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Resumen

En la presente tesis se estudio la relaciéon entre el volumen celular y los flujos
transmembranales de K* en hepatocitos de goldfish (Carassius auratus) expuestos
a condiciones anisosmoticas o a limitacion energética. La respuesta de volumen
fue luego comparada con aquella presentada por hepatocitos de trucha
(Oncorhynchus mykiss) y de rata (Rattus rattus). El volumen celular fue estudiado
utilizando video microscopia y microscopia de epifluorescencia, mientras que la
g\edicién de los flujos de K* se estimé a partir de los flujos unidireccionales de
Rb".
En hepatocitos de trucha y rata, la exposicién a medio hiposmético (180 mosM) a
pH 7.45 produjo el aumento de volumen celular seguido por disminucion
regulatoria de volumen (RVD), respuesta que es mediada por el eflujo neto de KCI
seguido de agua. Por el contrario, los hepatocitos de goldfish aumentaron su
volumen pero no presentaron RVD en esas condiciones. En hepatocitos de
goldfish, si bien la N-etilmaleimida pudo activar la salida de K*, esto no ocurriié
cuando las celulas fueron expuestas a medio hiposmotico (120-180 mosM).
Se desarrolld un modelo matematico con el fin de analizar las interacciones
existentes entre el volumen celular, el potencial de membrana, y la masa de los
principales solutos difusibles bajo condiciones anisosmoticas. Este modelo pudo
ser utilizado para simular las respuestas volumétricas de los hepatocitos de las
tres especies. Los resultados del modelo apoyan la idea de que la ausencia de
RVD observada en hepatocitos de goldfish se debe a la ausencia de un elemento
sensor de volumen. La comparaciéon entre los resultados obtenidos con el modelo
matematico y los resultados experimentales sugiere que los hepatocitos de
goldfish poseen una capacidad restringida para desarrollar RVD.
El bloqueo de metabolismo energético puede generar gradientes osmoticos por
aumento de la osmolaridad intracelular. En el presente estudio. la inhibicién de la
glucolisis por acido iodoacetico (IAA) no altero el volumen celular en hepatocitos
de goldfish, mientras que en presencia de cianuro (CN). inhibidor de la
fosforilacion oxidativa, o de CN y IAA (IAA+CN), el volumen celular disminuyo un
3-7%. A pesar de que en los hepatocitos de goldfish la limitacién energética no
tuvo efecto sobre el eflujo de K*, el influjo disminuyd un 57-66% en presencia de
CN y CN+IAA pero no se vio alterada por el IAA sélo. La pérdida de K" intracelular
luego de 20 min de exposicion a CN o IAA+CN fue solo de un 4% del K'
intracelular total.
En general, los resultados de este estudio sugieren que los hepatocitos de
goldfish, a diferencia de las células de especies sensibles a la anoxia, evitan el
desacople de los flujos transmembranales de K en respuesta a un gradiente
osmotico o limitacidn energética. Esto podria explicar por un lado la incapacidad
de estas células para presentar RVD, pero al mismo tiempo la extraordinaria
capacidad para mantener las concentraciones intracelulares de K*, prolongando
de esta manera la viabilidad celular.




Abstract

The relationship between cell volume and K* transmembrane fluxes of goldfish
(Carassius auratus) hepatocytes exposed to anisosmotic conditions or energetic
limitation was studied, and compared with the volumetric response of hepatocytes
from trout (Oncorhynchus mykiss) and rat (Rattus rattus). Cell volume was studied
by video- and epifluorescence microscopy, while K* fluxes were assessed by
measuring unidirectional **Rb* fluxes.

In trout and rat hepatocytes, hyposmotic (180 mosM) exposure at pH 7.45 caused
cell swelling followed by a regulatory volume decrease (RVD), a response reported
to be mediated by net efflux of KCI and osmotically obliged water. In contrast,
goldfish hepatocytes swelled but showed no RVD under these conditions. Although
in goldfish hepatocytes a net K* efflux could be activated by N-ethylmaleimide. this
flux was not, or only partially, activated by hyposmotic swelling (120-180 mosM)

A mathematical model was developed in order to gain insight into the multiple
interactions between cell volume, membrane potential and the masses of diffusible
solutes under anisosmotic conditions. This model was successfully used to
simulate the volumetric responses of hepatocytes from the three species. Results
from the model gave support to the idea that the lack of RVD observed in goldfish
hepatocytes is due to the absence of a volume sensor element. A comparison
between data predicted by this model and that obtained experimentally suggests
that goldfish hepatocytes have a limited capacity to enable RVD.

Blockage of the metabolism can be viewed as an osmotic challenge where
intracellular osmolarity may increase. In the present work, the inhibition of
glycolysis by iodoacetic acid (1AA) did not alter cell volume in goldfish hepatocytes,
whereas in the presence of cyanide (CN), an inhibitor of oxidative phosphorylation,
or CN plus IAA (IAA+CN), cell volume decreased by 3-7%. While in goldfish
hepatocytes, energetic limitation had no effect on K* efflux, K" influx decreased by
57-66% in the presence of CN and CN+IAA but was not significantly altered by
IAA alone. Intracellular K* loss after 20 min of exposure to CN and IAA+CN
amounted to only 4% of total intracellular K*.

Collectively, these observations suggest that goldfish hepatocytes, unlike
hepatocytes of anoxia-intolerant species, avoid a decoupling of transmembrane K*
fluxes in response to an osmotic challenge. This may underlie both the inability of
swollen cells to undergo RVD but also the capability of anoxic cells to maintain
intracellular K* concentrations almost unaltered, thereby prolonging cell survival.
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Capitulo I

INTRODUCCION GENERAL

Si bien todos los vertebrados poseen una cierta capacidad para sobrevivir ambientes
donde el oxigeno es escaso (condicidon denominada hipoxia), esta condiciéon es a largo
plazo incompatible con la sobrevida de la mayoria de los tejidos de mamiferos (Boutilier,
2001). Por el contrario, algunos vertebrados son capaces de sobrevivir largos periodos no
sblo bajo hipoxia sino también en ambientes donde el oxigeno esta ausente, condicion
denominada anoxia. Entre estos organismos tolerantes a la anoxia se encuentra el
goldfish, un vertebrado cuyos hepatocitos fueron utilizados en el presente estudio como
modelo de célula anoxia-tolerante.

Cuando las células se encuentran en un medio donde el nivel de oxigeno no es limitante,
existe un balance entre la produccion y el consumo de ATP’, de manera que la
concentracion del nucleétido permanece constante. El grado de tolerancia celular a la
anoxia depende en gran medida de la preservacion de este balance energético en
condiciones en las cuales el metabolismo aerobio esta inhibido. Esta es la razén por la
cual en la mayoria de las células la anoxia provoca un déficit energético que puede llevar
a la muerte celular.

A continuaciéon se explican las caracteristicas por las cuales organismos y células son
consideradas sensibles o tolerantes a la anoxia, con especial énfasis en el goldfish y los

hepatocitos de este organismo.
e Organismos tolerantes y sensibles a la anoxia

La hipoxia es un estrés que experimentan todos los vertebrados en algun momento de su
vida. Puede producirse por “exposicion” ambiental per se o por insuficiencia circulatoria,
respiratoria o metabdlica (Boutilier y St-Pierre, 2000). En algunas especies de
vertebrados, el estrés hipdoxico se presenta solo en un estadio del desarrollo o en un

periodo de su historia, por ejemplo, durante el trauma del nacimiento en los primates. En

" Adenosina trifosfato
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otros grupos de animales, es una experiencia diaria asociada con el buceo, la
supervivencia en una cueva, o el vuelo en altitudes extremas.

La anoxia es una condicion mas extrema que la hipoxia dado que la mayoria de los
vertebrados no poseen mecanismos fisioldgicos para sobrevivir o tolerar la ausencia de
O, ambiental. Generalmente se verifica que las especies anoxia tolerantes son también
capaces de sobrevivir ambientes hipdxicos, aunque lo opuesto no se cumple. Los
animales que toleran la anoxia se comportan como anaerobios facultativos, dado que
pueden vivir en ambientes en los que existe un suministro de oxigeno adecuado
(normoxia) pero también tolerar la anoxia por periodos prolongados. Aquellos que
muestran la mayor tolerancia pueden soportar la anoxia por periodos hasta 1000 veces
mayores que las especies anoxia sensibles como los mamiferos pequenos (Bickler y col.,
1998).

Dentro de los organismos tolerantes se encuentran el goldfish (Carassius auratus) y la
carpa cruciana (Carassius carassius), dos especies de peces 0seos pertenecientes a la
familia de los Ciprinidos (Hochachka y Lutz, 2001). En ambientes hipdxicos, estas
especies desarrollan respuestas fisioloégicas orientadas a aumentar la llegada de O, a los
tejidos, como por ejemplo a través de ajustes en la capilaridad. el volumen sanguineo y/o
la masa de glébulos rojos.

En estrecha correlacidon a estos ajustes fisioldgicos aparecen cambios en la hemoglobina
(Hb) que incluyen (1) aumentos en el contenido de Hb en la sangre, (2) cambios en la
afinidad por el O, y (3) cambios en los moduladores regulatorios. Estos cambios facilitan
la toma de O, en los érganos de intercambio de gases y la liberacion del O, en los tejidos
para su utilizacion (Hochachka y Somero, 2002).

Los mecanismos fisiologicos arriba mencionados permiten prolongar la sobrevida de un
organismo mientras las limitaciones de O, no son tan severas o prolongadas. En otras
palabras, son adaptaciones efectivas para organismos aerobios en un mundo aerobio. Sin
embargo muchas veces las respuestas fisiolégicas de defensa no liegan a compensar la
falta de O,. Todos los organismos, pero en especial los anoxia tolerantes, integran estas

respuestas con lineas de defensa a nivel bioquimico.



e Células tolerantes y sensibles a la anoxia

Vias principales de produccién de ATP

La energia metabolica se obtiene principalmente de las reacciones de oxidacion-
reduccion, por medio de las cuales los electrones son transferidos desde un agente
reductor (dador electronico) a un agente oxidante (aceptor electronico). La mayoria de los
vertebrados obtiene la mayor parte de su energia del metabolismo aerdbico, donde el
oxigeno molecular es utilizado para la oxidacion de compuestos organicos. Por otro lado,
en ausencia de oxigeno los vertebrados denominados anaerobios facultativos obtienen
energia del proceso de fermentacion: los electrones pasan de un intermediario organico
producido por la degradacion de un azucar, a otro intermediario organico que actua como

aceptor electrénico.

Metabolismo aerdbico

En condiciones en las que hay normoxia, la sintesis de ATP se realiza principalmente a
través del metabolismo aerdbico. Los electrones provenientes de la oxidacién de sustratos
son combinados con O, molecular y la energia liberada por estas reacciones es
aprovechada para impulsar la sintesis de ATP. Para describir todo el proceso se utiliza el
término de fosforilacion oxidativa.

El proceso se inicia con la cadena respiratoria o cadena de transporte de electrones. En
ella los electrones son transportados a través de los siguientes complejos transportadores
de electrones o carriers: NADH deshidrogenasa, ubiquinona, y los citocromos. Los
electrones son transportados a partir de un dador como NADH reduciendo a los carriers y
finalmente el aceptor final de la cadena, el O, molecular, es reducido a agua. En ese
momento los complejos se oxidan desde el mas cercano al aceptor hacia el mas alejado.
La secuencia de los carriers es la que se presenta en la Fig. 1. En ella se identifican los

sitios donde actuan los diferentes bloqueantes de la cadena de electrones.
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Normoxia

NADH —» UQ —» Citb—» Citc;, —®» Citc —» Cit(ata;) —» Ozl’_{T
Rotenona

NADH lb uQ —» Citb—» Citcy;, —»Citc —» Cit(a+a;) —» O,

Antimicina A

NADH —/8» UQ ——bCitb—l} Citcy, —» Citc —» Cit (a+az) —» 0O,

Cianuro
NADH —» UQ—» Citb —» Citc; —» Citc — Cit (a+as) z 0,

Fig. 1- Secuencia de carriers de electrones y efecto de diferentes inhibidores sobre su estado de
oxidacion. Carriers reducidos (azul), carriers oxidados (rojo). NADH: NADH deshidrogenasa, UQ:
ubiquinona, Cit: citocromo.

