante en 39°C la temperatu-
ra de la solucién en inmediato contacto
con el epitelio. Con tal fin se controla el
circuito calefactor (Q) a través de un dis-
positivo analégico operacional (A) que re-
cibe informacién desde dos termistores (S
y §’) en contacto con la solucién préxima
al epitelio.

El montz{je que se agrega a lo descrito
para efectuar medidas electrlcas se esque-
matiza en la Figura 2.

Para captar las diferencias de potencial
eléctrico usamos electrodos impolarizables
(e y €') construidos con alambre de Plata
recubierto electroliticamente de Cloruro de
Plata y montados en tubos de vidrio de
punta fina llenos de KCl 3 M retenido
sobre Agar al 4 %.

El potencial recogido por los electrodos

“es amplificado electrénicamente (A) y

luego leido sobre un voltimetro (A V) con
apreciacion de 0.1 miliVoltio (mV).

Los electrodos no se ponen en contacto
con la solucién de las camaras, sino que
se sumergen en vasitos (v y v') llenos con
KCl 3 M y que se conectan con dichas

camaras a través de puentes (p y p’) de
vidrio capilar llenos de Agar-KCl 3 M.

A lo largo de todo el experimento se
controla sistemdticamente que la diferen-
cia de potencial cuando los electrodos es-
tin en un mismo vasito sea inferior a 0.1
mV, de modo que los voltajes registrados
correspondan a diferencias de potencial
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eléctrico efectivamente existentes entre
ambos lados del epitelio.

En el extremo de cada camara se coloca
un puente grueso (P y P’) lleno de solu-
cién fisiolégica retenida en Agar al 4 %, y
estos puentes se conectan a su vez con los
vasitos {(V y V') llenos de solucién fisio-
légica.

Utilizando dos electrodos impolarizables
gruesos (E y E’) de Ag-AgCl y Agar-KCl
sumergidos en los vasitos es posible hacer
circular corriente eléctrica desde una ca-
mara a la otra, a través del epitelio.

Para aplicar la corriente utilizamos un
generador variable (G) y medimos la in-
tensidad de la misma con un micro-ampe-
rimetro (pA).

Llamaremos corriente saliente a la que
circula desde el lado luminal al sanguineo,
y entrante a la de sentido inverso.

Con este dispositivo experimental pode-
mos medir la diferencia de potencial entre
ambos lados del epitelio y simultineamen-
te aplicar una corriente que lo modifique.

Se llama Potencial de Epitelic a la AV
existente entre ambos lados en ausencia

de corriente aplicada exteriormente. Se in.
dicard por: E.

Se llama Corriente de Corto Circuito a
la que anula exactamente a la AV a tra-
vés del epitelio. Se indicara por: C.C.C.

Esta intensidad de corriente mide la in-
tensidad del transporte activo o metabdlico
de iones efectuado por el epitelio, pues no
existiendo en tal situacién diferencia de
potencial ni de concentraciones el movi-

miento de cargas que constituye la corrien- -

te corresponde a iones que son movidos en
base a un consumo de energia metabélica.

La solucidn fisiolégica utilizada tiene la
siguiente composicién:

NaCl .............. 110 mM
KC .............. 5 mM
CaCly, .............. 2 mM
MgCl: .............. 2 mM

Na HCOz .............. 25 mM
Nas HPO, .............. 2 mM
Glucosa ................. 5 mM
Acetatode Na ............ 5 mM
Propionato de Na ........ 5 mM
Butirato de Na .......... 5 mM
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FIG. 2

Esquemn del sistema de medi-
das eléctricas. Al montaje de Ian
figura 1 se agregan los sigulen-
tes elementos: v y vV = vasitos
con KCl,. V y V! = vasitos con
solueion fisiolOgica. e y e =
electrodos para medir voltaje.
E y E’ = electrodos para apli-
enar corriente, p y p’ = puentes
de Agar-KC1, P y P’ = puentes
de Agar-KCl. P y P’ = puentes
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= generador variable, V = vol-
timeiro. I = microamperimetrao.
A = amplificador.
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FIG. 8

Relacidn Voltaje - Co-
rriente del epitello. - .
. = valores iniciales. 0 =
valores una hora den-
pués, La C.C.C. dismi-
nuye desde 14 hasta 9.5
mA en 1 horan. La pen-
diente de la reecta aun-~
mentd en ese tiempo.

