Capitulo 4 rarte 13

4.1 LAS CELULAS LOS EPITELIOS Y LA REGULACION DE LOS
FLUJOS DE AGUA, DE SOLUTOS Y DE LOS PRODUCTOS DE
SECRECION

En la parte final del Capitulo 2 se sefial6é que los epitelios son algo mas
que un conjunto de células y que presentan caracteristicas muy notables,
en especial por la polaridad de las caras de las células que los componen.
Lo que nos corresponde decir ahora es que estos epitelios no sélo nos
proteguen de mezclarnos con el medio ambiente, sino que regulan qué y
cuanto incorporamos a nuestro medio interno. Asi, un sapo metido en su
charco no bebe agua por la boca, sino que incorpora por la piel, un epitelio,
agua y sales. De cuanta agua agua y sal entre depende si el sapo logra su
balance y depende, en este caso, de la accion de dos hormonas: la
antidiurética y la aldosterona. Un hombre bebe litros de cerveza y al poco
tiempo los ha eliminado, porque unas hormonas han actuado sobre el
epitelio de sus tdbulos renales, haciendo que se produzca un gran volumen
de orina. Si suda, llora, segrega jugo gastrico, reabsorbe Na+, etc. es
porque las hormonas y las moléculas liberadas por las terminales
nerviosas han actuado sobre los epitelios.

- ¢, Qué es un epitelio?

Pero, bueno es reconocerlo, todavia no hemos respondido a la
pregunta mas elemental... ; QUE ES UN EPITELIO? El nombre EPITELIO
sélo quiere decir "el tejido que esta arriba", el que "recubre" los érganos.
El epitelio intestinal es el conjunto de células que recubren, por la cara
interna, al intestino y SEPARA el contenido intestinal del compartimiento
corporal, el epitelio de los tubulos renales SEPARA el fluido tubular de la
sangre de los capilares peritubulares, el epitelio de los canaliculos biliares
separa la bilis de la sangre, el epitelio del estomago separa el contenido
estomacal de la sangre y el compartimiento corporal, etc., etc. (Fig. 4.1)

Por debajo de la capa de células epiteliales se ubican, por lo general, la

lamina densa, las capas musculares y la capa serosa, con sus
capilares. ¢ Se puede decir, entonces, simplemente, que los
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epitelios son BARRERAS que separan 2 compartimientos? No, los
epitelios son algo méas que barreras en la medida que participan en el
volumen y la composicién de uno o de los dos compartimientos que ellos
separan. Asi, el epitelio del estomago es una poderosa barrera que
impiden que el contenido &acido del estomago, de pH 1,0, se mezcle con la
sangre de pH 7,4. Pero, este medio ACIDO no es s6lo mantenido por el
epitelio sino que es CREADO por ese mismo epitelio, a traves de la
SECRECION de las celulas oxinticas. En el caso del intestino, por
ejemplo, la cosa se complica aun mas: funciona como BARRERA para
ciertas sustancias, como las proteinas; tiene SECRECION, produciendo el
jugo intestinal y tiene ABSORCION de sustancias como aminoacidos,
monosacaridos y acidos grasos. Participa, entonces, en la formacion de un
compartimiento, el del contenido intestinal y, al mismo tiempo, contribuye,
con otros epitelios, en la formacién, conservacién y mantenimiento de otro
compartimiento, el extracelular.

4.2 EPITELIOS SECRETORIOS Y EPITELIOS DE EVESTIMIENTO.

A pesar que todos los epitelios combinan, en mayor o menor grado, las
funciones descritas, hay epitelios a los que se les reconoce funciones
claramente secretorias, como el epitelio de los foliculos de la glandula
tiroidea, el de la suprarrenal, el de los acinos pancreaticos, etc. (Fig. 4.2)
No regulan, al menos por el volumen y composicién de sus secreciones, el
compartimiento corporal. Segregan, si, desde las células, un producto de
secrecidon que puede ser una enzima, como las digestivas, una solucién
como las glandulas sudoriparas o una hormona. En cambio, los epitelios
de revestimiento son los que reunen todas las caracteristicas de separar y
regular la composicion de 2 compartimientos. Son los que recubren la
superficie de los alvéolos, los tubulos renales, el intestino, etc.

4.3 LA CAMARA DE USSING Y EL ESTUDIO DE LOS EPITELIOS

Para pasar de una descripcion histolégica de los epitelios a otra biofisica
o fisiologica, fue una gran ventaja disponer de un sistema que permite
medir, CON FACILIDAD, cosas tales como la diferencia de potencial
eléctrico, la resistencia eléctrica, los flujos de agua y de solutos y cémo
estos son modificados por los agentes fisicos, las drogas y las hormonas.
En 1949 H.H. Ussing (Acta Physiol Scand, 17: 1y Acta Physiol Sand 23:
110-127, 1951) ) us6 una camara como la que muestra la Fig. 4.3
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FIG. 4.2 PANCREAS: ESQUEMA DE UN LOBILILLO CON
MULTIPLES ACINOS. LAS CELULAS ACINARES
SEGREGAN JUGO PANCREATICO A LA LUZ INTESTINAL.
I: UN ISLOTE DE LANGERHANS: SEGREGA HORMONAS
HACIA LA SANGRE

—(\.)—' VOLTIMETRO

FIG. 4.3 CAMARA DE USSING. LAS DOS PIEZAS SON
MANTENIDAS EN POSICION POR UN SOPORTE. LOS
ELECTRODOS PERMITEN CONECTAR UN VOLTIMETYRO
Y MEDIR LA DIFERENCIA DE POTENCIAL ENTRE LA
CARA INTERNA (i)Y LA EXTERNA (e) DE UN EPITELIO.
EL AIRE ES PARA MANTENER EL TEJIDO OXIGENADO Y
MEZCLAR LA SOLUCION



Se trata de dos piezas plasticas separadas que permiten colocar, entre
ambas, un epitelio aislado y crear dos compartimientos. Por medio de los
electrodos se puede medir la diferencia de potencial entre ambas caras y
por los agujeros (A y B) introducir sustancias y retirar muestras.
Originalmente, como membrana se us6 un trozo de PIEL DE RANA, un
tejido que, se sabia, tenia una diferencia de potencial electrico entre sus
caras y que transportaba Na+ desde la cara externa a la interna (Ver Nota
Aparte: LAS RANAS EN EL ESTUDIO DE LA FISIOLOGIA).