Cuando los electrones son transportados de un carrier a otro, se libera energia que es
utilizada para bombear protones a través de la membrana interna hacia el espacio
intermembrana de la mitocondria. Esto crea un gradiente electroquimico de protones (H")
a través de la membrana mitocondrial interna. El flujo de H" que retorna a la matriz
mitocondrial a favor de su gradiente electroquimico impulsa, a través de la ATP sintetasa,

la formacion de ATP completando asi el proceso de la fosforilacidon oxidativa.

Cuando en la cadena respiratoria se inhibe un carrier, como ocurre en presencia de
rotenona o antimicina A, los complejos que se encuentran precediendo al inhibidor
quedan en estado reducido mientras que los posteriores a dicho punto se mantienen
oxidados.

Cuando no esta presente un aceptor de electrones, como ocurre en la anoxia, todos los
carriers permanecen en estado reducido. En presencia de cianuro (CN, anoxia quimica)
todos los carriers se encuentran reducidos al igual que sucede en anoxia, pero la
presencia de O, molecular puede desencadenar la formacion de especies toxicas del
oxigeno como O7e, H,0O, y OH"e (estrés reductivo). Estos radicales actuan sobre lipidos y
componentes celulares induciendo la pérdida de viabilidad celular (Gores y col., 1989).




Metabolismo anaerdbico

Entre las adaptaciones celulares para hacer frente a la anoxia, varias especies de
animales redireccionan su metabolismo hacia funciones anaerdbicas. En las células de
vertebrados, la forma mas comun de metabolismo anaerdbico es la glucdlisis, ya sea a
partir de glucosa o de glucosa-1P (proveniente de la glucogendlisis). Esta via anaerdbica
puede ser descripta como un proceso lineal de conversion del glucégeno o de la glucosa
a lactato.

Uno de los problemas fundamentales de la glucélisis anaerébica es la conservacion del
sustrato fermentable. Comparado con el metabolismo aerdbico, se generan en promedio
12-18 veces menos ATP por mol de glucosa. Es decir que en condiciones anaerdbicas se
utiliza “mucho sustrato” para obtener “poca energia metabdlica”. En el caso del glucogeno
y de la glucosa, se verifica que la tasa de utilizacion varia inversamente con la
disponibilidad de oxigeno, proceso denominado “Efecto Pasteur”. Esto significa que si la
demanda de ATP permanece constante durante el tiempo en que el oxigeno no esta
disponible, las tasas de consumo de carbohidratos necesariamente deberian aumentar.
Lo arriba descripto implica que en anoxia, la produccién glucolitica de ATP dependera de
la existencia de sustratos presentes y, en consecuencia, del estado nutricional de la
célula. Los sustratos pueden provenir exdégenamente a la célula o del glucdégeno
almacenado en el citosol. Las células que posean grandes reservas de glucdgeno tendran
mayor capacidad de producir energia metabdlica en ausencia de oxigeno (Hochachka y
Somero, 2002). Este hecho no es trivial considerando que algunas especies animales,
como el goldfish, poseen grandes reservas de glucégeno que proveerian de sustrato a la
glucdlisis. Asi, tanto la glucosa proveniente del medio extracelular como el glucogeno
endégeno, son metabolizados a lactato con la consiguiente producciéon de ATP.

La glucodlisis puede ser bloqueada por dos mecanismos principales: a) mediante la
utilizacién de 2-deoxiglucosa, la cual compite con la glucosa cuando ésta es transportada
al interior celular, y que luego no puede ser utilizada como sustrato para la glucdlisis;
b) mediante el acido iodoacético (IAA), un agente alquilante que inhibe la enzima

glucolitica gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.



Vias principales de consumo de ATP

El ATP, una vez producido, es utilizado para mantener las funciones celulares. Entre el
25-30% del ATP producido en una célula es utilizado para la sintesis de proteinas,
19-28% para la Na'/K'-ATPasa, 4-8% para la Ca’-ATPasa, 7-10% para la
gluconeogeénesis, 3% para otras funciones. Es decir que, la sintesis de proteinas y la
actividad Na'/K*-ATPasa son los procesos que mas ATP consumen en las células (Rolfe
y Brown, 1997).

La Na'/K'-ATPasa transporta iones en contra de sus gradientes electroquimicos
transmembranales. Los iones, a su vez, son transportados en direccion opuesta a través
de canales y transportadores. Todo este proceso lleva a la generacion de una distribucion
estacionaria (alejada del equilibrio) de los iones difusibles a través de la membrana
celular. Para llevar a cabo este proceso, la actividad Na*/K*-ATPasa requiere de energia
metabdlica en la forma de ATP. En condiciones en las cuales la energia metabdlica es
limitante, como por ejemplo en la mayoria de las células durante la hipoxia y anoxia, el
balance idnico se pierde. Por esa razén el mantenimiento de los gradientes idnicos
transmembranales puede utilizarse como criterio dinamico de integridad celular
(Hochachka, 1986).

De entre los iones difusibles, el K* citosélico es uno de los mas sensibles a los cambios
en el metabolismo energético (Krumschnabel y col., 1998). En ausencia de oxigeno las
células de animales sensibles a la anoxia sufren una rapida caida del ATP intracelular
seguida por la salida de K" y la pérdida del potencial eléctrico transmembranal (Boutilier y
St-Pierre, 2000).

Otro aspecto importante de la Na'/K'-ATPasa refiere a su capacidad de regular el
volumen celular. Una de las consecuencias del equilibrio Gibbs-Donnan®* es el aumento
de la osmolaridad intracelular. En células viables este desequilibrio osmotico es
compensado por la actividad Na'/K'-ATPasa. Debido a su estequiometria de transporte
idnico, por cada ciclo de reaccion esta bomba expulsa un osmolito al medio extracelular,
compensando de esta manera el aumento en la osmolaridad intracelular que se generaria

sila Na'/K*-ATPasa estuviera inactiva o ausente.

*El equilibrio Gibbs-Donnan se plantea para celulas animales en ausencia de mecanismos de transporte
activo.




e El goldfish como organismo tolerante a la anoxia

El goldfish es un pez anaerobo facultativo que presenta adaptaciones sistémicas (van den
Thillart y col., 1980) y celulares (Schwarzbaum y col., 1996; Dorigatti y col., 1996,
Krumschnabel y col., 2001) para sobrevivir en ausencia de oxigeno por periodos
prolongados.

La dinamica estacional del goldfish se divide en tres periodos principales: la reproduccion
(al comienzo del verano), el abastecimiento de reservas (hacia fines del verano), y el
invierno. El primer periodo, que dura aproximadamente un mes, se caracteriza por la
utilizacion de las reservas obtenidas durante el invierno, por la maduracién de las
gonadas y el aumento del metabolismo lipidico. Durante este periodo tiene lugar la
reproduccion, al mismo tiempo que se verifica una baja tolerancia a la anoxia. El segundo
periodo, que dura cerca de 4 meses, se desarrolla cuando comienza a disminuir la
temperatura del agua hacia fines del verano. En ese momento se almacenan reservas de
glucogeno (principalmente en el higado y en el musculo blanco), disminuye el
metabolismo de lipidos y comienza a desarrollarse la tolerancia a la anoxia. Pero la etapa
crucial es el invierno, donde el goldfish habita lagos pequefios cuya superficie se congela
durante 5-7 meses y varias zonas del lago sufren la ausencia total de oxigeno durante
varios meses. En estrecha correlacion con estos cambios ambientales los goldfish
despliegan una alta tolerancia a la anoxia (Piironen y Holopainen, 1986) basada en la
utilizacién de grandes reservas de glucégeno del musculo e higado, la utilizacion de vias
metabodlicas alternativas (como la fermentacién alcohdlica) y una baja actividad
locomotora.

El goldfish presenta el mayor contenido de glucégeno hepatico de todos los vertebrados
conocidos, llegando a aproximadamente 25-30% del peso fresco del higado (Hochachka y
Somero, 1984). Esto le permite abastecer de glucosa® al resto del organismo y
especialmente al corazén y el cerebro en donde rapidamente se agotan las reservas de

glucégeno en condiciones andxicas (Nilsson, 1990).

& | a liberacion de glucosa requiere la formacion de glucosalP durante la glucogendlisis, seguido de la
formacion de glucosa6P por accion de la fosfoglucomutasa, y la defosforilacién a glucosa mediada por la
glucosa-6-fosfatasa. Finalmente la liberacion de glucosa se realiza por transportadores especificos.
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El goldfish posee tres sitios principales involucrados en el metabolismo energético: el
higado, el musculo rojo, y el musculo blanco. En periodos de escasez de alimento. el
musculo rojo es la fuente de energia metabdlica mas importante, mientras que el blanco
aporta sus reservas en los movimientos a altas velocidades. La funcion de abastecedor
energético del higado se utiliza para la supervivencia durante la anoxia.

En el metabolismo del goldfish anéxico operan dos caminos metabdlicos diferentes: 1) la
glucolisis o fermentacion lactica, donde casi todos los tejidos muestran altas actividades
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y por ende poseen la capacidad de generar
lactato; 2) la fermentacion alcohdlica que se lleva a cabo en musculo rojo y blanco como

se muestra a continuacion (Shoubridge y Hochachka, 1980):

Lactato

NAD® ;
NADH + H° LDH

Piruvato

g PDH

Acetaldehido

NADH + H’
. ; ADH
NAD

Etanol

Fig. 2. Camino metabdlico para la produccion de etanol en el musculo esquelético de Carassius
spp. ADH, alcohol deshidrogenasa; LDH, lactato deshidrogenasa; PDH, piruvato deshidrogenasa.

Pero estos dos tipos de fermentacion no son independientes ya que el lactato producido
en el higado es metabolizado en los musculos a etanol, el que luego es excretado junto
con CO, al ambiente acuatico (Shoubridge y Hochachka, 1980).

La utilizacidn coordinada de la fermentacidn lactica y alcohodlica resuelve dos
inconvenientes principales que se presentan en un ambiente andxico:

i) el lactato no se acumula sino que se libera a la sangre donde luego es
recapturado por el musculo (blanco y rojo), sitio desde donde es metabolizado a
etanol, y finalmente excretado por las branquias.

ii) se evita la acidosis celular, dado que la generacion de etanol como producto
final de la fermentacion utiliza una via adicional (ver paso mediado por la

alcohol deshidrogenasa en la Fig. 2) que consume protones.




Todas estas respuestas metabolicas son adaptativas en el sentido que prolongan la
supervivencia del goldfish en ausencia de oxigeno. Pero la estrategia mas importante que
posee este animal consiste en disminuir la tasa metabdlica®. Un ejemplo alcanza para
entender la importancia de esta ultima adaptacion. Durante el invierno. el glucégeno
hepatico del goldfish es aproximadamente 1300 pmoles unidades glucosilo/g tejido. Para
un goldfish de 100 g, con aprox. 6 gramos de higado, significa que se disponen de 7800
pumoles de glucégeno hepatico (medido en unidades glucosilo). La tasa metabolica en
reposo del goldfish a 4°C es 0.05 umoles de ATP/g/min, lo que equivale a 7200 pmoles de
ATP/100 g pez/dia. Si se mantuviera esta tasa metabdlica, el animal anoxico solo podria
sobrevivir de su glucégeno hepatico aproximadamente 1 dia. Experimentos de
calorimetria® con el animal entero muestran que la tasa metabolica se reduce 5 veces en
ausencia de oxigeno, con lo cual la tolerancia a la anoxia se prolonga cerca de 5 dias
(Van den Thillart y col., 1983).

e Hepatocito de goldfish como modelo de célula tolerante a

la anoxia

A partir del primer aislamiento de hepatocitos de rata por digestion con colagenasa (Berry
y Friend, 1969), se generalizd el uso de estas células para el estudio de numerosos
procesos metabodlicos. A diferencia de otros tipos celulares los hepatocitos aislados
retienen su organizacién intracelular y exhiben funciones metabdlicas a tasas
comparables a las observadas in vivo (Boyer y col., 1990).

