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MODELO PARA LA FORMACION DE ORINA EN EL SEGMENTO SUPERIOR
DE LOS TUBULOS DE MALPIGHI (UMT) DE RHODNIUS PROLIXUS STAL
(HEMIPTERA, REDUVIIDAE). HOMENAJE AL GRAN ESTUDIOSO DEL
RHODNIUS PROLIXUS SIR VINCENT B. WIGGLESWORTH CBE, FRS
(1899-1994).

MODEL FOR THE URINE FORMATION IN THE UPPER MALPIGHIAN
TUBULES SEGMENT (UMT) OF RHODNIUS PROLIXUS STAL
(HEMIPTERA, REDUVIIDAE). HOMAGE TO THE GREAT RESEARCHER
OF RHODNIUS PROLIXUS SIR VINCENT B. WIGGLESWORTH CBE, FRS
(1899-1994).

A. M. Gutiérrez*, A. D. Gamez**, R. Garcia** y G. Whittembury**

RESUMEN

Rendimos homenaje a Sir Vincent B. Wigglesworth, fundador de la fisiologia de insectos, quien desde
1930 estudié el Rhodnius prolixus (insecto triatomino chupador de sangre, en Venezuela llamado
chipo; insectos relacionados en el continente americano se denominan chirimachas, vinchucas,
barbeiros, etc). Se revisa el mecanismo de produccion de orina en el segmento inicial, ciego (UMT) de
sus tubulos de Malpighi. Hemos usado tres métodos para construir un modelo de coémo forman la
secrecion u orina las células epiteliales de los (UMT). (I) En el primero, se usaron perfusiones dobles
de los UMT del 5° estadio de ninfas de Rhodnius para medir su velocidad de secrecion. Los UMT
fueron estimulados a secretar con 5-HT. Con perfusiones dobles se tuvo acceso separadamente a las
membranas basolaterales y apicales de las células de los UMTs con farmacos que bloquean diferentes
funciones de transporte como ATPasas, cotransportadores, y /o contratransportadores y canales
ionicos y de agua: ouabaina, bafilomycin A1, furosemida, bumetanida, SITS, acetazolamida, amilorida,
DPC, BaCl, pCMBS y DTT. La suposicion basica es que cambios en la velocidad de secrecion
reflejan cambios en los mecanismos de transporte ioénico. (II) Con el segundo, usando un método
fluorométrico, se midieron concentraciones intracelulares de Na* en los UMT, en varias condiciones
experimentales. (IIT) Con el tercero se midieron actividades de las ATPasas en los UMT de Rhodnius
y en cultivos celulares de Aedes albopictus C6/36 , que usamos como modelo experimental. Nuestros
estudios permiten idear un modelo de como es la funcidon de las células del UMT. En el que (a) en la
membrana celular basolateral es fundamental un cotransportador de Na*-K*-2Cl; de importancia
intermedia son la Na'-K*-ATPasa sensible a ouabaina y la Na'-ATPasa insensible a ouabaina, canales
ionicos y de agua (Rp-MIP). (b) En la membrana celular apical, son muy importantes una V-H'-
ATPasa; e intercambiadores K*y /o Na'-H".

ABSTRACT:

We homage Sir V B Wigglesworth, founder of Insect physiology who since 1930 studied the
Venezuelan blood sucking bug Rhodnius prolixus. Three different methods have been used to improve
a model for fluid secretion in upper malpighian tubules (UMT) of the blood sucking insect Rhodnius
prolixus and insect epithelial cells. (I) In the first, UMT double perfusions in 5th instar Rhodnius
were used to measure their fluid secretion rate. They were stimulated to secrete with 5-HT. Double
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perfusions allowed access separately to the basolateral and the apical cell membranes with
pharmacological agents known to block different ion transport functions, namely ATPases, co- and/or
counter- transporters and ion and water channels: ouabain, bafilomycin Al, furosemide, bumetanide,
SITS, acetazolamide, amiloride, DPC, BaCl,, pCMBS and DTT. The basic assumption is that changes
in water movement reflect changes in ion transport mechanisms. (II) Intracellular Na* concentrations
were measured with a fluorometric method in dissected Rhodnius prolixus UMT, under several
experimental conditions. (III) ATPase activities were measured in Rhodnius prolixus UMT and in
Aedes albopictus C6/36 cultured cells, which were used as a model system. A tentative model for the
function of the UMT cell is presented. We find that (a) at the basolateral cell membrane, fundamental
is a Na*-K*-2Cl" - cotransporter; of intermediate importance are the Na'-K'-ATPase and the ouabain-
insensitive Na'-ATPase, ion channels and Rp-MIP water channels. (b) At the apical cell membrane,
most important are a V-H*-ATPase; and a K* and/or Na*-H" exchanger.

Palabras clave: Secrecion en Insectos; Transporte ionico epitelial; Transporte idnico en insectos;

Rhodnius prolixus; Tubulos de Malpighi
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"Se tiene que ser feliz cuando se investiga para
poder mantener la intensa motivacion que se
necesita para hacerla por un largo tiempo". Sir
VB Wigglesworth.

INTRODUCCION

El Rhodnius prolixus, como otros insectos
hematofagos parecidos, es una especie adaptada
a largos periodos de ayuno seguidos de opor-
tunidades en las que el insecto ingiere grandes
volimenes de sangre de los que se libera rapi-
damente (Wigglesworth, 1931, Te Brugge et al.,
2009, 2011). De eso se encargan sus 4 tubulos
de Malpighi (TM). Los TM en el 5° estadio
(instar) de mudas (son seis en total), miden unos
40 mm de largo y unas 100 um de diametro
exterior y una la de unas 50 um de diametro.
Estan formados por una parte ciega, superior
que abreviaremos UMT y una inferior que de-
semboca en la ampolla rectal. Después de una
ingestion abundante de sangre, un Rhodnius, en
15 a 30 minutos, pierde la mayor parte del
volumen ingerido, porque los UMT secretan
abundantemente un liquido quasi-isosmotico con
su hemolinfa (Wigglesworth, 1931a,b; 1972;
Ramsay, 1952; Maddrell, 1963, 1980). Luego este
liquido es modificado por la parte inferior. Por
ejemplo, un Rhodnius del 5° estadio que haya

54

estado un mes en ayunas, pesa 20 mg; puede
ingerir unos 300 pl de sangre en 10-20 minutos y
excretar la mitad de ese volumen en 15 a 30
minutos por un mecanismo regulado por dos
hormonas, la 5-Hydroxy-tryptamine, 5-HT, (sero-
tonina) y la Rhopr-DH49 (Maddrell et al., 1991;
Te Brugge et al., 2009, 2011) a velocidades de ~
50 nl/s.cm? de la superficie del UMT (Whittem-
bury et al., 1986; Maddrell, 1991). La secrecion
isosmotica se forma en los UMT (que como ya
se dijo son ciegos) por la accion combinada de
varios canales de las membranas basolateral y
apical, transportadores, bombas y moléculas que
lanzan sefiales intracelulares (Maddrell, 1963;
1980; Maddrell y Overton, 1988; 1992; Te
Brugge et al., 2009, 2011). Luego el segmento
distal reabsorbe y cambia la composicion de esa
secrecion y la elimina a la ampolla rectal
(Wigglesworth, 1931a).