Los hallazgos basicos de y de todos los que, luego, usaron esta
preparacion, fueron los siguientes:

a) Existe una diferencia de potencial de 60 o mas milivoltios (mV) entre
el lado interno de la piel (el que esta en contacto con la cavidad peritoneal
de la rana) y el lado externo, siendo positivo el lado interno.

b) Esta diferencia de potencial no es un potencial de difusion ya que se la
encuentra en ausencia de gradiente de concentracién, como cuando las
soluciones que bafian la cara externa e interna son las mismas.

c¢) Hay un flujo neto de Na* del lado externo al interno, aun en ausencia
de gradiente de concentracion y de potencial eléctrico.

Este flujo neto de Na+ se mide utilizando, (Fig. 4.4) simultdneamente, dos
is6topos radiactivos del Na+: el 22Na+ y el 24Na+, de los que ya hablamos
en el Cap. 2. Si Ce, la concentracién de Na+ del lado de afuera, es igual a
Ci, la concentracion de Na+ del lado de adentro y AV, la diferencia de
potencial, se logra (ver Nota Aparte: LA CORRIENTE DE
CORTOCIRCUITO) que sea cero, no hay, en esas condiciones, fuerzas
impulsoras para el Na+ en las soluciones. Entonces, el INFLUJO de Na+
(Jei) deberia ser igual al EFLUJO de Na+ (Jie) y el flujo neto igual a cero.
Si, pese a esa ausencia de gradiente electroquimico, sigue existiendo un
flujo neto trasepitelial de Na+. eso es evidencia que hay un TRANSPORTE
ACTIVO DE SODIO.

d) Bajando la temperatura o agregando inhibidores metabdlicos
desaparece el flujo neto de iones y el potencial eléctrico.

e) La resistencia eléctrica de este tejido es del orden de los 1500-3000

ohms.cm2 (Ver la Nota Aparte: VOLTAJE, INTENSIDAD Y RESISTENCIA
EN EPITELIOS AISLADOS)
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FIG. 4.4 EL FLUJO NETO DE Na+ SE DETERMINA EN LA

CAMARA DE USSING MIDIENDO SIMULTANEAMENTE LOS

FLUJOS UNIDIRECCIONALES (INFLUJO Jel — EFLUJO Jie)
USANDO 2 ISOTOPOS DEL SODIO. EL Jneto SERA Jneto =
Jei — Jie. PARA ELLO SE AGREGA EL ISOTOPO DE UN
LADO Y SE RECOGEN, CADA CIERTO TIEMPO,

MUESTRAS DEL OTRO LADO. LA ACTIVIDAD RADIACTIVA

SE MIDE Y PARA EVITAR LA PRESENCIA DE FUERZAS

IMPULSORAS PASIVAS LAS CONCENTRACIONES DE Na+

SON IG\UALES EN AMBOS LADOS Y LA DIFERENCIA DE
POTENCIAL SE ANULA HACIENDO PASAR UNA
CORRIENTE POR LOS ELECTRODOS (CORRIENTE DE
CORTO CIRCUITO - CCC)

Hans H. Ussing (1911-2000)

Los trabajos de H.H. Ussing significaron un tremenda
avance en el conocimiento sobre el funcionamiento de los
epitelios y por eso es considerado el padre de todos los
"epitelidlogos” . Desde su laboratorio en Copenhagen
desarrolld, con K. Zerahn, la camara que conocemos vy, al
mismo tiempo, concibié el modelo de las dos membranas
que fue ampliamente aceptado y usado para explicar el
funcionameinto de los epitelios. Un nimero del Journal of
Membrane Biology (184: No. 3, 2001) esté dedicado a su
memoria con articulos que reflejan la evoluciéon de los
conocimiemtos en este campo en los 50 afos que han
pasado desde la primera publicacién




4.4 EL TRANSPORTE ACTIVO DE Na+ Y SUS FUERZAS IMPULSORAS.

Las conclusiones que se pueden sacar de los hallazgos anteriores ya
han sido adelantadas: la piel de rana tiene un transporte activo de Nat
desde el lado externo al interno. Pero, no nos precipitemos, y analicemos
TODOS los factores y fuerzas impulsoras que pueden estar en juego.

Posibilidad 1) El Na+ pasa de la cara externa a la interna por difusion.
Falso: el Na+, ya se dijo, tiene un flujo neto hacia la cara interna aun
cuando Ci = Ce. Es mas, esta demostrado que el Na+ sigue pasando hacia
adentro aun cuando la concentracion en la cara externa sea de 20 mEqg/L y
de 120 mEq/L en la interna: hay un flujo en contra de un gradiente de
concentracion.

Posibilidad 2) Hay un flujo de Na+* por fuerzas eléctricas (electrodifusion)
Falso: el potencial de la cara interna es positivo y es hacia alli donde va el
Nat. Hay que pensar que es el pasaje de Nat el que determina la
aparicién del potencial y no al revés.

Posibilidad 3) Hay un flujo de agua que arrastra Na+. Falso: El flujo neto
de Na* puede ocurrir en su ausencia.

Otra vez, entonces, SOSPECHAMOS que hay transporte activo PORQUE
las fuerzas pasivas no pueden explicar cémo es que se mueve Na+ de la
cara externa a la interna. Lo comprobamos con las pruebas de inhibicion.