En los lavados iniciales se agregan anti-
bidticos a la soluci6n para inhibir la acti-
vidad bacteriana:

Sulfato de
Estreptomicina .. ... 1 mg/lt
Penicilina G Sédica ... 20.000 u.i. / It

En ciertos experimentos el anién Cl- es
reemplazado por el aiéon SO;,--.

En ciertos experimentos el catién Na- es
reemplazado por el catién Li-.

En los experimentos en que se varidé la
concentracién de ién K+ el mismo fue total
o parcialmente reemplazado por el ién Na*
(la sustitucién del 100 % del K+ correspon-
de a un aumento del Na+ de sé6lo el 3.6 %).

En los experimentos en que se aplicé un
gradiente de presion hidrostatica a través
del epitelio el mismo fue generado aumen-
tando el burbujeo en uno de los circuitos y
medido por la diferencia de nivel liquido
entre ambas camaras.

Como inhibidor del transporte iémnico

activo se utilizd Owuabaina en dosis de
5. 105 M.

O (x4 5

Lvz<—~Sangre

Luz—sangre

Para la obtencién de las hojas epiteliales
se siguieron 4 procedimientos:

A) Extraccion quirargica de ovejas anes-
tesiadas y alimentadas hasta 12 horas
antes de la operacién.

B) Extraccién rapida de ovejas sacrifica-
das mediante seccién carotidea.

C) Extraccion de vacas sacrificadas en
frigorifico e inmediata experimentacion
en la propia planta frigorifica.

D) Extraccién de vacas sacrificadas en fri-
gorifico y traslado hasta el laboratorio -
de Facultad en recipiente termostati-
zado y oxigenado.

ResuLtapOS

I) RELACION VOLTAJE — INTENSI-
DAD DE CORRIENTE

En todos los preparados se realizé el es-
tudio de esta relaci6n funcional aplicando
corrientes y midiendo el voltaje que ellas
determinan en el epitelio.

Para I = 0 el voltaje corresponde al Po-
tencial de Epitelio del preparado.

La Figura 3 ilustra un resultado tipico
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La pendiente de la recta corresponde a
la Resistencia Eléctrica del Epitelio:

se expresa en Ohmios.

Para determinar la recta se aplicaron 8
valores determinados de corriente en orden
al azar a fin de descartar cualquier efecto
de una variacion sistemdtica, a su vez ca-
da serie de 8 determinaciones fue repetida
6 veces en rapida secuencia.

De modo que para cada valor de la va-
riable independiente (I) tenemos 6 valo-
res individuales de la variable dependien-
te (A V) aunque para simplificar en la
grafica Gnicamente se indican los prome-
dios.

Para determinar la recta de mejor ajuste
a los datos utilizamos el Método de Mini-
mos Cuadrados (9) segin:

La ordenada en el origen de las abcisas
vimos que es E y se calcula a partir de los
dos promedios generales: -

I yAY¥V

- et — —_—— —

AV=E—-R . 1 E=AV-R .1

En el caso de la Figura 3 la R vale 600
Ohmios y E = 8.4 mV.

Como trabajamos con 2 cm? de epitelio,
tenemos una Resistencia Especifica de
Epitelio de 1200 Ohmios/cm?.

La C.C.C. en este caso es de 14 gA, o
sea de 7 pA / cm?

En algunos experimentos se realizé Ana-
lisis de Varianza para docimar la bondad
del ajuste, pero en general esto es innece-
sario en presencia de la linealidad de los
datos.

Al cabo de una hora de realizada la de-
termipacién de la recta se procede a una
nueva determinacion, y en todos los casos
se verifica que la C.C.C. ha disminuido,
indicando deterioro del preparado con el
tiempo. A su vez la Resistencia del Epite-

Z(AV:)) . X(Li) lio aumenta.
2(AV:. . L) — La rapidez de la disminucién de la
N C.C.C. fue mucho mayor en los experi-
R= mentos del tipo D y B.
[Z (L) ]2 La Tabla I resume los datos experimen-
2 ()2 — tales segiin el procedimiento empleado pa-
N ra obtener el epitelio:
T A L A 1
Proced. Repetic. E s CV. ¢€CC § C.V. ACCC s cC.wv.
A 4 9.8 2.2 23 5.:?. 1.3 25 2.2 0.4 18
B 6 6.1 2.5 4] 4.3 1.8 42 3.2 1.2 38
C 15 11.6 2 17 8.1 16 20 2.1 0.4 19
D 30 50 1.9 38 3.7 1.5 40 3.0 1.2 35

E — Potencial de Epitelio Medic (mV)

CCC — Corriente de Corto Cifcuito Media (p A / cm?)