En este trabajo tratamos de localizar los
elementos de las células del UMT que inter-
vienen en la secrecion (Beyenbach, 2001; 2003;
Hegarty et al, 1991; lanowski et al, 2001; 2004;
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Leyssens et al., 1994; Linton y O'Donnell, 1999;
Scott et al., 2004; Wieczorek et al., 2000). La
secrecion de los UMT de Rhodnius esta
formada usualmente por unos 90 mM de NaCl y
de KCl (Wigglesworth, 1931a; Ramsay, 1952;
Maddrell, 1980; Phillips 1981). Se ha propuesto
que en el UMT de Rhodnius y Aedes la secre-
cion se debe a que en la membrana apical del
UMT funciona una H* ATPasa de tipo vacuolar,
que transporta H* de la célula a la luz tubular.
Esto permitiria un intercambio de H* luminal por
K* y/o Na® citoplasmico (Beyenbach, 2001;
Maddrell y O’Donnell, 1992; Wieczorek et al.,
2000). En la membrana celular basolateral, se ha
propuesto un cotransportador Na*-K*-2Cl- en los
UMT de Rhodnius por el efecto en la secrecion
de la bumetanida, de liquidos libres de Na* y de
Cl' y por medidas del potencial eléctrico trans-
epitelial (Ianowski et al, 2001, 2002, 2004, 2006;
O’Donnell and Maddrell, 1984). Cotransporta-
dores similares se han propuesto para explicar la
entrada basolateral de iones en los tubulos de
Malpighi de Adedes (Hegarty et al., 1991),
Drosophila (Linton y O’Donnell, 1999) y
Formica (Leyssens et al., 1994). Ademas se ha
propuesto que el agua sigue pasivamentge los
movimientos i6nicos en insectos (Maddrell, 2004;
Ramsay, 1954) como ocurre en otros epitelios
(Whittembury y Hill, 2000).

En este trabajo aproximamos un modelo para
la secrecion en los UMT de Rhodnius, basados
en tres tipos de experimentos: (I) Perfusiones
dobles en UMT del 5° estadio entre mudas (5°
instar) de Rhodnius (Gutiérrez et al., 2004,
2005), para investigar en la secrecion de los
UMT el efecto de varios farmacos que se sabe
alteran la funciéon de canales, cotransportadores,
intercambiadores y ATPasas. Con este proposito,
estos agentes se afiadieron 6 al liquido de per-
fusion peritubular, o al liquido de perfusion lumi-
nal, respectivamente, para averiguar si estos
agentes actian 6 en la membrana celular baso-
lateral, luminal 6 en ambas membranas celulares.
En este enfoque seguimos el modelo de la doble
membrana celular (Koefoed-Johnsen y Ussing,
1958; Larsen et al., 2000). El presupuesto fun-

damental es que la secrecion refleja la accion de
los agentes farmacoldgicos que se usan, aunque
estamos conscientes que muchas drogas cruzan
el epitelio, como por ejemplo la bafilomycina y la
ouabaina (Torrie et al., 2004) y que se necesitan
experimentos mas precisos para hacer una loca-
lizaciébn mas exacta.

(IT). También medimos concentraciones intra-
celulares de Na®, usando un método fluoromé-
trico, en UMT de Rhodnius prolixus, bajo varias
condiciones experimentales. Este método da
informacion a corto tiempo de los cambios en la
concentraciones de Na en los UMT en reposo y
estimulados.

(III) En tercer lugar se midieron en UMT de
Rhodnius prolixus actividades de las ATPasas
dependientes de Na®. Se sabe que ATPasas tipo
P, que comparten un residuo Asp. acido estable
y que es fosforilado durante el funcionamiento de
la bomba, permiten a las células mantener con-
centraciones intracelulares idnicas estables.

Las concentraciones intracelulares de Na® y
K" son mantenidas por la Na*/K* ATPase que
transporta 3 Na* hacia fuera y 2 K* hacia
adentro de las células, balanceando las pérdidas
pasivas de esos iones. La ATPasa tipo P sen-
sible a la ouabaina, la segunda bomba de Na+
(Whittembury, 1968; Whittembury, Proverbio,
1970; Proverbio et al., 1975) es otra ATPasa
(Proverbio et al., 1975) que participa en el
transporte de Na® a través de la membrana; es
insensible a la ouabaina, sensible a la bume-
tanida y a la furosemida; su secuencia molecular
se acaba de publicar (Rocafull et al, 2011).

La Na"/K* ATPasa se encuentra en tubulos
de Malpighi de Rhodnius, de Aedes y Droso-
phila melanogaster. La Na’/K* ATPasa se ha
co-localizado con un sistema de transporte activo
de ouabaina, lo que explica la “aparente insen-
sibilidad” a la ouabaina de algunos organos de
insectos (Torrie et al., 2004). Como los estudios
sobre la Na” ATPas son escasos, como un paso
preliminar estudiamos las ATPasas en el UMT
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de Rhodius prolixus. Nuestro modelo agrupa
muchas observaciones sobre la secrecion en los
UMT de Rhodnius prolixus. La 5-HT y la
Rhopr-DH49  disparan una cascada de cAMP
activando varias funciones celulares. Esto acti-
varia la V-H+-ATPasa apical; protein kinasas
activarian una conductancia apical de Cl- (Ianovski
y O’Donnell, 2001) y el cotransportador baso-
lateral de Na*-K*-2Cl- (Ianowski y O’Donnell,
2006). Para estudiar la importancia de la acti-
vidad de la Na"/K* ATPasa y de la Na*
ATPasa, comparamos las actividades de ATPase
en UMT de Rhodnius UMT en presencia de
Mg* mas Na' mas K* con la accion diferencial
de la ouabaina y la furosemida (o bumetanida).
Estudios preliminaries de las actividades de
ATPasas en cultivos celulares C6/36 de Aedes
albopictus, que usamos como modelo, muestran
que ambas bombas de Na® existen en esta pre-
paracion (Gamez et al., 2011).