4.5 POLARIDAD DE LAS MEMBRANAS DE LAS CELULAS
EPITELIALES.

Decir que HAY un transporte ACTIVO transepitelial de Na+ en la piel de
rana o en cualquier otro epitelio, no soluciona nuestro problema. Piénsese
en una celula aislada: el transporte es activo de Nat+ y de K+, a traves de la
bomba y, por lo tanto, (Fig. 4.5) la célula bombeara Na+ del IC al EC y K+
del EC al IC por toda su superficie. ;Por qué, entonces, si ponemos esas
celulas formando un epitelio (Fig. 4.6) aparece un potencial que es positivo
en la cara interna y negativo en la externa y un flujo transepitelial neto de
Na+?
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FIG. 4.5 EN UNA CELULA AISLADA, LAS BOMBAS DE
SACAN Na+ Y METEN K+ POR TODA LA SUPERFICIE. LAS
PERMEABILIDADES SON LAS MISMAS EN TODAS LAS
CARAS Y SOLO SE PUEDE VER UNA DIFERENCIA DE
POTENCIAL ENTRE EL INTERIOR (-) Y EL EXTERIOR
CELULAR (+)

_______ A . EHRE
!

FIG. 4.6 EN LAS CELULAS ORGANIZADAS EN EPITELIO
PUEDE APARECER UNA DIFERENCIA DE POTENCIAL
ELECTRICO ENTRE LAS DOS CARAS DEL EPITELIO Y HAY
UN FLUJO IONICO (POR LO GENERAL, SODIO)



Para entender esto midamos ya no sélo el potencial de la cara externa e
interna de la piel sino también el potencial intracelular. La Fig. 4.7 muestra
que en la solucién i el potencial es de 60 mV, que en la solucion e el
potencial es cero (es la que se toma como referencia) y que el interior
celular es de -90 mV. Midamos ahora la CONCENTRACION de Nat en el
interior de las células de este epitelio. Es, como en todas las celulas, muy
bajo, cerca de los 10 mEqg/L. Conclusién: hay, a través de la membrana de
la cara externa, un gradiente electroquimico que tiende a meter Nata la
celula.

Localizemos, con métodos histoquimicos, la ATPasa Nat/ K+ dependiente,
las bombas de Nat+ Veremos que estan ubicadas, en su gran mayoria, en
la cara de las células que mira hacia el interior de la piel (Fig. 4.7).
Conclusion: las celulas sacan Nat+ y meten K+, POR TRANSPORTE
ACTIVO, solo por la cara interna.

Se puede ahora arman un MODELO (Fig. 4.8) que funcione de este
modo: el Natentra a la célula por su cara externa a favor de fuerzas
pasivas y sale por su cara interna por fuerzas activas. Resultado: un
flujo neto de Na+ desde la cara externa de la piel de rana a su cara interna.
Pensando en una rana entera, moviéndose en la charca en que vive, hay
un flujo neto de Na+ desde afuera hacia adentro (Fig. 4.9)

La PERMEABILIDAD al Na+, para que este modelo, funcione, también
debe ser diferente. La cara externa debe ser permeable al Nat+ para
permitir su difusion, mientras que la membrana interna debe ser poco
permeable al Na+, de modo que el Nat+ que se bombee no vuelva a entrar.
Estas permeabilidades diferentes existen y han sido comprobadas
haciendo vesiculas aisladas de membrana interna o externa.

- El flujo transepitelial de cloruro

La descripcion que hemos hecho del transporte de Na+ a través de un
epitelio puede aplicarse, con las adaptaciones necesarias, a una variedad
de epitelios y eso lo veremos cuando tratemos los epitelios digestivos y
renales. Para el cloruro, y volviendo a la rana, lo cierto es que ésta no
absorbe, desde la charca, Nat+ solo sino que incorpora, a su medio interno,
NaCl. ¢ Por qué mecanismo pasa el Cl- de afuera hacia adentro? Lo més
sencillo de pensar es que el CI- es arrastrado por gradiente eléctrico (Fig.
4.9): el flujo neto de Nat ha creado una diferencia de potencial en la cual el
lado interno tiene signo (+) .
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FIG. 4.7 EN ESTE EPITELIO LAS BOMBAS DE Na+ / K+
ESTAN LOCALIZADAS (PUNTOS NEGROS)
PREFERENTEMENTE EN UNA DE LAS CARAS DE LAS
CELULAS. LA DIFERENCIA DE POTENCIAL ENTRE EL
INTERIOR Y EXTERIOR CELULAR NO ES MISMA ENTRE i
YELIC QUE ENTREEL eY ELIC, PORLO QUE
APARECE UNA DIFERENCIA DE POTENCIAL ENTRE EL
LADO DE AFUERA'Y EL LADO DE AFUERA DEL EPITELIO.
FIG. 4.8 EL MODELO DE TRANSPORTE DE Na+ EN UN

PNat e > PNatTi

EPITELIO. EL Na+ ENTRA POR LA CARA (e) A FAVOR DE
SU GRADIENTE ELECTROQUIMICO Y A TRAVES DE UNA
MEMBRANA DE ALTA PERMEABILIDAD. SALE POR LA
CARA (i) POR TRANPORTE ACTIVO. LA LINEA
PUNTEADA MARCA EL PERFIL DE POTENCIAL, NOTESE
QUE EL INTERIOR CELULAR ES NEGATIVO CON
RESPECTO A(e) YA (i), PERO ES POSIITIVO CON
RESPECTOA (i)



Si pasa por las células (via celular) o entre las células (via paracelular)
(Fig. 4.9), si utiliza o no un transportador ubicado en la membrana, si en
algun epitelio hay un transporte activo de CI-, son otros problemas que
tendremos que ir resolviendo. Por ahora digamos que, en este modelo, el
Cl- se mueve por FUERZAS PASIVAS.

4.6 EL CIRCUITO ELECTRICO EQUIVALENTE DE UN EPITELIO

Notese que, al referirnos a epitelios aislados en camaras de Ussing,
hemos hablado de potenciales eléctricos ( AV) y de flujos de iones. Como
un ion es una carga, un flujo de iones puede equiparase a una corriente (i
). También se ha sefalado que los tejidos tienen resistencia ( R ). Como
todos estos son parametros de los circuitos eléctricos, resulta Gtil construir
lo que se llama un CIRCUITO EQUIVALENTE, que no es mas que el
epitelio, pero "hecho” con pilas, ables y resistencias.