A CCC - Variacién Media de CCC en la 12 hora (¢ A / cm® . h)

S — Desvio standard
C:V.

— Coeficiente de Variacién Porcentuado
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- De la observacion de la Tabla I resulta
evidente la mejor performance obtenida
por los procedimientos A y C,

II) RESPUESTA DEL POTENCIAL A

CAMBIOS DE CONCENTRACION
DEL POTASIO

Un potencial de difusién para el ién Po-
tasio a nivel del lado luminal ha sido indi-
cado por algunos autores (11), (12) ade-

tras que el lado seroso se mantenia enfren-
tado a la concentracion normal de 5 mM.

A fin de discutir la existencia de un po-
tencial de ditusién para la ién K+ debemos
analizar si el Potencial de Epitelio se mo-
difica como lo hace el Potencial de Equi-
librio Electro-Quimico para el ién K* (2x*)
en presencia de las distintas concentracio-
nes extracelulares:

mas del mejor conocido a nivel del lado R.T [K*]ext
S€eroso. ' = ——— 1 ————

Dado que el elemento conflictivo estad en z. F [K*Jrme
el comportamiento del lado cornificado del
epitelio, realizamos experiencias tendientes Reagrupando constantes:

a verificarlo.

En 10 experimentos de tipo C se aplica- B — R.T.23.
ron en orden al azar 6 concentraciones dis- B 2. F
tintas de Potasio en el lado luminal, mien- )

[K+]th
Ef' = B . log —— —— B . log [K*]ext _— B . Iog [K*]tlnt
[K+] int

Como Ia concentracion celular [K*]ine
puede suponerse constante podemos escri-

bir:

A=B=1log [K']u:

X =B. log [K+]ext — A

Esta dltima expresion corresponde a una
relacién lineal entre las concentraciones de
Potasio expresadas logaritmicamente y los
potenciales eléctricos.

La Figura 4 muestra un resultado tipico

en que para cada [K']e: se ha determina-
~ do 5 veces el Potencial de Epitelio, calcu-
landose los respectivos promedios y su In-
tervalo de Confianza a nivel de confianza
del 95 % de Probabilidad.

El ajuste de la recta se realiza mediante
Minimos Cuadrados y la bondad del ajuste
. mediante Andlisis de Varianza.

En todos los experimentos el ajuste resul-
té6 admisible a nivel de confianza del 95 %
de Probabilidad.

I11) NATURALEZA DE LA CORRIEN-
TE DE CORTO CIRCUITO

La Figura 5 muestra un experimento ti- -
pico en que se efectuaron distintas accio-
nes modificadoras de la CCC de acuerdo
al conocimiento general sobre epitelios.

En las zonas I y IV de la grafica el epi-
telio esta en solucién fisioldgica normal, pe-
ro la CCC es menor en IV debido al dete-
rioro temporal que hemos descrito antes.

En Il y en V el epitelio estd en presencia
de solucién en que el i6n Cl- estd reem-
plazado por el i6n SO, -, produciéndose un
notable aumento de la CCC. Aqui nueva-
mente vemos que el deterioro temporal ha-
ce imposible retornar a los valores previos.

En la zona III se ha reemplazado al ca-
tion Sodio por el Litio, en medio de Sul-
fato. Se verifica desaparicién casi completa
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de la CCC, evidenciando la importancia
del i6n Na' transportado activamente gra-
cias al metabolismo epitelial.

En la zona VI se ha aplicado al epitelio
en medio de Sulfato y de Sodio una dosis
de Ouabaina sobre el lado luminal, obte-
niéndose una discreta reduccién de la
CCC.

En la zona VII se aplica la misma dosis
de Ouabaina, pero ahora sobre el lado se-
roso, y se obtiene anulacién de la CCC.