La técnica de aislamiento fue luego adaptada para su utilizacion en peces (Moon y col
1985). Al igual que los hepatocitos de mamiferos, los hepatocitos de peces se mantienen
metabdlicamente activos durante horas y desarrollan una gran variedad de funciones
anabdlicas (gluconeogénesis, lipogénesis, cetogénesis, y la biosintesis de proteinas y
acidos nucleicos) y catabdlicas (glucdlisis, ciclo de Krebs, etc). El hepatocito de pez es un

modelo celular especialmente interesante, porque, a diferencia de lo que ocurre en su

@ Tasa metabolica se refiere al metabolismo energético por unidad de tiempo

” La tasa metabolica puede ser determinada a partir de la produccién total de calor del organismo en un
dispositivo llamado calorimetro.
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homoélogo de mamiferos, permanece viable por periodos prolongados en un amplio rango
de temperaturas y de niveles de oxigeno (Moon y col., 1985).

Para estudiar los mecanismos que permiten la tolerancia a la anoxia se requiere de un
modelo celular que sea capaz de sobrevivir varias horas en ausencia de oxigeno. Si bien
se han estudiado las alteraciones metabdlicas que ocurren bajo anoxia en hepatocitos de
rata (Carini y col., 1995, 1999), la baja viabilidad de las células en esas condiciones
limitaba mucho su utilizacion (Gores y col., 1989).

Un modelo mas apropiado para este tipo de estudios es el hepatocito de goldfish, ya que
estas células permanecen viables por periodos prolongados bajo anoxia e hipoxia en un
amplio rango de temperaturas. Esto es posible gracias a que mantienen el balance
energético durante la anoxia, no sufren aumentos del calcio intracelular y mantienen la
homeostasis del K* por medio de reducciones paralelas en los flujos unidireccionales del
cation. De este modo las células de goldfish son capaces de mantener su viabilidad por lo
menos durante 8 hs en ausencia total de oxigeno o en presencia de CN (Krumschnabel,

2000) lo que las hace un modelo ideal para estudios de inhibicion metabdlica.

Objetivos de la tesis

Si bien en estudios previos se ha logrado una caracterizacion importante del modelo de
tolerancia celular a la anoxia, los cambios asociados de volumen no han sido estudiados
hasta el momento. En hepatocitos de organismos anoxia sensibles, el bloqueo de la
fosforilacién oxidativa provoca cambios en la osmolaridad intracelular y por ende un
gradiente osmotico transmembranal que lleva al aumento de volumen®, y muchas veces a
la muerte celular. Algunas células consiguen compensar los aumentos volumeétricos
mediante movimientos netos de iones a través de la membrana celular.

Para poder entender como afecta la anoxia el volumen celular de hepatocitos

anoxia-tolerantes, se propuso:

< estudiar el efecto de la inhibicion metabolica* sobre el volumen celular, con especial

atencion al efecto de la anoxia.

& En todos los términos “hinchazén”, “edema”, y “aumento de volumen” son utilizados como sinonimos.
* Inhibicion de las vias productoras de ATP.
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estudiar el efecto de medios hiposméticos sobre el volumen celular. El interés de este
punto radica en conocer las respuestas volumétricas de las células,
independientemente del efecto que la inhibicidon metabdlica pueda causar sobre el
volumen celular.

estudiar los flujos transmembranales de K* asociados a cambios de volumen. En
hepatocitos de vertebrados, el K* es uno de los principales osmolitos responsables de
la regulacion volumétrica.

a modo de comparacion, los experimentos mas relevantes fueron repetidos en
hepatocitos de trucha (Oncorhynchus mykiss) y de rata, dos especies altamente
sensibles a la anoxia.

construir un modelo matematico que simule la evolucion temporal del volumen celular,
el potencial de membrana y la masa de los principales iones difusibles, cuando las

células son sometidas a gradientes osmaticos variables.



MATERIALES Y METODOS

e Reactivos

Para el aislamiento de hepatocitos se utiliz6 colagenasa tipo VIII (godfish y trucha,
461 U/mg) y colagenasa tipo IV (rata; 600 U/mg) de Sigma Chemical Company (EEUU).
El ®Rb* [RbCI] fue provisto por NEN Life Science Products (EEUU). Los reactivos

restantes fueron de grado analitico.

e Animales

Se utilizaron goldfish (Carassius auratus) (10-30g) obtenidos de una fuente comercial
local, y truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (150-250g) provenientes del Centro de
Acuicultura de la Universidad Nacional del Comahue (Bariloche). Los peces fueron
aclimatados por dos semanas a 20°C (goldfish) y a 15°C (trucha) en acuarios aireados de
200 litros. Para ambas especies, se mantuvo un fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad
y se alimentaron con alimento balanceado una vez al dia. Ratas Wistar macho (200-300g)

fueron hambreadas por 12 horas antes de ser utilizadas.

e Medios utilizados

Para la preparacion de hepatocitos se utilizé6 un medio de lavado (M1) cuya composicion

es:

o M1-goldfish (mM): 10 HEPES; 138 NaCl; 5 KCI; pH=7.45, osmolaridad 280 mosM.

o M1-trucha (mM): 10 HEPES; 145.2 NaCl; 5.4 KC!; 5 glucosa; pH=7.6; osmolaridad 285
mosM.

o Mi1-rata (mM): 10.9 HEPES; 134.7 NaCl; 6.7 KCI; 5 glucosa; pH=7.45, osmolaridad
285 mosM.
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Luego del aislamiento, las células fueron suspendidas en medio de incubacion isosmotico
(M2):

O

M2-goldfish (mM): 10 HEPES; 135.2 NaCl; 3.8 KCI; 1.3 CaCl,; 1.2 KH,PO,;
1.2 MgSO,; 10 NaHCO,; pH=7.45 0 7.6; osmolaridad 296 mosM.

M2-trucha (mM). 10 HEPES; 136.9 NaCl; 54 KCI; 1.5 CaClz; 0.33 NaxHPO,;
0.44 KH,PO,: 1 MgSO,; 5 NaHCO,; 5 glucosa; pH=7.6; osmolaridad 292 mosM.
M2-rata (mM): 25 HEPES; 120 NaCl; 5 KCI; 2.6 CaCl,; 1.2 NaH,PO,; 0.5 MgSO,;
4.2 NaHCO;,; 5 glucosa; 0.2% BSA; pH=7.45; osmolaridad 283 mosM.

Para preparar medios anisosmoticos se utilizaron volumenes variables de M2* y medios 4

y 5.

O

O

M4 (mM): 10 HEPES; 5 KClI; osmolaridad 76 mosM.
M5 (mM): 10 HEPES; 135.2 NaCl; 3.8 KCI; 1.3 CaCl,; 1.2 KH,PO,; 1.2 MgSO,,

10 NaHCO,; 200 sacarosa; osmolaridad 503 mosM.
M6 (mM): 100 mM MgCl,. Fue utilizado para los para los experimentos de flujo de K" y

de medicion de Na* extracelular.
M7 (mM): 2 EDTA, 110 NaCl, 4 KCI, 25 NaHCO3, pH=7.45.

Tratamientos aplicados sobre la suspension celular

o captacién de alanina: 10 mM L-alanina + 2,5 mM acido oxiaminoacético (AQA),
este ultimo es un inhibidor de la conversion de L-alanina a piruvato (Kristensen,
1986).

o inhibicién de la Na*/K*-ATPasa: 1 mM ouabaina (OB)

o activacion del cotransporte K'/CI: 1 mM N-etiimaleimida (NEM), un agente
alquilante de tioles (Lauf, 1982)

o medios alcalinos: medios iso- e hiposmético como se describio anteriormente pero
apH=738.

o inhibidores metabdlicos:
anoxia quimica: incubacién de la suspension celular en presencia de 2 mM de

cianuro (NaCN). El mismo se usa frecuentemente para simular la anoxia dado que

* En todos los casos “M2", “medio control” y “medio isosmotico” son utilizados como sinénimos.

13



Capitulo |

es un potente inhibidor de la citocromo oxidasa, bloqueando la reduccién de
oxigeno (aceptor electronico final) a agua durante la fosforilacién oxidativa.
inhibicion glucolitica: se incubaron las células con 0,5 mM I|AA, un inhibidor de
enzimas limitantes de la glucdlisis.

inhibicion total de la producciéon de ATP: se incubaron las células con 2 mM NaCN
mas 0.5 mM acido iodoacético.

o inhibidores de transporte i6nico: 1 mM tetraetilamonio (TEA) 6 5 mM BaCl, (ambos
bloqueantes de los canales de K" sensibles al voltaje), 1 mM quinina (bloqueante
de los canales de K' sensibles al Ca®), 1 mM amilorida (inhibidor del
contratransportador Na‘*/H*), 0.5 mM DIDS (inhibidor del contratransportador
HCO37/CI").

El pH de los medios se midié con un pHimetro 720 (Orion Research Inc., Beverly, USA).

La osmolaridad de los medios se midié con un osmémetro de presion de vapor (5100 B;
Wescor Inc., Logan, UT). En el caso de cambios de volumen, se midid la osmolaridad del
medio isosmotico y se diluyd combinando los medios adecuados para producir los

gradientes deseados.

e Ajslamiento de hepatocitos

En los Ciprinidos, familia a la que pertenece el goldfish, no es posible distinguir las
subdivisiones del parénquima hepatico (lébulos hepaticos), y el higado se encuentra
distribuido a lo largo del tubo digestivo. Las venas hepaticas. clasicamente en el centro de
los l6bulos hepaticos, se encuentran distribuidas al azar a través del parénquima hepatico
lo que hace imposibie la canulacion portal (Bruslé y col., 1996). En el higado de trucha y
rata, en cambio, no ocurre lo mismo. Alli, el sistema porta es claramente visible
permitiendo el aislamiento de hepatocitos mediante la utilizacion de la perfusion de la
vena porta. Por lo tanto, se utilizaron diferentes protocolos para aislar hepatocitos de

goldfish, trucha y rata, como se describe a continuacion.

Obtencidn de hepatocitos de goldfish por digestion con colagenasa

Los goldfish se sacrificaron mediante un fuerte golpe en la parte posterior de la béveda

craneana y un corte transversal detras de la cabeza seccionando la médula espinal.

14
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Luego se liberaron los érganos de la cavidad abdominal practicando una serie de cortes
(Fig. 3):

Figura 3- Diagrama de los cortes superficiales realizados en la diseccion del higado de
goldfish y trucha.

Se realiz6 un primer corte longitudinal (1) desde el poro anal hasta alcanzar la cavidad del
corazon. El corte se continué transversalmente formando un arco por detras de las
branquias hasta el dorso del animal (2). Desde este punto, se realizd un ultimo corte por el
borde superior de la cavidad abdominal curvandose hasta el ano (3). La porcién de pared
corporal asi delimitada, se desprendid dejando a la vista los 6rganos contenidos en la
cavidad abdominal. Estos fueron colocados sobre una placa metalica fria, y se procedio a
separar el higado, que se encuentra rodeando las paredes del intestino. Se tuvo especial

cuidado de no danar la vesicula biliar.