En la Fig. 4.10 hay un circuito equivalente muy sencillo. La pila P, crea la
diferencia de potencial y tiene, en serie, las resistencias Re, que
corresponde a la membrana externa de la célula y Ri, que corresponde a la
membrana interna. En paralelo, se encuentra una resistencia Rp, que
seria la via pasiva para el pasaje de iones. En nuestro ejemplo, para el

pasaje de CI".
Recuérdese que:

En serie:

Rtotal = Rt = R1 + R2

En paralelo:

Rtotat Rt R4 Ro

y en nuestro caso:

= + =
Rt (Re+ R|) Rp Re + R| + Rp
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FIG. 4.9 EL CLORURO ATRAVIESA MUCHOS EPITELIOS A
FAVOR DE UN GRADIENTE ELECTRICO CREADO POR EL
FLUJO NETO DE Na+, PASANDO POR UNA VIA CELULAR
O PARACELULAR

N N L. Y

Rp .
— VA
Si
Ri = 4000 ohms
Re = 5000 ohms Rt = 4500 ohms
Rp = 9000 ohms
Si
Ri = 2200 ohms
Re = 4400 ohms Rt = 286 ohms
Rp = 300 OHMS

FIG. 4.10 CIRCUITO EQUIVALENTE DE UN EPITELIO. Y
COMO LA RESISTENCIA EN PARALELO AFECTA EL
VALOR DE LA RESISTENCIA TOTAL



Asi, cuanto mas bajo sea el valor de Rp, la resistencia que ofrece el epitelio al
pasaje del cloruro, mas baja sera a resistencia total Rt. La Fig. 4.10 muestra como
variando el valor de Rp se logra variaciones importantes de la resistencia total.

Con estos sencillos elementos de un circuito equivalente, podemos hacernos
algunas preguntas de importancia fisiologica y hallar sus respuestas.

1) ;Qué pasa si la soluciéon que bafia la cara externa del epitelio se la prepara sin
ClI-, reemplazando, por ejemplo, el NaCl por NaoSO4,siendo el SO4= un ion poco
permeable en los epitelios?. Respuesta: La bomba de Nat sigue funcionando,
pero Rp aumenta, Rt aumenta y, como resultado, la diferencia de potencial DV
también aumenta.

2) ¢Qué pasa si a la solucion que bana la cara externa se la prepara sin Na+?
Respuesta: El influjo de Nat desaparece, las cargas que pasaban por Re y Rj ya
no existen y la diferencia de potencial se hara igual a cero. ;Se puede hacer ese
experimento? Si, simplemente reemplazando el NaCl por cloruro de colina o una
sustancia similar.

2) ¢Qué pasa si se agrega, en la cara externa, una sustancia que aumenta Re?
Respuesta: Re es la via de pasaje del Nat+ hacia la bomba, representada por la
pila, de modo que el "influjo" de Na* caera y la diferencia de potencial se hara
rapidamente cero. ¢Existe esa sustancia? Si, es el diurético AMILORIDE, que
bloquea selecti-vamente la permeabilidad al Na+-

3) ;Qué pasa si se agrega una sustancia que aumenta el valor de Rp?
Respuesta: Ocurre lo mismo que en caso 1): aumenta Rt y la diferencia
de potencial transepitelial. ¢Existe esa sustancia? Si, es el diurético

FURSEMIDA, que bloquea selectivamente la permeabilidad al CI-.

4) ; Qué pasa si se agrega cianuro a la preparacion? Respuesta: Deja de
funcionar la bomba, cesa el flujo neto de Na, desaparece la diferencia de
potencial y también el flujo neto de CI-.

4.7 EPITELIOS CERRADOS Y EPITELIOS ABIERTOS: DOS TIPOS
EXTREMOS DE EPITELIOS.

Desde los trabajos de Ussing y Zerahn, el nUmero de tejidos colocados,
por distintos investigadores, entre las dos piezas de la
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VOLTAUJE, INTENSIOAD Y RESISTENCIA EN EPITELIOS
AISLADOS

En este capftulo estamos usando muy frecuentemente los términos
VOLTAJE, INTENSIDAD y RESISTENCIA. No son otros que los de la Ley
de Ohm, pero vale la pena examinarlos con cuidado. El VOLTAJE sem
define como el TRABAJO ELECTRICO POR UNIDAD DE CARGA y se
simboliza.

E Joule
V= e = s = Volt

q Coulomb

La INTENSIDAD es la cantidad de cargas qua pasa por un conductor on la
unidad de tiempo y es

q Coulomb
l= =

t segundo

= Ampere

En los epitelios y membranas la cantidad de cargas qua pasan, en un
tiempo dado, depende del AREA de membrane que se esté considerando,
por lo qua la IN- TENSIDAD se suele expresar por cm2. De ese modo:

|
--- = Ampere/ cm2
cm2

La RESISTENCIA de un epitelio o de una rrembrana es, de acuerdo a la ley
de Ohm, el cociente entre el vol taje y la intensidad. De ese modo:

\Y
R = -comemeee =Ohm.cm2
I/cm2

En un spitelio montado en una cdmara de Ussing, hay un voltaje qua se
mide a través de los electrodes que estan mas proximos el tejido y una
corriente que se pasa por los electrodes mas alejados. Si esta corriente es
tal que V se hace cero, a la corriente se la liarna corriente de cortocirculto
(CCC o Iccc). El cociente entre ambas es la RESISTENCIA del tejido

y el voltaje sera: V = R. | occ

Si sabernos qua Iccc es proporcional, por ejemplo, el flujo neto de Na+,
podemos ver que en un determinado tsjido, CON BAJA RESISTENCIA,
puede haber un flujo idnico alto y el voltaje ser bajo. Inversamente, en
tejidos de ALTA RESISTENCIA, bastara un paquemo flujo idnico pare qua
aparazca un V alto. La PERMEABILIDAD (P) de un tejido, con el sentido
qua le dimos en el Cap. 2, esta en relacon directa con la inversa de la
resistencia (conductancia)

lcce mho siemens
P= = =

Volt cm2 cm2




camara, es enorme. Por supuesto que los que trabajan con tdbulos
renales, tubulos de Malpighi de insectos, glandulas sudoriparas, etc.
tuvieron que seguir usando micropipetas, microelectrodos y otras sistemas,
ya que no hay posibilidades de abrir al medio un tibulo de 50 um de
diametro y ponerlo en una cdmara de Ussing. La piel de rana se convirtio,
sin embargo, por su éxito, en algo asi como el patrén de comparacion para
todas los epitelios. Una estructura que, por ejemplo, no tuviera mas de 20
mV de diferencia de potencial, comparado con los 60 o0 mas milivoltios de
la piel de rana, podia ser considerada, por muchos, como una preparacion
dafnada. Las evidencias, pese a todo, se fueron acumulando y llevaron a
los fisioldgos a aceptar que habia muchos epitelios con diferencias de
potencial de cero o muy préximos a cero y que, sin embargo, tenian una
buena capacidad de transportar iones, agua y otras sustancias. Lo que se
observd, si, fue que los epitelios con bajo potencial tenian una resistencia
transepitelial (Rt) mucho mas baja .