MATERIALES Y METODOS

Usamos ejemplares de Rhodnius prolixus del
5° estadio, 1-4 semanas después de la muda
(Hernandez et al., 1995, 2001; Whittembury et
al., 1986).

Soluciones (Baiios): La solucion basica fué
Ringer de Insecto (IR) cuya composicion era (en
mM), NaCl, 129; KCI, 8,6; NaH,PO,, 4.,3;
NaHCO,, 10,2; CaCl,, 2,0; glucosa, 34; alanina,
3; pH, 7,35-7,45; osmolalidad, 340 mOsm/kg
(determinada midiendo el punto de congelacion),
esto es, 1sosmotica con la hemolinfa del insecto
(Maddrell, 1980) El IR y las otras soluciones de
perfusion se usaron inmediatamente después de
haber sido burbujeadas con 95% 02/5% CO2.
La secrecion de los UMT se inici6 y mantuvo
con 5-HT a una concentraciéon 2 pmolar que se
afiadio al bafio (Maddrell, 1980). El IR se us6
tanto como bafio y como liquido de perfusion
luminal.

(I). Perfusiones dobles UMT y medidas
de la velocidad de secrecion. Como el método
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de perfusion se ha descrito en detalle (Gutiérrez
et al., 2004), solo presentaremos una breve des-
cripcion. Después de disecado, se transfirio un
UMT a una gota de 75-100 pl de IR oxigenado
y mantenido a 25 °C, en una camara especial. Su
extremo ciego se sostuvo con pinzas sobre una
superficie de Sylgard bajo parafina liquida. Para
perfundir la luz, la pared tubular se canul6 con
una pipeta afilada que contenia IR; el IR se
inyect6 en la luz con una pipeta Hampel
(Deetjen, 1978) a 10 nl/min. El liquido perfundido
junto con la secrecion producida por el UMT se
colectaron en el orificio de apertura del ttbulo
con una segunda pipeta Hampel. Para perfundir
el lado basolateral, la region tubular externa que
estaba bafiada con IR, se perfundi6 a una velo-
cidad fija, usando pipetas previamente alineadas
perpendiculares a la longitud del tabulo, lo que
garantizaba que habia suficiente mezcla de las
soluciones luminal y peritubular. Después de
substraer el volumen de la perfusién luminal, la
velocidad de secrecion (Jv) se expresd por
segundo y por cm? de la superficie de la mem-
brana basal presente en la region del UMT
perfundida desde fuera, que se calculé de la
longitud y didmetro del segmento de UMT per-
fundido, que se consider6 como un cilindro
(Whittembury et al., 1986).

(IT). Concentraciones intracelulares de
Na*. Se midieron con una camara especial, un
microscopio invertido Zeiss de epifluorescencia y
un sistema de adquisicion lonoptix® (Ionoptix
Milton, MA, USA). Un UMT se cargd en una
solucion de 4 ml de IR con Sumolar del
fluoroforo radiométrico SBFI-AM sensible al Na*
y 4 ul de acido Plurénico en 20% DMSO du-
rante 60 a 90 minutos. Las longitudes de onda
de excitation fueron 340y 380 nm; la emision se
obtuvo a 515 nm. El programa de acquisition
dividia la emision a 340 entre la emision a 380 y
graficaba esta razéon R “om line”. La disociacion
de Kd para Na era 11,3 mM (Negulescu y
Machen, 1990). Se tuvo cuidado de intercambiar
las soluciones al maximo (Garcia-Pérez, 2010).
Los resultados se expresan como razones de
fluorescencia normalizadas (AR/Rcontrol), donde
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AR es el cambio en la razon de fluorescencia
debida a la nueva condicién experimental y
Rcontrol es la razén inicial.

(IIl). Medidas de las actividades de ATPasas
dependientes de Na*. Se homogenizaron UMT
de 30 Rhodnius prolixus dos veces, porque la
doble homogenizacion dié resultados mas homo-
géneos: primero (1) por 5 minutos con un homo-
genizador de teflébn en una solucion conteniendo
100 mM sucrose, 10 mM Tris-HCI, 0,5 mM
EDTA, y 0,5 mM del inhibidor de proteasa de
serina PMSF; luego (2) con microesferas de
vidrio (22 pum, Sigma Aldrich) por 5 minutos. Se
usaron interfaces de hielo para evitar sobre-
calentamiento. Las membranas se trataron con
0,1 mg/ml del detergente idnico C12E9 (Rocafull
et al., 2011). Se midieron actividades de ATPasa
en micromuestras, como Cariani et al/, (2004) han
descrito. Todas las actividades de ATPasas se
midieron en presencia de Mg*"; esto se considero
la actividad de ATPasa basal.

El medio de incubaciéon siempre contuvo 50
mM Tris-HCI, SmM MgCl,; a esto se afiadieron
varias concentraciones de NaCl, KCI, ouabaina,
ouabaina mas furosemida, ouabaina mas bume-
tanida, 6 vanadato, segun se requeria; pH se
mantuvo a 7,2. Los experimentos se hicieron a
37 °C. 10 pg de proteina total de UMT y 25 pl
de iones se incubaron por 5 minutos a 37 °C.
Las proteinas se determinaron siguiendo a Cariani
et al., (2004).

Se inici6 la reaccion de la ATPasa afiadiendo
2,0 mM de Tris-ATP. La reaccion se detuvo
después de 10 minutos afiadiendo 100 pl de una
solucion de 1.5 g de acido ascorbico en 22,5 ml
de agua, HCI 1IN 25 ml, 2.5 ml de molibdato de
Na al 10%, 2,5 ml de SDS al 20%, y los tubos
se pusieron en hielo. Después de 10 min, se
anadieron 150 pl de una soluciéon conteniendo
2% de citrate de Na, 2% de citrate de bismuto,
2% de 4cido acético y la incubacion siguid por
otros 10 minutos a 37°C. La absorbancia se
midi6 a 710 nm. Las actividades de ATPasa se
expresan en nmoles de PO, (Pi) liberado/

57

miligramo de proteina/minuto. Las actividades de
ATPasas se definieron como sigue. La actividad
de la Na”/K* ATPasa se tomd como la fraccion
de la actividad observada en presencia de Na+
mas K" que es inhibida por ouabaina; esto es la
diferencia en actividad de la ATPasa en pre-
sencia de Mg*, mas Na’, mas K* y la obser-
vada en presencia de Mg, mas Na’, mas K",
mas ouabaina. La actividad de la Na® ATPasa
se tomdé como la diferencia en actividad de
ATPasa en presencia de Mg?*, mas Na®, mas
K*, mas ouabaina y la observada en presencia de
Mg>*, mas Na*, mas K', mas ouabaina, mas
bumetanida (ver la Figura 3).