IV) EFECTO DE LA PRESION HI-
DROSTATICA SOBRE LA C.C.C.

Poca atencion ha recibido hasta ahora la
interrelaciéon entre los fendmenos mecani-
cos y de absorcion a nivel del rumen.

Desde que a nivel de la piel de sapo se
han evidenciado elementos de tal rela-
cién (7) y teniendo en cuenta la similitud
anatémica de esta estructura con el rumen,
realizamos algunos experimentos en que se

estudia la CCC en presencia de gradientes

AV

fmv)
30

20

10

de presion hidrostatica entre ambos lados
del epitelio.

Tomando en consideracién los datos so-
bre la presién intra-ruminal en el reposo
entre contracciones (8) aplicamos diferen-
cias de presion de hasta 10 cm H,O desde
el lado seroso al luminal.

La Figura 6 muestra los promedios de
CCC y su intervalo de conlianza para 6
repeticiones de una serie de 6 valores de
presién hidrostatica aplicados en orden al
azar al mismo preparado.

Entre la aplicacion de dos presiones dis-
tintas se retorna a la condicién de gradien.
te nulo a efectos de verificar que en esa
condicién la CCC no ha variado en forma
significativa.

Se halla que no existe variacién sistema-
tica de la intensidad de la CCC al incre-
mentarse la presién transmural hasta mon-
tos muy superiores a los que han sido re-
portados como normalmente existentes a
traves de la pared ruminal en el reposo en-
tre contracciones. '

20 50 100

KFIG. 4

Dependencin del Potencinl de Epitelio respecto n Ia concentrncion del i6n Fotasio en
¢l lado luminal. - El eje de abeisas estdi en escala logarftmica., Se indican los prome-

diog y sus respectivos intervelos de confinnza parn P = 95 %.
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Estudio de la C.C.C. en diferentes medios, ~ Zonas I y IV = Seolucién nermsal, Zonas .

I ¥y V = ién CI - reemplazado por 16n SO;~~, Zona 111 = Medio de Sulfato sin Sodio.

Zona VI = Medio de Sulfato y Sodio.

Ouabaina en lade luminal. Zona VII =

Medio

de Sulfato y Sodio, Ouabaina en lado wmeroso.

Discusion

Los presentes resultados demuestran en
primer lugar la posibilidad de realizar en
nuestro medio estudios basicos sobre fisio-
logia ruminal.

De los cuatro procedimientos ensayados
para obtener los preparados el D y el B
deben ser descartados en razén del rapido
deterioro y la gran variabilidad de los re-
sultados (ver Tabla I).

El procediimento A, si bien proporciona
preparados relativamente estables que pro-
porcionan datos con poca dispersién, re-
sulta excesivamente oneroso para nuestro
medio, aparte de exigir la coordinacién con
un equipo quirdrgico.

El procedimiento C, toma de muestras
en frigorificos y experimentacién inmedia-
ta en la propia planta, aparece como de
eleccidn, desde que permite compensar el
inconveniente de la corta sobrevida en ba-
se al ahotro de tiempo de traslado.

El deterioro relativamente rapido de la
C.C.C. atn en las mejores condiciones

que fue posible obtener mediante el proce-
dimiento C podria ser debido al ayuno de
los animales previo a la faena. Esta forma
de ver esta de acuerdo con datos de otros
autores sobre deterioro de distintas funcio-
nes ruminales in vitro (2) (35).

El comportamiento ohmico verificado en
la relaciéon Voltaje-Corriente coincide en li-
neas generales con lo observado por Fe-
rreira, Harrison y Keynes (2).

Los resultados del numeral II confirman
la existencia de una permeabilidad selecti-
va alta para el ion Potasio del lado esca-
moso (luminal) del epitelio, lo que deter-
mina que el mismo se comporte como un
electrodo de Potasio.

Si tenemos en cuenta que el lado seroso
también se comporta en forma similar es
nrevisible, habida cuenta del movimiento
activo de catién Na* en la direccién luz -
sangre, la existencia de un transporte acti-
vo de ién K* en sentido opuesto aunque de
menor intensidad. De modo que el modelo
mis sencillo deberia incluir dos generado-
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res (y sus resistencias internas) en parale-
lo y con polaridad opuesta: el de Na* con
el polo positivo hacia el lado sanguineo y
el de K* con el polo positivo hacia el lado
luminal.