Al mismo tiempo estos epitelios no podian mantener, a su través,
diferencias de concentracion importantes. Esto quiere decir que si una piel
de rana (un epitelio de alta resistencia) se le coloca, del lado interno una
solucion de 260 mOsm/l y afuera otra de 20 mOsm/L, esta diferencia se
mantiene por bastante tiempo, indicando que los solutos y el agua pasan
lentamente, PORQUE LA PERMEABILIDAD ES BAJA. Por el contrario, en
epitelios como el de la vesicula biliar o el tdbulo proximal renal, con baja
resistencia, las concentraciones se equilibran rapidamente, PORQUE LA
PERMEABILIDAD ES ALTA.

En base a esas diferencia se estableci6 una clasificaciéon de los epitelios:

a) ABIERTOS: los de baja resistencia, alta permeabilidad, bajo potencial y
poca capacidad de mantener gradientes. En inglés se los llama
"EPITELIOS LEAKY", un nombre muy significativo, ya que significa
"epitelios que tienen pérdida”.

b) CERRADOS: los de alta resistencia, baja permeabilidad, alto potencial y
con buena capacidad de mantener gradientes. En ingles se los llama
"EPITELIOS TIGHT" (estrechos, apretados).

Por supuesto que ésta es una clasificacién arbitraria: cuando un epitelio
"abierto" pasa a ser "cerrado"? Un criterio esta basado en la Rt: si tiene
menos de 1000 ohm.cm2 es abierto y si tiene mas de 1000 ohms.cm? es
cerrado. En la tabla 4.1 hay una pequena lista de los epitelios. Como se
puede ver, la diferencia entre la piel de rana y el tUbulo proximal es enorme
y son los ejemplos clasicos de cerrado y

Cap 4 Parte1 p. 8

LA CORRIENTE DE CORTOCIRCUITO: UNA MANERA DE
LOGRAR, EN UN EPITELIO AISLADO, UNA DIFERENCIA DE
POTENCIAL DE CERO Y DE MEDIR EL FLUJO NETO DE
IONES.

Experimentalmente se puede saber si una sustancia se mueve
0 no por transporte activo eliminando TODAS las fuerzas que
puedan determinar un flujo pasivo (Ci - Ce y AV = 0) Cémo
anular la diferencia de potencial que aparezca®?.
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Aparte de la camara, que ya conocemos, hay una pila o fuente
de corriente continua conectada a las soluciones interne y
externa a través de otro par de electrodos (ec), distintos a los
que se usan para medir voltaje (ev). La resistencia variable R
permite modificar el voltaje que se aplica. N6tese que la pila
esta conectada en SERIE, de modo que el ( + ) de pila esta
unido el lado ( - ) del epitelio y el lado ( - ) del epitelio el polo
(+) de la pila. Se establece asi una corriente eléctrica en el
sentido de la flecha. A medida que se aumenta el voltaje de la
fuente externa y, por consiguiente, la corriente a través de la
preparacion, el potencial espontaneo del epitelio DISMINUYE.
¢ Por que? Imaginese que, por transporte activo de Na+, pase,
de 2 a 1, una unidad de carga (+). Si, por los cables, estan
llegando a 2 también cargas positivas, la diferencia de
potencial entre 1 y 2 debe disminuir. Hay un momento en
que AV se hace cero: el nUmero de cargos transferidas de 2 a |
a través del epitelio es igual numero de cargas que llegan a 2
por el cable. Con un amperimetro podemos medir ahora la
corriente que pasa y que recibe el nombre de CORRIENTE DE
CORTOCIRCUITO (CCC). Podernos ver, que, aparte de
eliminar la fuerza impulsora, tenemos un dato mas: el valor de
la CCC es proporcional al flujo neto de iones a través del
epitelio. Si sb6lo se transporta activamente Na+, la CCC
representara el flujo neto de Na+.




abierto, respectivamente. Todos los demas ocupan posiciones intermedias.

Un elemento importante es que los epitelios ABIERTOS tiene mucho
mayor capacidad de mover AGUA, aun en ausencia de gradiente osmotico
entre las soluciones externas e internas, que los epitelios CERRADOS.
Algo parecido puede decirse para los solutos: por lo general los flujos de
Na+, por ejemplo, son mayores en los abiertos que en los cerrados, pero
estos no pueden mantener ni crear gradientes y, entonces, reabsorben
isoténicamente.

- La via paracelular en epitelios abiertos y cerrados.

Los epitelios de revestimiento pueden estar dispuestos en una o varias
capas, pero siempre, en una de las caras presentan una unién o sello
entre célula y célula. En la Fig. 4.11 esta representada lo que los
microscopistas electronicos conocen como una ZONULA OCCLUDENS.
Alli las membranas de dos células contiguas aparecen fusionadas, con una
desaparicién total de espacio extracelular. Por alli, se pens6, no puede
pasar nada y se la llamé UNION ESTRECHA (en ingles: tight juntions). Si
anatémicamente todo parece indicar que es asi, funcionalmente se
encontraron evidencias que indican que, en especial en los epitelios
abiertos, las uniones estrechas no son tan strechas. Por alli podria pasar
iones, agua y aun moléculas de mayor tamafo. Se traté6 de estimar,
ambién, la resistencia de esta VIA PARACELULAR v la Fig. 4.12 muestra
un circuito equivalente sobreimpuesto sobre un epitelio. La hipétesis seria
que los epitelios abiertos tienen una resistencia total baja porque la via
paracelular tiene una resistencia muy baja y por alli se "colarian" iones y
agua. La hipotesis alternativa seria que, en los epitelios abiertos, la
membrana de las células mismas tendrian una permeabilidad mas alta (y
una resistencia mas baja) que la membrana de las células de los epitelios
cerrados.