Simbolos y abreviaciones: ACTZ, Aceta-
zolamida; cAMP, Adenosina-mono-fosfato ciclica;
DPC, difenilamina-2-carboxilato; DTT, ditiotreitol;
EDTA, 4cido ethylene diamino-tetraacético;
5-HT, 5-hidroxi-triptamina; IR, Ringer de In-
sectos; Jv, velocidad de secrecion [nl/cm?.s];
pCMBS, paracloro-mercuri-benzene-sulfonate;
PMSF, fenilmetanosulfonilfluorido; Rhpro-DH,
hormona diurética de Rhodnius prolixus; Rp-
MIP, Canales para agua de Rhodnius prolixus;
SITS, 4- acetamido-4'-isotiocianatostilbeno -2,2'-
acido disulfonico; UMT, segmento inicial 6 ciego
de los Tubulos de Malpighi.

Todos los productos quimicos eran de Sigma
Chemical (St. Louis, MO).

RESULTADOS

(I) Efecto de agentes farmacoldégicos afia-
didos o al baifio o a la luz tubular sobre la
velocidad de secrecion, Jv, de los UMT. En
la Tabla 1 s6lo resumimos los resultados mas
pertinentes, desde que se han publicado pre-
viamente (Gutiérrez et al., 2004). Cada UMT era
su propio control: Cada UMT se montd en la
camara y se estimuldo con 5-HT. Jv se midio
cada 5 minutos por un periodo inicial de control
de 20 minutos. Después de afadir los farmacos
al bafio, Jv se midié6 por un periodo adicional de
30-40 minutos (periodo experimental). Los valores
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Tabla 1. Efecto (en % del valor control) de varios agentes farmacoldgicos afiadidos por perfusion
0 al bafio (membrana basolateral) 6 a la luz (membrana apical). Incrementos son (+);
decrementos (-) . Detalles en Gutiérrez et al., (2004).

Agente Funcién afectada Baiio (%) Luz (%)
Ouabaina (0,2 mM) Na*-K*-ATPasa +29 +46
Furosemida (10 uM) cotransportador Na"-K*-2CI- -43 -79
Bumetanida (50 uM) cotransportador Na™-K*-2CI- -80 -82
SITS (1 mM) Intercambiador CI-HCO,- -90 NS
ACTZ (1 mM) Anbhidrasa Carbonica NS +38
Amilorido (0,4 mM) Intercambiador Na*-H* NS =77
DPC (100 uM) Canal de CI- +39 NS
BaCl2 (2-20 mM) Canal de K* NS +70
PCMBS (500 uM) Canal de agua -54 *
DTT (5 mM) Canal de agua NS NS

NS, accion no significativa. * EI pCMBS no se pudo usar en la luz porque producia descamacion

cellular.

de Jv durante los 2 periodos se analizaron como
datos pareados. Cuando los farmacos se afia-
dieron a la luz, to se hizo después de comprobar
que en el periodo control la perfusion luminal no
alteraba Jv.

Afadida al bafio, la ouabaina (200 uM) el
inhibidor de la Na"™-K*-ATPasa (Skou, 1992),
estimulo la secrecion en 29%, y en la luz, ImM
de ouabaina la incrementd en 46%. 0,5 mM
furosemida, en el bafio, el inhibidor del cotrans-
portador Na*™-K*-2Cl- (Velasquez y Wright, 1986)
inhibi6 Jv en 43%. 1 mM furosemida no tuvo
mayor efecto inhibitorio. S0uM bumetanida inhibid
Jv en 80%. Concentraciones mas altas no tuvier-
on mayor efecto. 100 uM de furosemida luminal
inhibi6é Jv en 79%, 50 uM de bumetanida en el
bafio inhibié Jv en 82%. En el bafio, 1 mM de
SITS, el inhibidor del intercambiador CI- HCO,-
(Chen y Boron, 1995) inhibi6 Jv en 90%,
mientras que no tuvo efecto desde la luz. Desde
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el bafio, 1 mM del inhibidor de la anhidrasa
carbonica ACTZ (Maren, 1967) no tuvo efecto,
pero desde la luz aumentd la secrecion en 38%.
Desde el bafnio, 0,4 mM de amilorido, el inhibidor
del intercambiador Na*™-H* (Cragoe et al., 1992)
no tuvo efecto; desde la luz inhibié Jv en 77%.
Desde el baiio, 0,1 mM de DPC el inhibidor de
canales de Cl- (Greger, 1990 ) aument6é Jv en
39%. Pero no se observo accion desde la luz.
Para estudiar el possible papel de canales de K,
se uso el bloqueador de esos canales, el Bario, a
varias concentraciones. No se observd ningun
efecto del lado del bafno. Pero desde el lado
luminal, BaCl, a concentraciones de 2 a 20
mM estimularon Jv en 70%. Desde el bafio, 500
uM pCMBS, el bloqueador de las aquaporinas
(Whittembury, et al., 1984), inhibi6é Jv en in 54%,
efecto que 5 mM DTT (que contrarresta la
accion de los mercuriales como el pCMBS)
revirti6 (Echevarria et al., 2001; Hernandez et
al., 2001; Whittembury, et al., 1984). DTT no
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afecto Jv desde la luz. No se pudo probar
pCMBS desde la luz porque producia desca-
macion y dafio celular.