En el modelo ambos generadores deben
estar interrelacionados, pero resulta dificil
adelantar una hipétesis sin disponer de in-
formacién detallada sobre los flujos i6ni-
cos.

También a diferencia con lo que ocurre
en la.piel de sapo se ha verificado que
cuando se sustituye al anién Cl- por el
aniéon SO,— la C.C.C. aumenta en forma
muy nitida, esto estaria sefialando la exis-
tencia de un transporte activo de anién
Cloro. En efecto, en la condicién de C.C.C.
los iones que no son objeto de transporte
metabdlico no se mueven, y por tanto no
contribuyen a la corriente, de modo que su
eliminacién no introduce modificacion de
la intensidad de la corriente.

Scott (3) ha reunido evidencias de
transporte activo de Cl- desde el rumen a
la sangre de ovejas anestesiadas, y también
los datos de von Engelhard (10) apoyan
esta interpretacion. ‘

De modo que el modelo deberia incluir
un tercer generador en paralelo, con €l po-
lo positivo hacia el lado luminal (igual que
el del K*), de fuerza electromotriz propor-
cional a la intensidad del transporte meta-
bolico de anién Cl-.

Nuevamente aqui se plantea la posibili-
dad de un acoplamiento con’el principal
transporte activo: de Sodio.

De modo que atn en primera aproxima-
cién el modelo no puede constar Wnica-
mente de tres generadores en paralelo, sino
que cada uno de ellos debe estar parcial-
mente controlado por unidades operacio-
nales que reciban informacién de los otros
y la procesen segin funciones de transfe-
rencia que representen las relaciones fun-
cionales verificadas entre los distintos
transportes.

Para tener una idea de la importancia
homeostatica de estos procesos podemos
efectuar un sencillo célculo: suponer que
el 70 % de la C.C.C. correspondiente a
ion Na' y i6n: Cl-. Entonces los 7 pA / cm?
estarian representando un flujo neto de
0.26 pM / cm? hora de NaCl desde el ru-
men a la sangre.

Si ahora tenemos en cuenta que la su-
perficie ruminal de una oveja adulta puede
ser del orden de 10.000 cm?, al cabo de las
24 horas se habra transportado una frac-
cién importante del NaCl total secretado
por via salival,

Finalmente, es un hecho muy interesante

~el que la C.C.C. mantenga su valer en

presencia de presiones hidrostiticas hasta
de 10 cm H,O. En efecto, si en el epitelio
ruminal tiene lugar el aumento del espacio
extracelular visto por Vonte y Ussing en la
piel de sapo (7), el transporte activo de
Sodio mantendria su intensidad pese a es-
tar muy expandidos los espacios intercelu-
lares. Entonces podrian tener lugar en los
interespacios fendmenos de arrastre and-
malo de otros solutos.
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FIG. 6

Enstudfo de In C.C.C. con gradientes de presién higrosthtica. - Se indican les premedios
¥ sus respectivos intervalos de confianzar para P = 96 %.

Se describe un montaje para estudios
de permeabilidad del epitelio ruminal
y se prueban varios procedimientos
para obtener los preparados.

Se verifica comportamiento ohmico
del epitelio y se calculan sus parame-
tros. ‘

Se comprueba que €l lado luminal del
epitelio exhibe un potencial de difu-
sibn para el i6n Potasio.

Se halla que la Corriente de Corto
Circuito depende parcialmente del
ién Cl-.

No se modifica la Corriente de Corto
Circuito por aplicacién de una pre-

- siéon hidrostatica hasta de 10 cm de

H,O desde €l lado sanguineo.

Se discuten los resultados experimen-
tales y se inicia €l disefio de un mo-
delo.

1°)

29)

SUMMARY

A modified technique to study ruminal
permeability is described and four
methods to obtain viable sheets of
isolated epithelium are tested with it.

An ohmic behaviour of the epithelium
is founded and parameter calculated.

3°) A diffusion potential for Potassium is

49}

59)

observed on the luminal side.

The short circuit current is shown
partially dependent on the Chloride.

Hydrostatic gradients until 10 H.O
cm. from blood to lumen side does
not change the short circuit current.

4?) Experimental results are discussed and

some elements for a model are ad-
vanced.
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