48 REGULACION DE LOS FLUJOS A TRAVES DE CELULAS Y
EPITELIOS POR ACCION NERVIOSA U HORMONAL

Las células y epitelios, ya sean de baja o alta permeabilidad, abiertos o
cerrados, no podrian nunca cumplir sus funciones si no existieran
fmecanismos que REGULARAN sus propiedades y caracteristicas.
Supongamos que una persona toma un cierto volumen de agua. El volumen de
sus compartimientos intra y extracelulares aumenta, la osmolaridad baja. ¢ Cual
es la respuesta renal? Producir orinas hipotonicas. Como? Reabsorbiendo
menos agua. Y esto lo logra el tdbulo colector disminuyendo su permeabilidad
al agua. Un sujeto comeTABLA 4.| CARACTERISTICAS DE ALGUNOS
EPITELIOS
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Epitelio Rt AV Cs/Cl Os ME
ohm.cm2 m

tabulo 10 0 1,3 1 abierto

proximal (rata)

vesicula biliar 30 0 12 1 abiero

(conejo)

intestino 100 4 1,6 1 abierto

(conejo)

tubulo distal 300 45 10 >1 intermedio

(rata)

estomago 500 30 106 >1 cerrado

(rana)

tubulo 860 25 7 > 1 cerrado

colector

(conejo)

vejiga 1500 60 600 >1 cerrado

urinaria

(sapo)

piel (rana) 3600 90 104 > 1 cerrado

Rt; resistencia total transepitelial; AV diferencia de potemncial;
Cs/Ce = relacién maxima de concentracionres compatibles con
transporte activo (Cs; lado seroso — Cl: lado luminal) Osm:
osmolaridad relativa del liquido transportado. ME: tipo de epitelio
al microscopio electénico

FIG. 4.11 EN MUCHOS EPITELIOS EL CONTACTO
ENTRE 2 CELULAS CONTIGUAS DETERMINA LA
FUSION DE LAS MEMBRANAS, CREANDO LAS
LLAMADAS UNIONES ESTRECAHAS O ZONULA
OCCLUDENS




sin sal. La respuesta renal es, a nivel del tibulo distal, reabsorber mas Na+.
¢Quién le informé al rifién que tenia que eliminar agua o ahorrar sodio? A
algin SENSOR, ubicado en alguna parte del organismo, le lleg6 la sefial de
que la osmolaridad estaba bajando o la masa de Na+ extracelular estaba
disminuyendo. De alli sali6 la ORDEN al epitelio correspondiente para que,
modificando sus propiedades, procurase restablecer la constancia del medio
interno.

Hasta aqui esto no es mas que una descripcion de los mecanismos
homeostaticos, de los que ya hemos hablado en el Cap. 2. La pregunta es:
¢cémo viaja la orden y cémo la recibe una célula?. Lo habitual es decir que
células y tejidos estan bajo control:

a) Hormonal
b) Nervioso

- ¢(Qué es una hormona?: El término HORMONA sélo designa a una
sustancia que "mueve o excita", pero en fisiologia humana se la toma como
una molécula que es secretada por una glandula (GLANDULA ENDOCRINA)
y ejerce su accién sobre otras células y tejidos alejados. La accién de una
hormona es ESPECIFICA. Asi, por ejemplo, la ACTH (hormona
adrecorticotrépica) es segregada por la hipdfisis y actla sobre las células de la
corteza suprarrenal y no sobre otras células. La ADH (hormona antidiurética)
es liberada del I6bulo posterior de la hipdfisis y actlia especificamente sobre las
células del tibulo colector renal (Fig. 4.13). Al 6rgano y la célula sobre los que
especificamente actla una hormona se los llama ORGANO BLANCO vy
CELULA BLANCO, por analogia con el "tiro al blanco".

¢,Como viaj6é la hormona desde la glandula al érgano blanco? Por via
sanguinea. El EFECTO de la hormona sera proporcional a la concentracion
que la hormona tenga, en un momento dado, en el liquido intersticial que bafa
la célula efectora.

- ¢Qué es un control nervioso?: En la vecindad de casi todos las células y
epitelios hay terminales nerviosas. A través de ella llegaran impulsos nerviosos
que modifican alguna de las caracteristicas del 6rgano inervado. La
especificidad esta dada, en este caso, por una conexion, a través de la
sinapsis, entre el nervio y el tejido (Fig. 4.14). Pero, ¢es, en realidad, el "nervio"
el que cambia las propiedades de las células inervadas? No, generalmente hay
moléculas que son liberadas por la terminal nerviosa (NEUROTRANSMISOR).
Es la accién de esas moléculas sobre la célula la que produce el efecto. Asi, en
un determinado 6rgano hay, por ejemplo, terminales nerviosas que liberan
ADRENALINA.
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Ahora bien, si tomamos ese 6rgano, lo aislamos, le quitamos la inervacion y
agregamos adrenalina al medio que lo rodea, obtendremos un efecto similar al
que teniamos por estimulacién directa del nervio.

4.9 MOLECULAS y RECEPTORES

Visto de esa manera, la diferencia entre control hormonal y control nervioso
se hace mucho menor y ambos pueden reducirse a la INTERACCION entre
moléculas y células. Sila ACTH es especifica para las células suprarrenales es
porque las células, de alguna manera RECONOCEN a la ACTH como la
sustancia que la estimulara. Para que exista este reconocimiento tiene que
existir un RECEPTOR y producirse una unioén entre la hormona y el receptor. El
receptor de ADH, por ejemplo, esta en la superficie de la membrana externa
(que esta en contacto con la sangre) de las células del colector. La
comparacion habitual es entre la llave y la cerradura (Fig. 4.15). Para que una
llave abra una cerradura tienen que ser estructuras complementarias. Para
moléculas y receptores se habla de estereocomplementariedad. ;Ocurre lo
mismo para las hormonas y para sustancias como la adrenalina, la
noradrenalina, la acetilcolina, etc., de claro origen nervioso? Si, hay receptores
especificos y hay union entre moléculas y receptores. Es por eso que, al hablar
de moléculas y receptores es puede hacer una descripciéon general, hablando
de AGONISTA (A) y RECEPTOR (R).