(IT). Concentraciones intracelulares de Na*.
Se ve en la Figura 1 que 5-HT incrementa
[Na']i . Esto posiblemente es debido a activacion
del cotransportador Na*-K*-2CI- en la membrana
basolateral, porque el incremento es menor en
una solucion con bajo CI (reemplazado por NO, )
que inhibe el cotransportador. La columna 4 de
la Figura 1 muestra que la ouabaina no tiene
efecto en UMT no estimulados pero en los esti-
mulados ouabaina si incrementa [Na*]i por sobre
lo que se observa solo con 5-HT (columna 3).
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Por contraste, (Figura 2) en UMT en reposo,
furosemida increment6é [Na']i contra lo esperado
si inhibia el cotransportador Na*-K*-2CIl. Este
incremento no se puede explicar por cambios en
la actividad del cotransportador de Na*-K*-2CI,
porque se obtuvo el mismo efecto en soluciones
con bajo Cl- (columna 2). En la seccion III, se
muestra que la bomba de Na* insensible a oua-
baina (bomba II de Na" estd presente en la
membrana basolateral, Proverbio et al., 1975;
Rocafull et al., 2011). De acuerdo con esto,
tanto la furosemida como la ouabaina (inhibidores
de las bombas de Na' I y I, respectivamente
incrementan la concentraciéon basal de [Na']i.
Estos resultados nos llevan a la conclusion que

5HT
(Ouabaina)

Ouabaina

Figura 1. Relaciones de fluorescencia normalizadas (concentraciones relativas intracelulares de Na+) en UMT de
Rhodnius prolixus bajo diferentes condiciones experimentales. Columna 1, UMT estimulados con 5-HT en IR normal.
Columna 2, UMT estimulados con 5-HT en IR con bajo Cl-. Columna 3, efecto de ouabaina en UMT estimulados.
Columna 4, efecto de ouabaina en UMT no estimulados. Detalles en el texto

59



Bol. Acad. C. Fis., Mat. yNat. Vol. LXXI No.3 2011

0,15

0,10

0,05

0,00

-0,05
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Furosemida
(Bajo cl)

Furosemida

Amilorida
(Furo + Oua)

Furosemida
(Ouabaina)

Figura 2. Relaciones de fluorescencia normalizadas (concentraciones relativas intracelulares de Na+) en
UMT de Rhodnius prolixus bajo diferentes condiciones experimentales. Columna 1, efecto de furosemida en
IR normal. Columna 2, efecto de furosemida en IR con bajo CI-. Columna 3, efecto de furosemida y ouabaina.
Columna 4, efecto de amilorido en presencia de furosemida y ouabaina. Detalles en el texto

junto a la inhibiciéon de la bomba de Na* insen-
sible a ouabaina (bomba II) con la furosemida,
debe haber una entrada importante de Na® (ver
la Figura 4). Esto se confirm6 cuando probamos
amilorido, que a la concentraciéon usada es un
bloqueador de canales de Na® (Garty y Palmer,
1997; Kleyman y Cragoe, 1988). 100 pmolar
amilorido, aboli6 completamente el incremento en
el [Na* ]i basal (Figura 2, columna 4).

(III). Actividad de la ATPasa dependiente
de Na®, insensible a Quabaina. La primera
columna de la Figura 3 muestra la actividad de
ATPasa s6lo en presencia de Mg?'. En la colum-
na 2, en presencia de Na*; en la columna 3, en
presencia de Na* y K*; en la columna 4, en
presencia de Na* y K* y bumetanida. En la
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columna 5, en presencia de Na® y K" y ouabai-
na. En otras palabras, las columnas 5 y 6 mues-
tran la accién de ouabaina y bumetanida. La
ultima columna muestra que el vanadato bloquea
toda la actividad estimulada por Na" and K,
confirmando que estas actividades se deben a la
funcion de una ATPasa tipo P. La Tabla 2
muestra que la actividad de la ATPasa es
progresivamente estimulada por Na® (controles);
y que 1 mM ouabaina bloquea parcialmente esta
actividad. Asociamos la actividad restante a la
bomba de Na+ II. En la Tabla 3 se ve que aun
una concentracion de 1 mM ouabaina no bloquea la
ATPasa estimulada por Na*, actividad que asocia-
mos con la funcién de la bomba de Na* II. La
inhibicion parcial que se observa en presencia de
ouabaina debe corresponder a la Na*/K* ATPasa.
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Tabla 2. Efecto de 1 mM ouabaina en las ATPasas estimuladas por distintas concentraciones de Na*. (pmoles of PO,
liberados/mg prot/min). UMT de Rhodnius prolixus. Se muestran las concentraciones de Na* que se usaron. Todos los

experimentos tenian 10 mM K*.

Concentracion de Na+ (mM) Control Con 1 mM ouabaina
1 50+3 33+£2
5 59+4 33+3
20 66 +3 53+4
50 91+2 76 +3
100 126 +5 91 +4

Tabla 3. Efecto de diferentes concentraciones de ouabaina
sobre las actividades de las ATPasas estimuladas por Na*
(pmoles of PO, liberados/mg prot/min) en UMT de Rhodnius
prolixus. Seusé unaconcentracionde 100 mM Na*y 10 mM

K*.

Concentracién de Actividad de las
Ouabaina (umolar) ATPasas

0 122+5

1 90+5

5 83+4

10 75+2

1000 76 £3

DISCUSION

Como se menciond en la introduccion, los
Rhodnius toleran largos periodos de ayuno y sus
UMT casi no segregan espontaneamente. Des-
pués de una comida, por accion de las hormonas
5-HT y Rhopr-DH, y otros factores que son
segregados a la hemolinfa, estimulan la secrecion
de los UMT. Se eleva la concentracion intra-
celular de cAMP (Maddrell, 1980; Maddrell et
al., 1981; Te Brugge et al., 2011) y se activan
varios mecanismos que llevan a grandes volua-
menes de secrecion. Los modelos que se han
propuesto para explicar estos fendomenos consi-
deran en la membrana basolateral celular, canales
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para K y un cotransportador para Na'-K*-2Cl-
y en la membrana apical una V-H'-ATPasa, un
intercambiador de cationes (Na* y/o K*) por H+
y un canal de Cl (Ianovski et al., 2001, 2004,
2006). Estos modelos se basan fundamentalmente
en experimentos que cambian las soluciones de la
membrana basolateral (Ianowski y O’Donnell,
2001; Maddrell y O'Donnell, 1992). En la Tabla
1 comparamos la accion de varios farmacos en
Jv, en UMT estimulados. Es claro que algunos
de esos agentes actian desde ambas membranas,
mientras que otros so6lo desde un lado. Se sabe
que los UMT transportan substancias desde el
lado basolateral al apical y viceversa (Gutiérrez
et al., 2004, 2005; Ianowski y O'Donnell, 2004;
Maddrell, 1980; Torrie et al., 2004; Wigglesworth,
1972). Por consiguiente la localizacion de la
accion de estos agentes no puede ser absoluta.
Examinemos los diferentes elementos de trans-
porte y sus funciones.