Se cortd el higado en trozos pequerios, y se los incubé en M1 a 4°C bajo agitaciéon
constante. Luego, se dejaron decantar los fragmentos y se descarto el sobrenadante. Este
procedimiento permitié una separacion grosera del tejido graso y del exceso de sangre
(Schwarzbaum y col., 1992). El pellet conteniendo los fragmentos de higado fue incubado
en M1 con 0.05% (p/v) de colagenasa. Se utilizé una pipeta Pasteur para dispersar las
células y la suspensién celular resultante se filtré por una malla tipo Nytex de 150 um de
poro. El filtrado se incubd posteriormente a 4°C para inactivar a la colagenasa. La
suspension resultante estuvo compuesta por células hepaticas y sanguineas. Como los
hepatocitos representan la poblaciéon de células de mayor tamafo de esta suspension, su
separacion se realizé por centrifugacion diferencial (Krumschnabel y col., 1994). En breve,
la suspensioén celular se centrifugé 2 min a 50g (4°C) en una centrifuga Sorvall RC5C. Se

descart6 el sobrenadante, y el pellet se resuspendié en M1. Se repitid esta operacion dos
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veces con M1y una vez con M2 para asegurar la eliminacion progresiva de la colagenasa
y de las células sanguineas contaminantes. El pellet final fue resuspendido en M2 a una

concentracion de 4 10% céls mi™".

Obtencion no enzimatica de hepatocitos de goldfish
Las células se obtuvieron por un método similar al descripto anteriormente pero se

reemplazo el M1 + colagenaza con M1 + 2 mM EDTA (Seddon y Prosser, 1999).

Obtencion de hepatocitos de trucha por digestion con colagenasa

El procedimiento de sacrificio y exposicion de los 6rganos de la cavidad abdominal fue
similar al descripto para los hepatocitos de goldfish (Fig. 3). Seguidamente, se separaron
los tejidos con el fin de dejar al descubierto la vena porta hepatica. Se realiz6é un corte en
la misma, y se introdujo una canula (diametro=0.96mm). El higado se perfundié durante
10 min con M1 con un caudal que se incrementé gradualmente hasta alcanzar 7 mi min™.
La perfusion se continud hasta la pérdida del color rojizo del higado (pérdida de gloébulos
rojos). Entonces, se perfundio el tejido con un medio con colagenasa 0.05% (p/v) hasta
que el higado perdi6 su contextura rigida. Esto ocurrié en aproximadamente 15-20 min.
Se extrajo el higado del animal, se separd la canula y se elimind cualquier tejido no
hepatico. Se lo colocd en un recipiente en donde fue cortado con tijera hasta obtener
trozos muy pequenos, con apariencia casi de homogenato. Se agregoé colagenasa fresca
y las células que aun no habian sido separadas, se dispersaron suavemente utilizando
una pipeta Pasteur. Finalmente, las células se traspasaron a través de un filtro de malla
tipo Nytex de 150 um y se centrifugaron con M1 a 60g por 2 min, a 4°C, con el fin de
eliminar la colagenasa del medio de suspension celular. Se realizd una ultima
centrifugacion con M2 y el pellet obtenido se resuspendié en el mismo medio (ver

Schwarzbaum y col., 1992) a una concentracion celular de 4 10° céls mI™".

Obtencion de hepatocitos de rata por digestion con colagenasa
Se realizé a partir del método descripto por Berry (1974). Los animales fueron
anestesiados intraperitoneaimente con pentotal sodico (150 mg kg'). Los medios de

perfusion se mantuvieron a 37°C.
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La técnica comprendio las siguientes etapas:
A. Canulacion de la vena porta hepatica
B. Eliminacion de glébulos rojos:
i) seccidn de la vena cava inferior
i) ligadura de la vena cava inferior
iil) corte del diafragma y el corazéon
C. Extraccion del higado y recirculacion de colagenasa
D. Bloqueo de la actividad enzimatica

E. Obtencién de hepatocitos

Figura 4. Fotografia de la zona ventral de una rata con los 6rganos expuestos.

A. Se corto el peritoneo longitudinalmente desde la zona pélvica hasta el diafragma
dejando expuestas la visceras del animal (ver Fig. 4). Estas se hicieron a un lado
para la visualizacion de la vena porta hepatica, en la que se realizd un pequeno

corte y se colocd la canula (diametro= 1.6 mm).
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B. La perfusion fue realizada con M1 con un caudal lento que se incrementd hasta

alcanzar 40 mi min™".

i) En cuanto la canula fue colocada, se secciond la vena cava inferior
dejando fluir el liquido libremente a la cavidad abdominal. A medida que
se desarrollé la perfusién se observd la pérdida de color del higado

debido al lavado de glébulos rojos.

i) Luego de aproximadamente 5 min, se aumento la presion del liquido de
perfusiéon en el interior del higado ligando la vena cava inferior. Este

procedimiento permitié una mejor eliminacion de glébulos rojos.

iii) Transcurridos unos segundos, se cortd el diafragma y el corazon

permitiendo que el liquido perfundido fluyera al exterior del animal.

C. Se extrajo el higado del cuerpo del animal sin separarlo de la canula, y se lo coloco
en un recipiente de recirculacién conteniendo colagenasa 0.05% (p/v) a 37°C. Alli,
se lo perfundié con la enzima que fue recirculada, hasta que se observé la pérdida
de su contextura rigida (8 minutos aproximadamente). Pasado este tiempo se
extrajo la canula, el tejido no hepatico, y se colocd el higado en un recipiente con
colagenasa fresca. Se pasd un peine de dientes separados para liberar las células
dispersas sin danarlas. En este punto la consistencia del higado fue la de un
homogenato concentrado. Las células se incubaron a 37°C durante 4 min con el fin
de romper los cumulos celulares restantes. Pasado este tiempo, se filtraron por una

malla metalica de 150 um.

D. Las células obtenidas fueron diluidas con M2 frio (4°C), se centrifugaron a 50g a
4°C y el pellet se resuspendié nuevamente en M2 frio. El procedimiento se realizo

dos veces.

E. El pellet final se resuspendié en el mismo medio y se filtré por una malla metalica
de 60um. Las células fueron resuspendidas en medio M2 a una concentraciéon de

4 108 céls ml™".
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Luego del aislamiento, las células de las tres especies fueron incubadas en un medio

isosmotico (M2) durante 45 min en un bafo con agitacién a 20°C antes de su utilizacion.
e Viabilidad celular

La viabilidad de los hepatocitos aislados se cuantificd antes de cada experimento por el
método de exclusiéon del azul de Tripan. Este es un colorante capaz de tehir sélamente el
nicleo de las células muertas. La suspension de hepatocitos (4 10°céls ml') fue
incubada en M2 conteniendo 0.04% (p/v) de azul de Tripan durante 1 min. Luego se
realizé el conteo y determinacion de viabilidad de las células utilizando una camara de
Neubauer (ver Schwarzbaum y col., 1992).' Todos los conteos se realizaron por duplicado
a partir de dos diluciones independientes de la suspensién celular con el fin de reducir
significativamente el error propio del manipuleo de las células.

En todos los casos la viabilidad de hepatocitos de trucha y goldfish fue mayor al 95%,
mientras que para los hepatocitos de rata fue mayor al 90%.

En el caso de los experimentos de fluorescencia, la viabilidad celular se controldé durante
todo el experimento mediante la retencion de la calceina o del BCECF (2'.7'-
bi(carboxietil)-5'(6)-carboxifluoresceina). Sélo las células viables son capaces de retener

dichos fluorocromos.

e Medicidn de proteinas
Se realiz6 segun el método de Lowry y col. (1951).
e Medicién del peso seco

Se pesaron tubos Eppendorf de 1,5-ml, vacios, que luego fueron utilizados para
centrifugar 10 10° células a 6700g. Se extrajo el sobrenadante de los Eppendorf por
aspiracion y se colocaron en estufa destapados hasta secar el pellet. Finalmente, se

pesaron nuevamente y se calculo el peso del pellet sustrayendo el del Eppendorf vacio.



e Flujos de K*

Los flujos de K* se estimaron utilizando el isotopo radiactivo del Rb* (¥Rb*) que actua
como un analogo del K* (Krumschnabel y col., 1996). Se realizaron experimentos de pulso
con el fin de determinar la tasa inicial de incorporacion del ién a las células en diferentes
tiempos. El flujo de entrada de ®**Rb* fue denominado influjo de K* mientras que el flujo de
salida de %Rb* fue denominado eflujo de K*. Para cada experimento independiente se

utilizaron higados provenientes de 1 a 3 peces.

Influjo de K*

Las células fueron suspendidas en medios isosmoéticos a una concentracion de
12 108 céls ml™". La suspension celular fue diluida 1:1 con M4 (resultando una osmolaridad
de 180 mosM), o con M2 en presencia o ausencia de inhibidores metabdlicos.

A los 0, 10, 20 y 40 min, se transfirieron 3,5 ml de la suspensién celular a tubos cénicos
que contenian 1,26 uCi de ®Rb*, y se agitaron durante 60 s. Luego de 1, 4, y 7 min de
incubacion, se transfirieron 500 ul de la suspension celular, por duplicado, a tubos
Eppendorf de 1,5-ml. Estos tubos contenian 500 pl de M6 a 4°C con el fin de detener la
captacion del is6topo por las células. Se centrifugaron 4 s a 6700g y se elimind el
sobrenadante por aspiracion. Se lavd dos veces el medio adherido al pellet y a las
paredes del tubo agregando cuidadosamente 1 ml de M6, removiéndolo por aspiracion.
Este procedimiento aseguré una pequena senal de fondo. El pellet celular fue agitado
vigorosamente en vortex con 1 ml de solucidén de centelleo y la radiactividad fue
cuantificada en un contador de centelleo. Se tomaron muestras de 5 pul de la suspension
celular de los tubos cénicos, por duplicado, con el fin de determinar la actividad especifica

del ®Rb". Los resultados se expresan como nmol 10° céls™ min™

Eflujo de K*

La suspensién de hepatocitos (20 10 céls mi') se incubd en presencia de
1,75 pCi ®®Rb* mi™" durante 2:30 h, tiempo necesario para que las células incorporaran el
isétopo. Luego, la suspension se diluyé 1:1 en M4 o en M2 en presencia 0 ausencia de
inhibidores metabdlicos, con el agregado de 1,75 pCi ®Rb* mi'. Luego de 0, 10, 20 y 40
min de incubacion, 1 ml de la suspension celular fue transferido a tubos de reaccion

Eppendorf de 1,5-ml y se centrifugd durante 4 s a 6700g. Se extrajo el sobrenadante del
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tubo de reaccion por aspiracion y se diluyd el medio adherido al pellet y a las paredes del
mismo dos veces con 1 ml del medio de tratamiento no radioactivo removiéndolo por
aspiracion.

El pellet celular fue resuspendido en 1 ml del medio de incubacién (isosmotico, en
ausencia o en presencia de inhibidores, o hiposmotico) no radioactivo. Se tomaron 5 pl
para determinar la radiactividad total. De esta suspension celular se extrajeron muestras
de 200 ul por duplicado a los 4 y 8 min, y los pellets se separaron del medio por

+u

centrifugacion rapida como se describié en “influjo de K™. Se transfirieron 50 pi del
sobrenadante a tubos Eppendorf de 1,5-ml, se agreg6 solucion de centelleo, y se midid la

radiactividad. Los resultados se expresan como cpm 10 ®céls” min™".

Con el fin de identificar el tipo de canales de K* que potencialmente se activarian durante
anoxia quimica, se incubaron los hepatocitos de goldfish en presencia de 5 mM BaCl,,
1 mM TEA, 1 mM de quinina. Estos blogueantes se agregaron al medio de incubacién 4

min antes del agregado de CN.

e Medicién del Na™ intracelular

El procedimiento se basa en el uso de una solucién de acido ftalico y ftalato que permite,
mediante la centrifugacion rapida de una suspensiéon de hepatocitos, separar las células
del medio de suspensién celular.