Para que esta idea de A y R funcione, la union entre ambos tiene que ser
reversible. Esto quiere decir que A puede estar asociado a R, formando un
COMPLEJO AR, por fuerzas electroestaticas, de Var der Waals, puentes
hidrogeno, etc., pero no por uniones covalentes. En pocas palabras, que A se
"pegue" a R, pero que constantemente se esté pegando y despegando, en
funcion de la concentracion de A en el medio. Esto no es mas que una
reaccion reversible del tipo:

A+R < AR
- Las curvas dosis - respuesta

Supongamos que tenemos, en condiciones muy controladas, un cierto
organo aislado y que, al agregarle al medio que lo rodea un cierto agonista,
obtenemos una respuesta que podemos medir. No interesa, para esta
explicacion, cudl es la respuesta: puede ser la secrecién de una sustancia, un
cambio de permeabilidad, un aumento del transporte, o cualquier otra
respuesta, pero tenemos que medirla. Le pregunta es: ¢ qué relacién hay entre
la concentracion de A y la magnitud de la respuesta?. En la Fig. 4.16 esta la
relacion entre concentracion de adrenalinay la
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FIG. 4.13 LA HORMONA ANTIDIURETICA ES LIBERADA DEL
LOBULO POSTERIOR DE LA HIPOFISIS, VIAJA POR VIA
SANGUINEA HASTA SUS CELULAS BLANCO, DONDE
INDUCE UN AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD AL AGUA
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FIG. 4.14 LA ACCION NERVIOSA DEPENDE DE LA
LIBERACION DE UN NEUROTRANSMISOR. EN a) LOS
IMPULSOS NERVIOSOS LLEGAN POR EL NERVIO (N),
LIBERAN EL NEUROTRANSMISOR (NT) QUE PRODUCE UNA
CONTRACCION AL ACTUAR SOBRE UNA CELULA
MUSCULAR. EN b) EL NERVIO ACTUA SOBRE UNA
GLANDULA , PRODUCIENDO LA SECRECION ESPECIFICA.



corriente de cortocircuito en una piel de rana. Nétese que es una CURVA DE
SATURACION. El gréfico a) se ha hecho usando escalas uniformes en ambos
ejes (grafico cartesiano) y la curva es una HIPERBOLE. Ahora bien, con los
mismos datos, pero usando una escala logaritmica en el eje de las abcisas, se
obtiene el grafico b), una curva SIGMOIDE. Las dos indican lo mismo: la
existencia de un fenédmeno de saturacion.

En base a estos resultados, obtenidos para muy diversos 6rganos y agonistas,
se desarroll6 la teoria de los sitios ocupados.

- Sitios, receptores y agonistas

Esta teoria indica que en la célula, ya sea en su membrana o en citoplasma,
hay un numero limitado, FINITO, de receptores. Cada uno es un sitio que
puede ser ocupado por una molécula de agonista. El efecto es mayor a medida
que aumenta el nimero de sitios ocupados y la "ocupacién” es funcion de la
concentracién (en moles/litro, por supuesto) de agonista en el medio. Cuando
todos los sitios estan ocupados, el efecto es maximo y por mas que se
aumente la DOSIS (concentracién) de agonista, no se puede obtener mas
efecto: hay saturacion.

- Afinidad

Obsérvese ahora con cuidado las dos curvas de la Fig. 4.17. Una es la curva
dosis-respuesta del agonista A1 y la otra la del agonista A2. En la dos el efecto
maximo es el mismo, pero A2 necesita mas concentracion para lograr el
mismo efecto. Es como si A2 se "pegara menos" al receptor que A1 . Para
describir este fenémeno correctamente es que se habla de AFINIDAD. La
afinidad de A2 por el receptor es menor que la afinidad de A1 por ese mismo
receptor.

Corresponde ahora definir la AFINIDAD en términos cuantitativos. Miremos
otra vez la Fig. 4.17. ;Cudl es, en cada una de las curvas, la concentracion
necesaria para obtener el 50% de la respuesta maxima? Se necesitan unos 7
pmol/mL con A1 y unos unos 150 pmol/mL con A2. A este valor de
concentracién se lo llama Kd. Cuanto MAYOR sea Kd MENOR ser4 la afinidad
y, por lo tanto:

LA AFINIDAD ENTRE UN AGONISTA'Y UN RECEPTOR SE DEFINE COMO
LA INVERSA DE LA CONCENTRACION DE AGONISTA NECESARIA PARA
ALCANZAR LA MITAD DEL EFECTO MAXIMO.
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FIG. 4.16 A) REPRESENTACION DE UNA CURVA DOSIS
RESPUESTA EN UN GRAFICO CARTESIANO: ES UNA
HIPERBOLE; B) LA MISMA CURVA PERO EN ESCALA
LOGARITMIC EN EL EJE X: ES UNA SIGMOIDE



En el ejemplo
Afinidad de A1 =1/7 =0,14
Afinidad de A2 = 1/150 = 0,0066

Entonces, la afinidad de A1 es 21 veces mayor que la de A2 por el mismo
receptor

Las moléculas adrenérgicas (las segregadas por la médula suprarrenal, las
terminales simpaticas y sus analogos sintéticos) tienen todas efectos
parecidos, pero, sobre un determinado érgano se necesitara, por ejemplo, mas
dosis de noradrenalina que de adrenalina y en otro sera al revés. Se lo
explicara diciendo que la adrenalina y le noradrenalina tienen afinidades
diferentes por los receptores de las células de ese 6rgano.

- Actividad intrinseca,

Veamos ahora la Fig. 4.18. El agonista A2 no es que tenga menor afinidad:

no llega a alcanzar el mismo efecto maximo. Se dira, entonces, que la
ACTIVIDAD INTRINSECA del agonista A2 es menor que la de A1.

- Receptores verdaderos y receptores funcionales

Para explicar la diferente afinidad y/o actividad intrinseca que pueda haber
entre dos agonistas y un receptor, se podrian invocar palabras como
complementariedad, conformacion, estructura, etc..., pero ellas, en la practica,
nos ayudaran muy poco Yy, por la naturaleza de este libro, es mejor que nos
quedemos con esta DESCRIPCION. Lo que si vale la pena destacar es que
hemos estado hablando de receptores sin "verlos"”. Como le curva dosis-
respuesta es asi, TIENE, que haber receptores, etc... ; Qué hay que hacer pare
ver los receptores? Una posibilidad es marcar, con un isétopo radiactivo, un
determinado agonista. Luego ponerlo en
contacto con les células y ver cuanto y dénde se "pega". Ya no estamos
midiendo efectos sino cantidad de sustancia LIGADA a los receptores. De alli
que muchas veces se llame ligandos a las sustancias que hemos venido
llamando agonistas. Mas adelante, habra que intentar aislar el receptor,
separandolo de la estructura en que se encuentre. Asi, por ejemplo, fue posible
aislar el receptor de la insulina, que resultd ser una proteina de unos 30000
daltons, ubicado en la membrana celular. Por supuesto, el paso siguiente, ya
logrado, es clonar el receptor.