ATPasas. Las ATPasas transportadoras al
hidrolizar ATP, mantienen las concentraciones
intracelulares idnicas: las concentraciones de Na*
and K*, por la operacion de la Na*/K* ATPasa,
que transporta 3 Na+ hacia afuera de la célula y
mete 2 K* por ATP hydrolizado, compensando la
entrada de Na® desde el espacio peritubular y la
pérdida de K* desde el espacio intracelular hacia
fuera (Skou, 1992). Es una ATPasa sensible a la
ouabaina. Estd localizada en la membrana baso-
lateral de los epitelios, como en el UMT de
Rhodnius (Maddrell and Overton, 1988), dedes y
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Actividad ATPasica
nmoles de Pi7mg de proteina/min
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20

Na*

Mg2+

Na*-K*

Na*-K*
Bume

Na*-K*
Oua

Na*-K*
Bume + Oua

Na*-K*
Vanadato

Figura 3. Actividades de ATPasas (nmoles of Pi/mg de proteina/min) medidas en diferentes condiciones
experimentales. Todos los experimentos en presencia de Mg?". Columna 1, s6lo Mg-ATP. Esto se marca en
las otras columnas con la linea interrumpida. Las otras columnas muestran actividades cuando se afiadieron
ademas de Mg*": Na*, Na*y K*, 50 uM bumetanida, ] mM ouabaina, bumetanida con ouabaina, y 100 uM
vanadato. Las actividades de interés son las diferencias de altura entre esas columnas y la linea interrumpida.

Drosophila melanogaster. Al mover Na® desde
la célula al espacio peritubular, actia en direccion
opuesta a la secrecion: “disminuye” la secrecion.
Es logico pensar que al ser este movimiento
ionico bloqueado por la ouabaina, la ouabaina
facilite la secrecion incrementando Jv (Maddrell y
Overton, 1988). De acuerdo con esto, se ve en
la Tabla 1 que la ouabaina del lado basolateral
estimuld Jv en 29%. Su accion desde la luz se
puede atribuir a que la ouabaina cruza de la luz
al lado basolateral (Torrie et al., 2004). La
segunda bomba de Na', que ha sido aislada y
clonada, es otra ATPasa que participa en el
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transporte de Na* a través de la membrana
celular; es insensible a la ouabaina, pero sensible
a bumetanida y furosemida (Whittembury y
Proverbio, 1970; Proverbio et al., 1975; Caruso-
Neves, 1998; Rocafull er al., 2011). Es dificil
estudiarla en insectos por la cantidad limitada de
material que se puede conseguir. Como se mues-
tra en la Tabla 2, su actividad es estimulada por
Na+ (controles) y 1 mM ouabaina sélo inhibe
parte de su actividad que en la Tabla 2 es la
parte de la actividad que se debe a la Na“”/K*
ATPasa. Asociamos la actividad no inhibida por
ouabaina con la segunda bomba de Nat+. Como



Gutierrez et al.,: Formacion de orina en Rhodnius prolixus

Rhopr-DH

Basolateral K*

2Cr
Na*

\\\\\

2K

Na*

Figura. 4. Modelo simplificado de la secrecion en una célula de UMT de Rhodnius prolixus. La secrecion
va de izquierda a derecha: del lado basolateral (peritubular, hemolinfa) al apical (membrana luminal). Las
bombas idnicas se muestran como circulos amarillos; los cotransportadores 6 intercambiadores como circulos
azules; los canales, como cilindros; las flechas indican posibles direcciones en el flujo. El perfil de potencial
eléctrico esta en la parte de abajo. Por simplicidad s6lo se muestran algunos canales. (I) En la membrana
basolateral, se muestran las hormonas diuréticas 5-HT y Rhpro-DH que activan un receptor que mediante una
cascada de cAMP activa varios mecanismos como el cotransportador Na*™-K*-2Cl. No se indica que el CI-
debe pasar dela célula al lado basolateral, y luego volver a la célula llevado por el cotransportador Na*-K*-2Cl-
. Se muestra tanto la Na™-K* ATPasa sensible a ouabaina, como la Na*™-ATPasa resistente a ouabaina, y el
canal de Na*. Estas 3 estructuras y el cotransportador Na*-K*-2ClI- deben producir recirculacion de Na*. Los
canales de K™ intervienen en la generacion del potencial eléctrico celular. También se muestran los canales de
agua, RP-Mip. (II). En la membrana apical: aunque la bafilomicina A1 actia desde el lado peritubular, en la
membrana apical debe haber una V-H*-ATPasa. Se muestra un intercambiador Na*-H" sensible a amilorido,
y canales de agua RP-Mip. Se muestra un canal de Cl- para enfatizar su importancia. (III). La via paracelular,
con un ancho de 11.8 A permite que el agua arrastre solutos extracelulares (Hernandez et al., 1995;
Whittembury et al., 1986). El Cl- se podria mover por esta via en los minutos iniciales de la depolarizacién
(Ianovski y O'Donnell, 2001) y otros solutos (Beyenbach, 2003 a, b).
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el cotransportador Na*-K*-2Cl- y la segunda
bomba de Na' tienen los mismos inhibidores, es
dificil mostrar el papel de la bomba II en expe-
rimentos en los UMT. Sin embargo, nuestros
experimentos (Figura 2) muestran aumento de la
concentracion intracelular de Na* después de usar
furosemida, confirmando posible inhibicién de la
bomba II de Na*. Esta observacién nos lleva a
proponer que la bomba II de Na* debe estar en
la membrana basolateral de los UMT. Desafor-
tunadamente la bumetanida es fluorescente y no
puede usarse en estos experimentos. Obviamente
se necesitan mas estudios para aclarar este
punto. Gutiérrez et al. (2004) han analizado la
accion de bafilomycina y de SITS. Se considera
que la secrecion en UMT de Rhodnius obtiene
energia de una V-H"-ATPase apical (Maddrell y
O’Donnell, 1992). En los UMT de Rhodnius la
superficie de la membrana apical esta enorme-
mente aumentada por microvilli (que contienen
mitocondrias (Berthelet et al., 1987; Wigglesworth
y Salpeter, 1962). Por consiguiente se espera que
esta region debe tener una alta concentracion de
ATP y una densidad importante de V-H'-
ATPasa en su membrana plasmatica (Brown y
Breton, 1996; Wieczorek et al., 2000); esto
crearia un ambiente rico en ATP que estimularia
la actividad de esta H'™-ATPasa. Encontramos
que SITS, que bloquea el intercambiador Cl-
HCO3- (Chen y Boron, 1995), inhibe Jv en 90%
solo desde el lado basolateral y no desde la luz.
Este efecto no se deberia a que el SITS inter-
viene en la entrada de Cl basolateral, porque el
Cl- se mueve fundamentalmente por el cotrans-
portador Na™-K*-2CI. Méas bien SITS produciria
acumulacion intracelular de HCO, actuando en
relacion a la V-H™-ATPasa apical. ACTZ lumi-
nal aument6 Jv en 39%. Se esperaria el efecto
opuesto porque ACTZ deberia reducir la concen-
tracion intracelular de HCO, a partir del CO,
(Maren, 1967). ACTZ en el bafio no produjo
efectos. Probablemente no penetra la membrana
celular basolateral.