Se agregaron alicuotas de 200 pl de la suspension celular (40 10° céls ml™") sobre la
superficie de una solucién de 1 ml de ftalico/ftalato (40 % v/v de acido ftalico mas 60 % v/v
de dibutil-ftalato) y se centrifugd durante 1 min a 6700g. Luego de centrifugar se removio
la solucién de ftalico/ftalato por aspiracion y el pellet celular se diluyoé con 500 pl de agua
destilada y se sonicé durante 30 min.

En algunos experimentos los hepatocitos fueron incubados en un medio libre de Na* (M6)
durante 30 min. Luego se centrifugaron durante 4 s a 6700g y se resuspendieron en el
mismo medio previo al inicio del experimento. El nivel de Na* intracelular se midié por

fotometria de llama utilizando un fotémetro EEL (Evans Electroselenium Ltd., Inglaterra).



e Medicién del volumen celular

Videomicroscopia

Se midi6 el tamano de los hepatocitos por videomicroscopia de contraste de fase. Se
sembraron 50 pl de una suspension celular de concentracién 4 10°céls ml' en una
camara de perfusion de 500 ul, cuya base esta formada por un cubreobjetos circular de
diametro 12 mm (FischerCo, USA). Los hepatocitos se equilibraron por 20 min bajo
superfusion con M2 (goldfish, trucha o rata segun corresponda) con un caudal de 0.5 ml
min"'. Luego, las células fueron superfundidas con diferentes medios dependiendo del
tratamiento. En estas condiciones no fue necesario el agregado de un medio de adhesion
celular ya que las células se mantuvieron adheridas al cubreobjetos durante todo el
experimento.

Los hepatocitos se observaron a una magnificaciéon total de 300X en un microscopio de
contraste de fase invertido (Olympus IMT-2) equipado con un objetivo 20X de amplitud
numérica 0.40. Las imagenes se tomaron a través de una camara CCD (EDC-1000,
Electrim Corp., NJ, USA) que operd con ganancia fija y se adquirieron a través de una
computadora por medio del programa Optimet (Bioscan, Inc., WA, EEUU) a intervalos fijos
de tiempo.

Al finalizar el experimento los hepatocitos se perfundieron con una solucion de calceina
1uM y se identificaron las células que permanecieron viables durante todo el

experimento. El sistema utilizado se muestra en la Fig. 5.
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Figura 5- Diagrama del sistema utilizado en los experimentos de videomicroscopia.

Los volumenes celulares se estimaron a partir de los diametros de los hepatocitos,
asumiendo que poseen forma esférica y que su volumen cambia en la misma magnitud en
todas las direcciones radiales. A intervalos de tiempo fijo se midieron los diametros de las
mismas células a partir de las imagenes almacenadas durante todo el experimento. Los
volumenes celulares fueron computados solo para las células que se mantuvieron viables
durante todo el experimento.

Los resultados se presentan como mediatESM de cuatro experimentos independientes,
utilizando 13-15 células por experimento. Los datos de volumen se expresan como

volumen total (V; en cm?) o como volumen relativo (Vr), en donde
Vr = Vt/Vo
Vt es el valor de V para t=t, mientras que Vo es V para t=0.

Bajo las condiciones experimentales aplicadas en este trabajo la técnica permitid detectar

cambios de volumen mayores al 8 %.
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Microscopia de epifluorescencia

Para la medicidon del volumen celular se utilizaron fluorocromos derivados de la
fluoresceina. Estos se obtienen comercialmente como el ester acetoximetilo (AM) del
fluorocromo. Los compuestos AM, una vez en el interior celular, son clivados por

esterasas intracelulares quedando retenidos en el interior de las células (Tsien, 1981).

Figura 6. Diagrama del sistema utilizado en los experimentos de epifluorescencia.1= fuente de
iluminacién con lampara de Xenén; 2= filtro de agua (filtro de radiacion infrarroja); 3= separador
(splitter) de rayos; 4= adaptador; 5= shutter electrénico de alta velocidad controlado por unidad
controladora y computadora; 6= rueda de filtros; 7= filtros de excitacion; 8-9-10= acople 6ptico
para la fibra éptica; 11= fibra 6ptica bifurcada; 12= médulo de epiiluminacién del microscopio

Se sembraron 300 pul de una suspension celular (4 10° céls mI™") sobre un cubreobjetos de
25-mm de diametro (FischerCo, USA) previamente embebido con poli-L-lisina al 0.1%
(p/v). Cada cubreobjeto con las células adheridas se monté en una camara con medio
isosmético y ésta en un microscopio invertido de epifluorescencia Nikon TE-200. Alli las
células fueron superfundidas con los distintos medios durante todo el experimento.

Se utilizé el fluorocromo calceina, que actia como marcador del volumen de agua
intracelular. Como la calceina es insensible a iones en el rango fisiolégico, y su masa
intracelular es constante, los cambios en la concentracion del fluorocromo (y por ende en
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la intensidad de fluorescencia) son proporcionales a cambios en el volumen celular
(Alvarez-Leefmans y col., 1995). El volumen de agua celular cambia en relacion inversa
con la concentracion del fluorocromo. En base al mismo principio se utilizé el fluorocromo
BCECF.

El volumen de agua intracelular se infiri6 de las lecturas de intensidad de fluorescencia
excitando la calceina a la longitud de onda de su unico pico de excitaciéon (495 nm). El
BCECF fue excitado a su longitud de onda isosbéstica® (440 nm). E todos los casos se
utilizé un filtro de excitacion 470 CWL, un espejo dicroico de 500 nm LP y un filtro de
emision de 515 nm LP (Fig. 6).

El software de adquisicidon (Metafluor) utilizado permiti6 marcar una pequefia regién
dentro de la célula, correspondiente a un 3-10% del area total de la misma, en donde se
midié la intensidad de fluorescencia (ver Fig. 7A). A esta region se la denominé pinhole
digital (ver Alvarez-Leefmans y col., 1997). También se marcaron pinholes digitales en
zonas del campo de observacion sin células, denominamos a la sefal que emitieron *
fluorescencia de fondo” (Fig. 7Ay 7B).

La incorporacién o cargado del fluorocromo se realizé durante 45-60 min incubando a las
células en presencia de 4 uM de calceina o 5 pM de BCECF. La senal fluorescente
proveniente fue monitoreada cada 60 s hasta que la intensidad de fluorescencia se
estabilizé en un nivel constante correspondiente a 5-10 veces el nivel de fluorescencia de
fondo (Fig. 7B).

Al finalizar el cargado del fluorocromo, la suspension celular fue lavada con M2 hasta que
se obtuvo una senal fluorescente constante (aproximadamente 30 min).

La superfusion de las células se realizé con un caudal de 2 ml min™.

% Longitud de onda donde el fluorocromo es insensible a cambios de pH y solo reporta cambios en su
concentracion intracelular.
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Figura 7- A) Hepatocitos de goldfish cargados con calceina, observados en pseudocolor. Los
circulos numerados indican las regiones (“pinholes” digitales) de la célula utilizadas para adquirir la
intensidad de fluorescencia durante el curso temporal de un experimento. Magnificaciéon: 400x.
B) Grafico que ilustra la intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo cuando los hepatocitos
son cargados con calceina o BCECF. Las lineas en el rango de intensidad de fluorescencia entre
200 y 400 indican la fluorescencia de fondo.

Para poder convertir la intensidad de fluorescencia (en unidades arbitratrias) a Vr, se
realizé una calibracién en la cual se expusieron las células a medios iso-, hipo- e
hiperosmético (Fig. 8). La suspension celular fue expuesta 3-5 min a medios: isosmético,
levemente hiposmoético (-10%) y levemente hiperosmético (+10%). Finalmente se
superfundié con medio isosmético M2 durante 15 min con el fin de que las células

restablecieran el estado estacionario antes de exponerlas al tratamiento especifico.
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Figura 8. Fluorescencia en unidades arbitrarias en funcion del tiempo. Ejemplo de la calibracion

realizada para cada célula.

Los valores de Vr se calcularon de la siguiente manera:

o  _1pho
O p = Ibkg
1 - I"bkg

en donde Fo y Ft representan la intensidad de fluorescencia de un pinhole digitalat=0y a
t=t, respectivamente. El valor de Fbkg representa la intensidad de fluorescencia

inespecifica.

El porcentaje de RVD (disminucion regulatoria de volumen) asociado a la repuesta
volumétrica de células expuestas a medios hiposmético fue calculado de la siguiente

manera:

%RVD = [(—’ T ;,]») } (’_i"r.es_‘ ‘)} %100
K

max

En donde Vrmax representa el valor de Vr maximo alcanzado, y Vrg representa el valor de
Vr luego de 20 o 40 minutos de alcanzado Vrmax (ver Fig. 9)
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Una descripcién detallada de esta técnica, su validacion y los computos correspondientes
pueden encontrarse en la bibliografia (Alvarez-Leefmans y col. , 1995; Altamirano y col. ,
1998).

e Calculo del coeficiente de permeabilidad osmdtica (Pf)

El Pf se calcul6 a partir de los valores de Vr de los hepatocitos de goldfish, del volumen
inicial (Vo = 1.36 10° cm®), el area de superficie (S = 5.94 10° cm?), el volumen molar de
agua (Vw = 18 cm®> mol™) y la tasa inicial de aumento del volumen d(V/Vo)/dt, por medio

de la relacion (Zhang et al., 1990):
Pf = Vo x [d(V/Vo)/dt] / [S x Vw x (OSMi — OSMo)]

En donde OSMi y OSMo denotan la osmolaridad intra- y extracelular, respectivamente.

e Medicion del pH intracelular (pHi)

Se realizaron mediciones continuas del pHi utilizando hepatocitos cargados con BCECF.
Se utilizé microscopia de epifluorescencia utilizando el sistema que se mostré en la Fig. 6.
Las células fueron excitadas a 495 nm y 440 nm. La primera es la longitud de onda en la

que la fluorescencia del BCECF es proporcional a la concentracion intracelular del
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fluorocromo y al pHi. La segunda es la longitud de onda isosbéstica del BCECF. Asi, el
cociente de la fluorescencia a 495 nm y a 440 nm (F 495/440) €S directamente proporcional
al pHi pero independiente de los cambios de concentracidn intracelular del fluorocromo
(Gleeson y col., 1990).

Al final de cada experimento se realizé una calibracién con el fin de traducir los resultados
de Fags440 @ valores de pHi. Para ello se utilizaron medios con 10 uM nigericina y los
siguientes patrones de pH 5.40, 5.70, 6.05, 6.56, 6.98, 7.46, 8.03. La composicion de los
mismos fue 10 mM Hepes, 150 mM KCI, y se ajusté a los distintos pH con KOH. El
principio de esta metodologia se basa en la utilizacion de nigericina y de una
concentracion de K* en los patrones de pH, similar a la concentracién intracelular del ion.
En estas condiciones el pHi es forzado a igualar al pHe.

Las ceélulas fueron incubadas secuencialmente con los diferentes patrones de pH
comenzando por el mas alcalino y se registrd el Fagsaqa0 cOrrespondiente a cada uno. Asi

se obtuvo el grafico de la Fig. 10.

Figura 10. Faesiaa0 €N funcion del pHe. Las células fueron incubadas con los diferentes patrones
de pH y se registr6 el cociente de la intensidad de fluorescencia a las dos longitudes de onda
495 nmy 440 nm.
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Ajustando los puntos del grafico a una curva sigmoidea, se obtuvieron los valores de R,

Rmin ¥ PK. Los valores de pHi se calcularon a partir de la siguiente ecuacion:

(F495/440'Rma'x)

pHi = pK + log

(Rmin' F4g5/44o)

En donde Rnax €s 1a Fagsiaq0 maxima y Rnin €S 1a Fagsiaa0 minima.