Cap 4 Parte1 p. 13

% L
100 W Al e
A2
~0— — 90
-~
w -4
T 1
10-4 10-3
mol/L

IG. 4.17 CURVAS DOSIS-RESPUESTA DE 2
AGONISTAS (A1Y A2) QUE TIENEN DISTINTA
AFINIDAD, INDICADA POR LA CONCENTRACION
NECESARIA PARA OBTENER EL 50% DE LA
RESPUESTA MAXIMA



Sin hacer éstas identificaciones y aislamientos, ¢no habria, acaso, posibilidad
de que dos agonistas tuvieran, APARENTEMENTE, afinidades
o actividades intrinsecas diferentes simplemente porque producen el mismo
tipo de efecto, pero actuando sobre receptores diferentes? Si no se conocen
estos detalles, s6lo podremos decir que tal tejido o célula es comporta "como si
tuviera receptores”. Son receptores funcionales, para diferenciarlos de los
verdaderos, los determinados por fijacion de ligandos.

- Inhibicion competitiva, inhibicién no competitiva y agonistas parciales

Como se comprendera, en la medida que hemos hablado de "sitios" y
afinidades, los conceptos de inhibiciébn competitiva y no competitiva, que
sehalaramos en la pagina 77, al hablar de difusion facilitada, son
perfectamente aplicables aqui. En términos muy sencillos, un agonista X
competird con otro Y siempre que sus afinidades sean parecidas. Si, por el
contrario, la afinidad de X es mucho mayor que la afinidad de Y, la inhibicion es
no-competitiva.

Para poner un ejemplo farmacolégico, la sustancia FENTOLAMINA es un
inhibidor competitivo de las sustancias adrenérgicas y fue usada en el
diagnéstico del "feocromocitoma”, un tumor de la médula suprarrenal secretor
de catecolaminas. Los pacientes con este tumor, tienen, aparte de otros
sintomas, hipertension arterial. La "PRUEBA DE LA REGITINA" (nombre
comercial de la fentolamina) consistia en inyectar al paciente en el que se
sospecha el tumor, una dosis de la droga y observar la caida de la presion
arterial. Una baja en la presién mas pronunciada y sostenida que la observable
en personas sanas o0 en hipertensos por otra causa, hacia presumir la
presencia del tumor. A los pocos minutos de inyectada la fentolamina, la
presion arterial volvia a sus cifras habituales. ¢Por qué? Porque las
catecolaminas circulantes desplazaban de los receptores a la fentolamina,
volviendo a ejercer su accién vasoconstrictora e hipertensiva.

La inyeccion, en cambio, de FENOXIBENZAMINA, hubiera producido una baja
muy prolongada, de hasta dias de duracion. ;Por qué? La fenoxibenzamina
esta actuando como inhibidor no-competitivo, el bloqueo no es reversible y las
catecolaminas circulantes no la pueden desplazar. Habra que esperar su
destruccién metabdlica.

Actualmente la prueba de la Regitina ha caido en desuso, ya que es mas
confiable el dosaje de catecolaminas en orina o en sangre misma.
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DE PORQUE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA ES IUNA
HIPERBOLA

. La manera en que un AGONISTA (A), ya sea una hormona a cualquier
otra sustancia de aceion especifica, interactia con un RECEPTOR (R),
ha sido descrita a través de varios modelos. El mis sencillo es el que
hemos explicado on el texto y qua esta basado en la idea de que Ay R
forman un complejo AR, de acuerdo a la LEY DE ACCION DE MASAS
(ver Cap. 8).

K1
A+R P 4R
K1

donde A es la concentracion de agonista, R es la concentracién de
receptores libres, AR es la concentracion del complejo aganiste-
receptor, Kl es la constante de asociacion y K -1 es la constante de
disociacion. Si aceptamos qua la cantidad de receptores es un niumero
finito, al aumentar la concentracién de A disminuira la concentracion de
Ry aumentaré la de AR, de modo que

r=R+ AR

donde r es el ndomero total de receptores. Dentro de eate razonamiento,
se puede incorporar otra constants muy util

Kd = K.1 /K1

Kl que ya fue utilizada pera definir la AFINIDAD y qua no es otra cosa
qua la velocidad con qua se disocia el complejo con respecto a la
velocidad con que se asocia. Algebraicamente se puede llegar a la
expresion.

r 1+Kd/A

donde AR/r expresa la fraccion de receptores OCUPADOS con
respecto al TOTAL de receptores. Como la hipdtesis es que el
EFECTO de la hormona o de la sustancia agonista esta en funcién de
AR/, el efecto tiene una relacién con la concentracion de A como la
que mostrdé la Fig. 4.16: hiperbdlica. Esta hipétesis de los sitios
ocupados tiene dos "parientes" muy cercanos: la isoterma de adsorcién
de Langmuir y la ecuacion de Michaelis-Menten. La primera se refiere a
la adsorcion, sabre la superficia de un sélido, de las moléculas de un
gas y la segunda a la cinética de la reacciones catalizadas par
enzimas. Esta uUltima muy bien tratada en todos los buenos libros de
Bioquimica, lo que nos permite dejar aqui este tema.




Un efecto interesante es el de un agonista A2 cuyo efecto maximo sea menor
que el de A1. Sup6ngase que se inyecta primero A2. Tiene efecto, pero menor
que el que tendria A1. Inyectamos ahora A1, pero cuando todavia esta
haciendo efecto A2. Si ambos actian sobre el mismo receptor, A1 no podra
ejercer su efecto méaximo y A2 se habra convertido, pese a ser un agonista, en
un antagonista de A1: es un agonista parcial.

FIN DE LA PARTE 1 DEL
CAPITULO 4 CONTINUA PARTE 2
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