Cotransportadores. Si el cotransportador
Na*-K*-2CI- estuviera presente en la membrana
celular basolateral, su inhibicion debiera reducir
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Jv, al reducir el movimiento de varios iones del
bafo a la célula (Tabla 1). El uso basolateral de
los inhibidores furosemida y bumetanida del
cotransportador Na™-K*-2Cl" inhibi6é Jv en 80%.
En epitelios secretorios, Haas and Forbush (2000)
han descrrito que el cotransportador Na™-K*-2Cl-
es activado por fosforilacion cuando se incre-
menta el cAMP. Esto produce entrada de iones
del bafo a la célula, seguido de entrada de agua,
lo que incrementa el volumen celular. Por consi-
guiente debe haber un cotransportador Na*™-K™-
2CI, actuando en la direcciéon bafno-célula
(Ianovski and O’Donnell, 2006; Maddrell and
O’Donnell, 1992) como ya se ha publicado en
UMT de Rhodnius y en Drosophila (Bertram et
al, 1991). Furosemida y bumetanida también inhi-
bieron Jv desde la luz, indicando que estos far-
macos cruzan la célula desde la luz a la mem-
brana basolateral donde inhiben el cotranspor-
tador Na®-K*-2Cl- . Hay que recalcar que las
bombas de sodio I y II actuan en sentido opuesto
al cotransportador Na*-K*-2Cl-. El efecto neto de
todos estos factores dependerd de su balance y
del de los inhibidores.

Intercambiadores id6nicos. Como ya se
menciono, se ha propuesto la existencia de inter-
cambiadores apicales de Na' y/o K* o H" en
Rhodnius UMT (lanowski and O’Donnell, 2001;
2006; Maddrell and O'Donnell, 1992) y Aedes
(Scott et al, 2004). Para explorar esta posi-
bilidad usamos amilorido a las concentraciones
apropiadas. Aunque el amilorido interactua con
muchas proteinas como otros transportadores y
canales y el amilorido discrimina mal entre
isoformas del intercambiador H*-Na* (Cragoe et
al., 1992; Kleyman y Cragoe, 1988), lo usamos
porque no sabemos qué isoforma es la del UMT
de Rhodnius. Encontramos que 400 pmolar
amilorido en la luz y no en el bafo inhibe Jv
(Tabla 1). Medidas eléctricas no han producido
evidencia de la existencia de canales de Nat en
la membrane apical (Rodriguez, 1993), por lo que
nuestros resultados concuerdan con la proposicion
de que existe un intercambiador H+-Na* apical
como una via importante para la excrecion de
Na™.
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Canales idnicos y de agua. Estudios con
microelectrodos en UMT estimulados muestran
que un 25% de la permeabilidad total baso-
lateral se debe al Cl-, que fue bloqueado por
DPC (Gutiérrez et al, 2004, Rodriguez, 1993).
Estos hallazgos estan en conflicto con los de
O’Donnell and Maddrell (1984); se necesitan mas
estudios para aclarar esta discrepancia. La Tabla
1 muestra que el DPC peritubular increment Jv
en 39%, sugiriendo que hay retorno de Cl- de la
célula a la hemolinfa, que podria ser inhibido por
DPC. Esta inhibicién incrementaria el Cl- celular
favoreciendo la secrecion transepitelial de Cl-. La
Figura 4 muestra un canal apical de Cl- para
enfatizar su importancia. Rodriguez (1993) encon-
tr6 que el potencial eléctrico de la membrana
celular basolateral es en gran parte un potencial
de difusion de K+ que era bloqueado por 2 mM
BaCl, anadido al bafio. En nuestros experi-
mentos de perfusidén no observamos accion de
BaCl, en Jv. Esto indica que la permeabilidad al
K+ de esta membrana no contribuye fundamen-
talmente a la secrecion directamente (Ianowski et
al 2002). Rodriguez (1993) encontrd una pequena
permeabilidad al K. En nuestros estudios de
perfusion encontramos que el BaCl, apical esti-
mulaba la secreciéon en 70% sugiriendo que
durante la secrecion puede haber un retorno de
K™ de la luz a la célula, lo que reduciria el flujo
neto de K* hacia la luz. Hasta ahora hemos
mencionado movimientos idnicos y su inhibicion.
La Figura 4 muestra un canal de Na* basolateral,
cuya existencia se refuerza por la accién de 100
pmolar amilorido (Figura 2). Este canal repre-
sentaria una via de entrada de iones del lado
basolateral a la célula junto al cotransportador
Na*-K*-2CI, mientras que las dos bombas de
sodio tenderian a actuar en direccidon opuesta.

Consideraremos ahora el papel de los canales
de agua en la secrecion de los UMT. Canales de
agua Rp-MIP se expresan en los UMT de
Rhodnius (Echevarria et al., 2001), donde
contribuyen a regular el volumen celular
(Hernandez et al., 2001). Los canales Rp-MIP
se bloquean con mercuriales como el pCMBS,
agente que inhibe la permeabilidad osmoética
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celular de los UMT (Hernandez et al., 2001;
Whittembury et al, 1984; Echevarria et al.,
2001). pCMBS en el bafio inhibié Jv en 54%,
efecto que se revirtid con DTT, confirmando que
si hay canales de agua en la membrana celular
basolateral como ya se ha descrito (Echevarria et
al., 2001; Hernandez et al., 2001). Como la
adicion de pCMBS a la luz produce descamacion
y dafio celular, los experimentos en los que se
anadio el pCMBS a la luz no son suficientemente
limpios para permitir una clara interpretacion.