El pK se mantuvo en un rango de 7.2 a 7.5 en todas las células analizadas.

e Factores de conversion en hepatocitos de goldfish

El volumen de las células fue 1.31 10-9+2.02 10-11 cm?® céls™ (n=56). La relaciéon entre
proteinas totales y el nimero de células fue 0.7+0.1 (mg proteina 10° céls™') (n=13). El
diametro de las células obtenido por videomicroscopia fue 12.77+0.24 um (147 células de
10 preparaciones independientes) y el porcentaje de peso seco fue 251 % (n=19). El

rendimiento de células fue 62.2+9.7 10° células g™ de peso fresco ™' (n=15).

e Estadisticas

Se evalud el efecto de diferentes tratamientos sobre los flujos transmembranales de K’
mediante ANOVA de una via seguido por el test de comparaciones multiples Tukey-
Kramer. Se consider6 significativo un valor de p < 0.05. Los ajustes exponenciales para el
calculo de Vm (Vmaximo) + SE se realizaron por medio de la regresion no lineal.

En todos los casos se utilizaron 4 preparaciones independientes. El simbolo “n” indica el

numero de células provenientes de esas cuatro preparaciones.
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Capitulo II

Efecto de medios anisosmdticos sobre el volumen de

hepatocitos de goldfish.

Introduccion

El movimiento de agua a través de las membranas bioldgicas es siempre pasivo y rapido.
Por esa razon, la distribucion final del agua entre las células y el medio que las rodea es
siempre una distribuciéon en equilibrio termodinamico. Dado que en la mayoria de las
células animales la permeabilidad al agua es mucho mas elevada que la de los solutos, la
membrana celular se comporta como si fuese selectivamente permeable al agua, es decir,
como una membrana osmoética.

Cuando las celulas animales son expuestas a medios anisosmoéticos, inicialmente
presentan cambios de volumen hasta alcanzar nuevamente una distribucion en equilibrio
del agua. Sin embargo, en la mayoria de los casos, luego del periodo inicial de cambio de
volumen, continia una fase de recuperacion que ocurre a pesar de la continua presencia
del medio anisosmaético (Haussinger, 1996). Este comportamiento indica que la mayoria
de las células animales esta dotada de mecanismos que le permiten regular su volumen
frente a gradientes osmaoticos.

El tiempo en el que las células restablecen su volumen luego del estimulo anisosmético,
varia desde minutos a horas dependiendo del tipo celular en estudio. El comportamiento
regulatorio de volumen fue observado en una variedad de células incluyendo eritrocitos
nucleados, linfocitos humanos, hepatocitos de mamiferos y vertebrados inferiores. células
renales de mamifero, oocitos, axones, y miocitos, asi como en varios epitelios (Foskett y
Spring, 1985; Bianchini y col., 1988; Lang y col., 1990).

De acuerdo a la direccidén del gradiente osmotico transmembranal, se han descripto dos
tipos de respuestas regulatorias: aumento regulatorio de volumen (regulatory volume
increase o RVI) y disminuciéon regulatoria de volumen (regulatory volume decrease o
RVD) (Sarkadi y Parker, 1991; Alvarez-Leefmans y Reuss, 1996). La RVD se refiere al
proceso mediante el cual una célula mantenida en solucion hiposmoética recupera su

volumen original después de haber sufrido un aumento osmotico de volumen. Por el
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contrario, en el RVI una célula mantenida en un medio hiperosmoético recupera su
volumen original luego de una disminucién osmética del mismo.

Generalmente la RVD es provocada por la activacion de flujos de K* dependientes e
independientes de CI” (mecanismo efector de la respuesta). En la RVI en cambio, se
activan flujos de Na* (intercambiador Na'/H*, cotransportador Na'/K'/2CI). E| primer
grupo permite la pérdida disipativa de K" y CI” intracelular mientras que la activacion de
los segundos lleva a la ganancia neta de Na®' y CI" extracelular por parte de la célula
(Fig. 11).

K*/Cl- cotransporte
bomba K'Cl . salida de k*

Na*/K* independiente de Cl-
Na*
intercambiador Taurina
de aniones transporte
de taurina

HCO3-

" o
canales Otros /Efectores
Gardos de RVI

intercambiador
Na*/H*

H+

Ca ;
bomba de K" cotransportador
calcio Na* 2Cl-  Na*/K*/2Cl-

Figura 11- Esquema que ilustra los principales caminos de transporte a través de la
membrana celular de células de vertebrados. Las flechas indican los flujos netos de los
solutos. RVD, disminucién regulatoria del volumen. RVI, aumento regulatorio del volumen.

En células hepaticas de mamiferos no se verifica RVI en medios hiposmoticos, sino que
este debe ser inducido al exponer las células a un medio isosmético luego de RVD
(Corassanti y col., 1990; Gleeson y col., 1990). Por el contrario, en medios hiposmoéticos
los hepatocitos de trucha muestran RVI mediado por la activacion en paralelo de
intercambios Na*/H" y CI" /HCO3 (Haussinger y Lang, 1991, Fossat y col., 1997).

Durante la RVD no solo se activa el flujo de electrolitos (K* y Cl") acompaiado por agua
sino que también se verifica la salida de osmolitos organicos (Emma y col., 1997). Entre
estos ultimos se encuentran aminoacidos como taurina, poliglicoles como el sorbitol y
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aminas cuaternarias como tetrametilamina. Los sistemas de transporte activados durante
la RVD no parecen estar involucrados en el mantenimiento del estado estacionario
intracelular del K* y CI. Es decir que permanecen silenciosos hasta que las células
aumentan su volumen por encima de un valor umbral (Bianchini y col., 1988).

Los mecanismos por los cuales el estimulo osmético es transducido por la célula
provocando la activacion de la salida de K* y CI' no se conocen completamente. En
hepatocitos de mamiferos, el aumento de volumen abriria canales catidnicos no selectivos
debido al estiramiento de la membrana plasmatica (stretch activated channels). Asi se
produciria el aumento en la entrada de Ca®" a la célula y la activacion de canales de K*
sensibles al calcio (Burgess y col., 1981). Sin embargo, este aumento de Ca®* citosdlico
no parece ser un requisito para el desarrollo de la RVD (Haussinger, 1996), ya que la
salida de K" y CI se activaria directamente por el estiramiento de la membrana plasmatica
(Sackin, 1987, Lang y col., 1998).

Cuando las células son expuestas a soluciones isosmoéticas que poseen un soluto
permeable, ocurre una respuesta osmotica diferente. En este caso, el soluto penetra en
las células aumentando la osmolaridad intracelular. Este aumento provoca la entrada de
agua, hinchazén celular y subsecuente RVD isosmoética. Esta secuencia de eventos
puede observarse en hepatocitos de mamifero incubados en presencia de L-alanina, en
donde el aminoacido es cotransportado con Na* hacia el interior celular. El cotransporte
Na":alanina produce un aumento de volumen como resultado del aumento de solutos

intracelulares (Bakker-Grunwald, 1983).

Objetivos

+» Estudiar el efecto de medios anisosméticos sobre el volumen celular.
< Analizar los flujos transmembranales de K" asociados a los cambios de volumen.

*» Realizar estudios comparativos con hepatocitos de trucha y de rata.
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Resultados

e Cambios de volumen en hepatocitos de goldfish sometidos a
gradientes osmdticos transmembranales.  Mediciones  por

videomicroscopia

En la Fig. 12 se observa la evolucion temporal del volumen (V) de hepatocitos expuestos
a medios de diferentes osmolaridades de 120 a 503 mosM; y M2 en presencia de
ALA-AOQA.
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Figura 12. Volumen relativo en funcion del tiempo en hepatocitos de goldfish. Resultados
obtenidos por videomicroscopia. Las células fueron expuestas a medios 120 mosM (A),
180 mosM (), 300 mosM (@), 503 mosM (O) y a ALA-AOA (V). Los resultados son
mediastESM de cuatro experimentos independientes (en algunos puntos la barra de error
se encuentra dentro del simbolo). Las lineas punteadas representan el ajuste exponencial
a los datos experimentales con los parametros de mejor ajuste en la Tabla 1. Inserto:
micrografias de hepatocitos de goldfish en M2 (300 mosM, paneles superiores) y 120
mosM (paneles inferiores). Magnificacion: x300.

En medio isosmoético (~ 300 mosM) V se mantuvo constante (1.31 10°+2.02 10" 'cm?,

n=56) durante todo el periodo de observacion. Por el contrario, en presencia de medios
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120 mosM (60% hiposmético) y 180 mosM (40% hiposmotico), V mostré un aumento no
lineal alcanzando 3.1 10°+1.56 10" cm® (n=55) y 2.00 10°+1.21 10"° cm® (n=56)

respectivamente. Para ambas osmolaridades, las células no mostraron RVD.

Cuando las células se expusieron al medio 503 mosM (168% hiperosmético), su volumen
disminuyo a 8.5 10'°+3.91 10" cm?® (n=55), sin observarse RVI.

La incubacion de hepatocitos en medio M2 + ALA-AOA®, provocéd un aumento de V hasta
alcanzar un valor de 1.63 10°+6.91 107" cm® (n=57), sin presentar RVD.

Las lineas de la Fig. 12 resultan de ajustar a los resultados experimentales una funcioén

exponencial con los parametros que se indican en Tabla 1.

Tabla 1- Resultados de ajustar a los valores experimentales de la Figura 12 una funcion
exponencial de la forma V = Vo + (Vm - Vo) (1-e™).

Tratamiento Vm (cm°) ty
120 mosM 3.4610.24 7.5411 29
180 mosM 2.00£0.12 5.44 + 1.60
180 mosM (CFM) 203+0.18 7.92+4.05
ALA-AOA 1.631£0.08 11.93+7.07
503 mosM 0.90+0.07 8.41x154

Valores de los parametros + ES (error standard del ajuste).

Vm y Vo indican el volumen maximo y el inicial respectivamente. V indica volumen celular a
tiempo t. El valor de t,, (el tiempo necesario para alcanzar el 50% del Vm) se calculé de la
siguiente manera t,;; = In (2)/k, en donde k es una constante. ALA-AOA es un medio isosmatico
en presencia de 10 mM L-alanina mas 2.5 mM acido aminooxiacético. CFM indica experimentos
realizados con hepatocitos aislados en medio libre de colagenasa.

Contrariamente a lo esperado, no se observd RVD en células de goldfish expuestas a
medio hiposmético. Este es un resultado muy poco comun en la literatura de hepatocitos,
que podria tener consecuencias fisioldgicas importantes (ver discusion). Por ello se

realizaron experimentos adicionales para validar los resultados obtenidos.

& El medio M2 + ALA-AOA es isosmético e hipotonico. Isosmético ya que tiene la misma osmolaridad que la
intracelular, sin embargo, dado que la presencia de ALA-AOA en el medio extracelular genera entrada de
ALA y agua a la célula, el medio es ademas hipoténico.
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o Validacion de la ausencia de RVD en hepatocitos de goldfish

expuestos a medios hiposmdaticos

Procedimiento de disociacion de células

La utilizacion de colagenasa para disociar las células pudo haber removido una proteina
de membrana determinante de la RVD. Para poner a prueba esta hipotesis, se disociaron
hepatocitos en M7, sin colagenasa pero con EDTA (Seddon y Prosser, 1999).

En la Fig. 13A se observa que los hepatocitos de goldfish aislados en un medio libre de
colagenasa presentaron cambios volumétricos similares (cualitativa- y cuantitativamente)
a los aislados utilizando dicha enzima. En ambos casos el volumen aumentd hasta

alcanzar un valor constante sin observarse RVD.

Estudios comparativos

Para validar la técnica de medicion de volumen por videomicroscopia, se realizaron
experimentos en medios hiposmoéticos en hepatocitos de trucha y rata para los cuales se
sabia de la existencia de RVD inducida por medios hiposmoéticos (Bianchini y col, 1988 y
1991; Corassanti y col., 1990).

En la Fig. 13B se observa la evoluciéon temporal del Vr de hepatocitos de goldfish, trucha 'y
rata expuestos a medio hiposmotico. En las células de trucha y rata, la exposicidon a medio
180 mosM produjo un aumento de Vr que alcanzd un valor maximo de 1.18+0.03 (trucha,
n=48) y 1.34+£0.02 (rata, n= 48). Luego se observdé RVD de 94.02+23.74 % (trucha) y
65.38+5.41 % (rata).