Modelo de secrecion del UMT. Los
resultados experimentales que presentamos nos
llevan a proponer el modelo para la secrecion de
los UMT que se muestra en la Figura 4. La
localizacion basolateral de la Na*-K*-ATPasa, del
cotransportador Na*-K*-2Cl- y la localizacion
apical de la V-H'-ATPasa coinciden con propo-
siciones previas en Rhodnius, Drosophila
(Ianowski y O’Donnell, 2001; 2006), Aedes
(Beyenbach, 2003) y Formica (Leyssens et al.,
1994), basados en cambios en las soluciones
basolaterales. Las perfusiones luminales permiten
completar el modelo de la Figura 4 que mantiene
el concepto que la V-H"-ATPasa provee la
fuerza para el transporte idnico apical. Nuestro
modelo agrupa observaciones sobre la secrecion
en Rhodnius prolixus UMT. 5- HT y Rhopr DH
(Maddrell, 1980; Maddrell et al., 1981; Te
Brugge et al., 2011) disparan una cascada de
cAMP que activa varias funciones celulares. El
aumento del metabolismo y la baja del pH activa
la V-H"-ATPasa apical y kinasas proteicas
(proteinkinasas) que activarian el cotransportador
Na*-K*-2Cl- basolateral. Como ya se menciond,
la secreciéon en la membrana apical se basa en
un gradiente de H* de la luz a la célula que
mantiene la funcidén del intercambiador de Na* y/
o K* por H" y otras funciones de transporte.
Cuando luego de la estimulacion inicial, la
secrecion llega a un estado estacionario, la
velocidad del transporte apical tenderia a ser
mayor que la basolateral, lo que produciria una
zona de discreta hiperosmolalidad. De hecho,
Hernandez et al., (2001) han observado decre-
mento del volumen celular; y Maddrell (1980)
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constatd la presencia de un liquido ligeramente
hiperosmoético en relacion a la hemolinfa durante
la secrecion. Se ha demostrado que existe flujo
paracelular de agua (Figura 4), porque durante la
secrecion el agua arrastra, monotonicamente,
marcadores extracelulares (Beyenbach, 2003a,b;
Hernandez et al., 2001, Whittembury et al.,
1986). Recientemente se ha observado regulacion
rapida de la permeabilidad de las uniones inter-
celulares (Beyenbach, 2003). El area de la super-
ficie real de las vias transcelulares es muy
diferente de la de las vias paracelulares (Hernan-
dez et al., 1995, 2001), pero todavia hay contro-
versias en cuanto a la relativa relacion de estas
areas (O'Donnell y Maddrell, 1983; Whittembury
et al., 1986; Whittembury y Hill, 2000). Habra
que esperar que en el futuro se desarrollen méto-
dos més precisos que resuelvan estas incognitas.

Sir Vincent B. Wigglesworth CBE, FRS
(1899-1994), gran estudioso del Rhodnius
prolixus, fundador de la Fisiologia de
Insectos.

Dedicamos este articulo al Profesor Sir
Vincent B. Wigglesworth CBE, FRS (1899-
1994), gran estudioso de ‘“nuestro” Rhodnius
prolixus y fundador de la Fisiologia de Insectos.
Nacio 1899, estudié medicina; trabajé y publico
hasta los 91 afios, en la Universidad de Cam-
bridge, Inglaterra. GW tuvo la suerte de
conocerlo en el “piso de mas arriba” del Depar-
tamento de Zoologia de esa Universidad. Con-
versamos largo por ultima vez en la biblioteca del
Departamento, cuando teniendo 90 afios, pre-
paraba la ultima de sus 264 publicaciones; de
ellas 63 aparecieron después de su jubilacion a
los 65 afios. Publico 8 libros; entre ellos Insect
Physiology (en 1934, de 134 pags.) que llegd a
la 8% edicion (de 191 pags.) y que hizo que la
comunidad cientifica considerara a Sir Vincent el
fundador de la fisiologia de insectos; Principles
of Insect Physiology (en 1939, de 546 pags.),
tratado completisimo, de consulta obligada, cuya
7%. edicion es de 1972 (de 827 pags.), toda con
dibujos de Sir Vincent, The control of growth
and form (en 1959 de 140 pags.) y The Life of
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Insects (en 1964 de 360 pags, con ilustraciones
de su esposa). Cuando GW trabajaba en Boston
en micropuncion y microanalisis de tabulos rena-
les entre 1957 y 1960 para estudiar directamente
la fisiologia de la formacién de la orina, los
ejemplos a seguir eran A. N. Richards, J. T.
Wearn y P. A. Bott en Filadelfia (porque C. W.
Gottschalk recién comenzaba sus trabajos); y de
hecho, en 1957, con Schatzmann y Windhager
viajamos a Filadelfia para visitar, conversar y
pedir consejos a la doctora Phyllis A. Bott,
entonces profesora en la Escuela de Medicina de
la Universidad de Temple y para conseguir los
capilares de vidrio, para preparar las micropipetas
necesarias en las micropunciones, del sefior
Graham (el soplador de vidrio de la Universidad
de Pennsilvania en Filadelfia) quien era el unico
que los fabricaba entonces (Shipp et al., 1958;
Windhager et al., 1959; Whittembury, 1960;
Whittembury et al., 1961). Los otros notables
trabajaban en la Universidad de Cambridge en
Inglaterra (Reino Unido). Eran V. B.
Wigglesworth (Locke, 1996) y J. A. Ramsay
(Maddrell, 1990), fisidlogos de insectos que
habian disefiado ultramicro-métodos para analizar
las muestras microscopicas obtenidas de los
insectos y que nosotros necesitdbamos (Ramsay,
1952; Ramsay y Brown, 1955; Ramsay, et al.,
1955). Perfeccionamos esas técnicas para
nuestras necesidades. Carl W. Cottschalk nos
ayudo con los planos del aparato para las deter-
minaciones del punto de congelacion; Solomon
tenia los amplificadores necesarios para la foto-
metria de llama y GW la experiencia para las
determinaciones de Cl- (Whittembury et al.,
1957). Volviendo a Wigglesworth, ¢l estudid
practicamente todos los aspectos de la fisiologia
de insectos.

Para poner solo ejemplos de Rhodnius
prolixus, cuando estudi6 su metamorfosis,
descubri6 la importancia de las células

neurosecretoras de las glandulas protoracicas del
Rhodnius, que secretan una hormona de creci-
miento que llamo protoracicotropica (PTTH),
que regula la metamorfosis. También descubrio la
hormona juvenil, que impide el desarrollo de las
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caracteristicas adultas en el Rhodnius. Sus tres
trabajos pioneros de 1931 sobre la orina del
Rhodnius, que ocupan 40 paginas del Journal of
experimental biology (Wigglesworth, 1931 a, b y
c); se titulan “The physiology of excretion in a
blood sucking insect, Rhodnius prolixus
(Hemiptera, Reduviidae)”.
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