Se ajusté una funcion exponencial de la forma Vr=Vro+A t e™ a los datos experimentales,

donde Vrg es el valor del Vr a tiempo 0, mientras A y n denotan constantes.
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Figura 13- Evolucion temporal del volumen relativo en hepatocitos de golfish, trucha y rata.
Resultados obtenidos por videomicroscopia. (A) Volumen relativo (Vr) en funcion del tiempo de
hepatocitos de goldfish expuestos a medio 180 mosM a pH 7.45. Los hepatocitos fueron
aislados utilizando medio con colagenasa (®) o en medio sin colagenasa (O). (B) Vr en funcién
del tiempo de hepatocitos de rata (4), trucha (B) y goldfish @) expuestos a medios 180 mosM a
pH 7.45 (rata), 7.6 (trucha) y 7.8 (goldfish). Los valores son la mediatESM de cuatro
experimentos independientes. Magnificacion: x300. Las lineas representan el ajuste empirico a
los datos, con los valores de los parametros de la Tabla 1.

pH del medio extracelular

Para probar si la RVD en hepatocitos de goldfish podria activarse en medio alcalino (como
se demostré en otros sistemas; ver discusidn de este capitulo), las células fueron
expuestas a medios iso- e hiposmaético (180 mosM) a pH 7.8. La exposicion a medio 180
mosM pH=7.8 indujo un aumento del Vr a un maximo de 1.58+0.05 (n=48), seguido por
una RVD de 25.83+ 1.81% (n=48) (Fig. 13B).

Reversibilidad del aumento del volumen celular de hepatocitos de goldfish
expuestos a medios hiposmaticos

Se analizé la reversibilidad del aumento volumétrico. Como se observa en la Fig. 14 en
medios hiposmético (180 mosM) el Vr aumenté sin presentar RVD. El subsiguiente

agregado de medio isosmoético provoco una disminucion de volumen a valores control.
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Figura 14- Evolucién temporal del volumen relativo de hepatocitos de goldfish expuestos a
medios hiposmoticos. Las células fueron superfundidas 15 min con medio control
(isosmético), durante 45 min con medio hiposmético (180 mosM) y finalmente con medio
isosmotico nuevamente. Resultados obtenidos por videomicroscopia. Los resultados son
mediastESM de cuatro experimentos independientes. Magnificaciéon: x300.

e Cadlculo de la permeabilidad osmdtica (Pf) en hepatocitos de
goldfish

El calculo de Pf requiere la medicidon precisa del cambio inicial de volumen cuando las
células son sometidas a medios anisosmoéticos. Para ello se utilizd microscopia de
epifluorescencia con alta frecuencia de registro (una medicién por segundo). En estas
condiciones, se determiné Pf de la pendiente inicial de aumento de volumen y de
disminucion del mismo cuando las células fueron expuestas a medios de osmolaridades
en el rango de 120-503 mosM.

A modo ilustrativo, la Fig. 15 muestra los cambios de volumen que ocurren en hepatocitos
de goldfish incubados en medio 85 % hiposmético. Se observé que el Vr aumento
(ISO-HIPO) y disminuyo (HiPO-1SO) presentando pendientes similares en ambas fases. El
Pf resultante fue 1.7 10°+2.7 10® ¢cm s”'. Para el calculo se utilizaron 17 células de
7 preparaciones independientes. Un ANOVA de una via mostré que el valor de Pf fue

independiente de la osmolaridad externa (P = 0.30).
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Figura 15. Evolucion temporal del Vr de hepatocitos de goldfish. Resultados obtenidos por
microscopia de epifluorescencia. Efecto del medio hiposmético (255 mosM) sobre el
volumen celular. Previo al experimento, las células fueron cargadas con calceina (®) o
BCECF (0O). Cada simbolo representa el volumen celular de una unica célula.

e Influjo y eflujo de K* en hepatocitos de goldfish

Medios anisosmaticos

En la Fig. 16 se muestra la magnitud del influjo y eflujo de K' en el tiempo, para
hepatocitos de goldfish incubados en medio iso- e hiposmético. En medio isosmético el
influjo de K* fue 0.35+0.12 nmol 10céls™ min™ (Fig. 16A), mientras que el eflujo fue
0.24+0.02 cpm 10°%céls™ min” (Fig. 16B). Ninguno de los dos flujos unidireccionales fue

alterado al incubar las células en medios hiposmoticos.
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Figura 16. Influjo (A) y eflujo (B) de K™ en hepatocitos de goldfish expuestos durante 40 min a
medio control (@) y 180 mosM (A). Los resultados son la media + ESM de cuatro
experimentos independientes.

Moduladores del eflujo de K*: pH extracelular alcalino y NEM (Fig. 17)

Con el agregado de NEM el eflujo de K* aumenté a 0.45+0.04 cpm 10° céls™ min™, es

decir aprox. 3.3 veces el valor control.

En medio hiposmético a pH 7.8 el eflujo de K fue 114+13% mayor que en medio

hiposmotico a pH=7.45.
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Figura 17. Eflujo de K" en hepatocitos de goldfish expuestos a medio 180 mosM a pH
7.45, pH 7.8 o pH 7.45+ NEM. Los resultados son media+ESM de cuatro experimentos

independientes. El asterisco indica P<0.05 con respecto a los valores isosméticos.
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Discusion

En este capitulo, se muestra por primera vez la respuesta volumétrica que desarrollaron
los hepatocitos de goldfish al ser sometidos a gradientes osmaoticos transmembranales
Como se observa en la Fig. 12, la exposiciéon de las células a un medio hiperosmaotico
provoco disminucién de volumen hasta alcanzar un valor constante, sin presentar RVI. De
manera reciproca, en presencia de medios hiposméticos se produjo un aumento del
volumen celular hasta valores constantes sin RVD.

El valor de Pf obtenido (1.7 10 cm s™) fue significativamente menor al valor reportado
para hepatocitos de rata a la misma temperatura (6.6 10°cms™; Yano y col., 1996),
aunque se mantuvo en el mismo rango. Estos valores sugieren una permeabilidad al agua
relativamente baja®, lo que es en principio consistente con la ausencia posible de canales
de agua en hepatocitos de vertebrados, ya que el Pf de una bicapa lipidica que no

contiene canales de agua es menora 5 10%cm s (Verkman, 1993).

Los hepatocitos de goldfish aumentaron su volumen en medios hiposméticos sin mostrar
respuesta regulatoria de volumen. Antes de inferir las consecuencias fisiolégicas de la
falta de RVD, fue necesario validar este resultado con diversos experimentos.
Primeramente se verifico6 que la utilizacibn de colagenasa para el aislamiento de
hepatocitos no hubiera eliminado algun elemento de la membrana que impidiera la RVD.
Cuando los hepatocitos de goldfish fueron aislados con un medio libre de colagenasa, y
luego expuestos a medio hiposmotico, la respuesta volumeétrica fue similar a aquella
observada en hepatocitos aislados en presencia de la enzima (Fig. 13A). Asi quedod
demostrado que la presencia de colagenasa en el medio de aislamiento no provocaba la
ausencia de RVD.

El paso siguiente fue realizar estudios comparativos utilizando hepatocitos de trucha y
rata, para los cuales se sabia previamente que presentaban RVD luego de la incubacién
en medios hiposméticos (Bianchini y col.,, 1988; Gores y col., 1989; Corassanti y col.,
1990). La utilizacién de estas células con el mismo sistema de medicion utilizado con los

hepatocitos de goldfish permitiria validar la técnica utilizada. En la Fig. 13B se observa

* Si bien la permeabilidad osmotica es baja en comparacion con otros valores del mismo parametro, el valor
obtenido para el hepatocito de goldfish sigue siendo alto en comparacion con la permeabilidad ionica del
mismo sistema.
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que tanto los hepatocitos de rata como los de trucha presentaron RVD al ser
superfundidos con medios hiposmoéticos. Es decir que la medicién de cambios de volumen
por videomicroscopia permitié6 detectar la ausencia o presencia de respuesta regulatoria

de volumen.

El mecanismo efector de RVD

La pérdida de K* parece ser el mecanismo efector principal en el desarrollo de RVD en
muchos tipos celulares de vertebrados. Utilizando técnicas de electrofisiologia, Wang y
Wondergem (1993) demostraron que en hepatocitos de rata el edema celular estaba
asociado a un aumento de la permeabilidad del K*. Por otro lado Bianchini y col. (1988)
demostraron que en hepatocitos de trucha, la incubacion en medios hiposmoticos
producia un aumento del Vr y de la permeabilidad al K* El eflujo de K* resultante era 7

veces superior al influjo del cation, generando salida de K* seguida de agua.

La respuesta de hepatocitos de goldfish fue diferente. Los resultados del presente estudio
muestran que la exposicién a medios hiposméticos de estas células no provocd desacople
de los flujos de K* y consecuentemente no se produjo RVD (Fig. 16). La falta de RVD en
medios hiposmoticos también fue reportada en células de mucosa intestinal de goldfish
(Groot, 1981). Sin embargo, esta respuesta no puede generalizarse a todas las células de
goldfish ya que en tubulos renales (Fugelli y col., 1995) y globulos rojos (Catlett y Miliich,
1976) la disminucion del volumen de ceélulas hinchadas se produjo como resultado de

eflujo neto de KCl y agua.

La ausencia de RVD de células de goldfish expuestas a medio hiposmético pudo deberse
a la inexistencia del mecanismo efector o a la falta de activacion del mismo. Para verificar
la presencia del mecanismo efector, se indujo la salida de K" de dos formas distintas. Por
un lado se utilizé NEM, un conocido activador del cotransportador KCI (Bianchini y col.,
1988, Jensen, 1994; Bogdanova y Nikinmaa, 2001). En células de goldfish hinchadas, la
activacion farmacolégica de la salida de KCl —por NEM- deberia inducir RVD. Por otro
lado, se intentd inducir la salida de K* incubando a los hepatocitos de goldfish en medios
hiposmaéticos pero a pH alcalinos. Este tratamiento se basa en resultados utilizando
glébulos rojos de carpa (especie que pertenece a la familia Cyprinidae al igual que el

goldfish) que muestran la activacion del eflujo de K* cuando se aumenta el pH extracelular
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de 7.6 a 7.8 (Jensen, 1994). Si en células de goldfish expuestas a medios hiposméticos a
pH 7.8 se activara la salida de K*, entonces podria observarse la presencia de RVD.

Los experimentos en presencia de NEM mostraron un aumento en el eflujo de K,
indicando que en principio el mecanismo efector de RVD estaria presente en los
hepatocitos de goldfish (Fig. 17).

La incubacion de hepatocitos de goldfish en medios hiposmoticos a pH=7.8 mostré
hinchazén celular seguida de una leve regulacién del volumen (Fig. 13B) y un aumento en
el eflujo de K* (Fig. 17). Es decir, en medios alcalinos, a diferencia de los resultados en
medios a pH=7.45 (ver Fig. 19), la respuesta regulatoria de volumen correlaciono
directamente con un aumento en el eflujo de K”.

Se podria hipotetizar que la falta de RVD en hepatocitos de goldfish sometidos a medio
hiposmético podria deberse a la aparicién de cambios irreversibles en estas células. Sin
embargo, la exposicion secuencial de hepatocitos a medios iso-, hipo- e isosmoticos
(Figs. 14 y 15) mostr6é que el aumento volumétrico de células en medios hiposmoticos fue

reversible.

Hasta aqui los experimentos de validacion indicaban que la ausencia de RVD no era
resultado de algun tipo de artificio.

La ultima validaciéon realizada estuvo relacionada con los métodos utilizados para medir el
volumen celular. Los mismos se encuentran divididos en dos categorias principales
(Alvarez Leefmans y Reuss, 1996). a) aquellos que estiman el volumen celular total, y b)
los que estiman el volumen de agua intracelular.

Un ejemplo de los primeros es la videomicroscopia donde se obtiene una imagen plana
de la célula en estudio. Si la forma de la célula se asemeja a la de una figura geomeétrica
(como una esfera en nuestro caso), conociendo una o dos de sus dimensiones puede
calcularse el volumen celular total. El segundo método consiste en estimar el volumen de
agua intracelular a partir de la concentracion de un marcador de volumen intracelular. En
el caso de la microscopia de epifluorescencia la calceina es un marcador apropiado para
este tipo de mediciones.

Dado que ambos métodos permiten estimar el volumen celular por medio de principios
totalmente independientes, se volvieron a exponer hepatocitos de goldfish a medios
hiposmoéticos pero esta vez se midi6 el volumen celular por microscopia de
epifluorescencia. Los experimentos (Fig. 15) demostraron que la ausencia de RVD fue

independiente de la técnica de medicion empleada. Mas aun, la utilizacion de BCECF en
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lugar de calceina mostré que los cambios de volumen estimados por microscopia de

epifluorescencia fueron independientes del fluorocromo empleado (Fig. 15).
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Capitulo III

Modelo matematic

Introduccion

Las propiedades dinamicas de las células estan determinadas por el funcionamiento
integrado de procesos de transporte a través de la membrana celular (Fig. 18). Todos los
componentes del sistema “célula” interaccionan entre si haciendo muy dificil analizar
procesos aislados. Un ejemplo de esta dificultad se observa con el funcionamiento de la
Na'/K'-ATPasa. Ademas de su efecto electrogénico esta enzima actua como una bomba
osmotica (Alvarez Leefmans y Reuss, 1996) expulsando un osmolito en cada ciclo de
reaccion y contribuyendo asi al mantenimiento del volumen celular (Baumgarten y col.,
1995). El funcionamiento de la Na'/K'-ATPasa contribuye al potencial de membrana, el
cual a su vez afecta varios pasos del ciclo de reaccién de la bomba. Por otro lado, los
cambios de volumen alteran la concentracion de los iones difusibles, y esos cambios en
las concentraciones modifican el potencial de membrana, el que a su vez puede afectar el

volumen celular.

Figura 18. Esquema de los distintos flujos de
solutos a través de la membrana plasmatica
celular (i= intracelular, e= extracelular). Se
incluye Na'/K'-ATPasa con estequiometria
KCI NacCl 3Na":2K’, la difusion de Na*, CI, K', y agua
"‘ ﬂ (flechas continuas) y los flujos de NaCl y KCI
‘ > activables por cambios de volumen (flechas

1 ﬂ discontinuas).

Para superar esta aparente complejidad y poder entender mejor los mecanismos

involucrados en los cambios de volumen celular, se construyd un modelo matematico

(basado en un modelo postulado por Hernandez y Cristina, 1998) que permite simular las
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interacciones entre el volumen celular, el potencial de membrana y los flujos de los
principales iones difusibles. De esta manera se identificaron los mecanismos involucrados
en la respuesta de volumen de los hepatocitos frente a medios anisosméticos.

Un aspecto clave del modelo es la posibilidad de simular la RVD a través de una funcién
umbral. Es decir, luego de la exposicion de las células a medios hiposméticos, el modelo
predice el flujo de entrada de agua y el aumento de volumen resultante. Cuando el valor
de volumen coincide con un valor prefijado llamado “sensor de volumen” (vse), y luego de
un tiempo de retardo (LAG), el modelo activa el eflujo de K y CI, permitiendo la RVD.

La validez del modelo fue probada ajustando las simulaciones a los datos experimentales.

Objetivos

¢ Desarrollar un modelo matematico que permita simular la evolucidén temporal del
volumen celular, el potencial de membrana y la masa de los principales iones
difusibles cuando los hepatocitos de goldfish, trucha y rata son expuestos a medios

anisosmoéticos variables.
e Caracteristicas del modelo

El modelo consiste de;

1- ecuaciones diferenciales ordinarias que describen el cambio en el tiempo del volumen
celular y de las masas de Na*, K* y CI".
2- ecuaciones algebraicas que describen la evolucion temporal del potencial de

membrana y de los flujos i6nicos.

El modelo se integré6 numéricamente con el fin de simular el comportamiento dinamico de
las células utilizando el programa SCoP (version 3.51; Simulation Resources, Inc.,
Redlands, CA). Los ajustes se realizaron mediante la rutina SCoPfit, la cual utiliza
cuadrados minimos para buscar los valores de los parametros que minimizan una funcion
error. Este ultimo procedimiento fue denominado ajuste modelo dependiente, para
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enfatizar el hecho de que durante el ajuste las constantes y restricciones impuestas por el

modelo matematico fueron tomadas en cuenta.

Para el flujo de la Na*/K'-ATPasa (Jp), se dedujo una expresion en estado estacionario

utilizando el programa Mathematica (version 2.2.1).

El modelo matematico permite simular los cambios en el tiempo del volumen celular y las

concentraciones de los principales iones difusibles cuando las células son expuestas a

gradientes osméticos. Los simbolos y las abreviaturas utilizadas se encuentran definidas

enla Tabla 2.

Tabla 2. Parametros y variables utilizados en el modelo matematico

Parametros

Ac Area permeable efectiva de la superficie celular

Pnas, Pk+, Pci- Coeficientes de permeabilidad de Na*, K*, CI

Pf Permeabilidad osmética

vse Sensor de volumen o valor umbral del volumen celular

Na’o, K*o, Cl'o Concentraciones extracelulares de Na’, K* y CI" bajo condiciones
isosmoticas

OSMo Osmolaridad extracelular

Xi Cantidad total de solutos impermeables intracelulares

mATP, mADP, mPi Masas intracelulares de ATP, ADP, y Pi

f1..,f6 Constantes de la transicion N1,..., N6 para el ciclo de reaccion de la
Na'/K’-ATPasa

b1..., b6 Constantes de la transicion N6,...,N1 para el ciclo de reaccion de la
Na'/K'-ATPasa

Keq Constante de equilibrio de hidrélisis de la reaccion ATP<ADP+Pi

ET Cantidad total de Na'/K*-ATPasa por unidad de area

Z Parametro cinético del Jx..c.. inducido por el volumen celular

Variables principales

Vr

Volumen relativo

mNa*’ mK*, mCI, mala

Masas intracelulares de Na*, K*, Cl'y L-alanina

Na'i, K'i,Cli, Pi, ADP,| Concentraciones intracelulares de Na*, K*, CI', fosfato, ADP y ATP
ATP

vVm Diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana celular

t Tiempo

Jp Flujo de la Na'/K'-ATPasa

Jna+, Jis, Joi Flujos electrodifusionales de Na*, K"y CI

Jx+cn Flujos de K* y CI" inducidos por el volumen celular

JALANa+ Flujo de L-alanina cotransportado con Na*

En el modelo se asume que: a) dentro de la célula existe una cantidad fija de aniones

impermeables monovalentes. b) Na*, K* y CI" son los unicos iones difusibles presentes.

c)Na' y K' se mueven pasivamente en respuesta a sus gradientes electroquimicos y

ademas son transportados activamente por la Na*/K*-ATPasa con una estequiometria de

3 Na'/2 K*. Esta relacion se mantiene fija a lo largo de toda la simulacién. d) CI" y el agua
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se mueven solo pasivamente. e) una funcién umbral activa un cotransporte electroneutro
de KCI que de otro modo se encuentra silenciado (estequiometria 1:1). f) cuando en el
medio externo se encuentra presente L-alanina, ésta es cotransportada junto con el Na® al
interior de la célula con una estequiometria 1:1. g) debido a la ausencia de reacciones que
involucran el metabolismo energético, las masas intracelulares de ATP, ADP y Pi se
mantienen constantes; asi sus concentraciones solo pueden ser modificadas por un
cambio en el volumen de la célula. h) el area total de la superficie celular sensible al
transporte de solutos y agua (Ac) se mantiene constante e independiente de los cambios

en el volumen celular.

El siguiente sistema de ecuaciones controla las velocidades de cambio de V, Vm y las
masas de los solutos difusibles.

dg’) = AcxVw x Pf x ( i+ my,. + m‘; e F M _ ()SM()] (1
d(n;fl_ ) tex Ve +Jkwci-) (2)
d (”;:_"z.t.) =Aex (=3xJIp+J yar + I vararn) (3)
a’(’i:ff—) =Acx(2xJp+J gy + Tk rcr-) (4)
"(”_’j:LALAchAM (5)

En la Ec. 1, los coeficientes de reflexion de todos los solutos se consideran iguales a la
unidad. La osmolaridad externa (OSMo) es considerada constante. La expresion
“(Xi + Myas + Mg + Mci. + Maa)/V” define la osmolaridad intracelular (OSMi). El producto
“Pf x (OSMi — OSMo)" representa el flujo de agua: cuando, por ejemplo OSMi < OSMo, el
flujo de agua es negativo, asi se verifica la salida de agua y la célula se encoge hasta que
las osmolaridades llegan a ser iguales a ambos lados de la membrana celular.
Considerando la estequiometria de la Na'/K*-ATPasa (3Na'/2K"), Jp fue multiplicado por
“~3" (Ec. 3) y por “2" (Ec. 4) con el fin de convertir los moles de ATP a moles de Na* y K,
respectivamente.

La consistencia fisicoquimica del modelo fue probada como se describe en detalle en
Cristina y Hernandez (1998).
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Flujos idnicos
Los flujos de los iones difusibles estan determinados por la expresién de Goldman.

JNa+ = Pna+ X [Na'0 — (mnas/V) x €] x u/(e - 1) (6)
Jei. = P x [Clo x € — (me/V)] x u/(e" — 1) (7)
Jk+ = Pk X [K'0 = (Mps/V) x €] x ul(e” — 1) (8)
con

u=FxVm/(RxT)

Se supuso que Ac es constante e igual para todas las sustancias que son transportadas,
aunque se sabe que los iones son transportados a través de proteinas transportadoras
especificas, y que debido a ello en una situacién real Ac podria variar considerablemente
con el tipo de ién. Es por ello que los flujos, asi como las permeabilidades, son aparentes.
Si durante el cambio de volumen los transportadores no fueran sintetizados de novo, ni

destruidos, Ac se mantendria constante.

Potencial de membrana (Vm)

Debido a que los cambios en el Vm ocurren a mayor velocidad que los cambios de V y de
la concentracidn intracelular de los iones, se supone que en todo momento el Vm se
encuentra en un pseudo- estado estacionario definido por la permeabilidad de los iones, el
flujo de la Na'/K’-ATPasa y los gradientes de concentracion. Como en Hernandez y
Cristina (1998), se asume que las actividades de los iones son iguales a la concentracion
de los mismos, los que se expresan como masa dividida por el volumen’. La ecuacion 9
es en esencia la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz para el valor de estado estacionario
del Vm (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949), con el agregado de “(-Jp x (e"-1)/u)” para
incluir el efecto electrogénico de Jp sobre Vm.

* . - “ . .
Por ejemplo, la expresion “mc,/V" define la concentracion de cloruros
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o~

Rut | I P XN o+ B XK 4 By ”’[‘/Z
Vm=——xIn| ——~F—— R (9)
k P, x m;/"” + P, x m[; Y+ P, xCL

Vm es la diferencia de potencial eléctrico (o potencial de membrana) a través de la

membrana plasmatica.

Flujo de la Na*/K*-ATPasa (Jp)

Como en el caso del Vm, la llegada a un estado estacionario del flujo de la Na'/K’-
ATPasa es también un evento rapido cuando se lo compara con los cambios que ocurren
en Vy en las concentraciones idnicas intracelulares. Esta es |la razén por la que se derivo
la expresion de estado estacionario de Jp que corresponde al modelo descripto por
Chapman y col. (1983; ver también Hernandez y col., 1989). La expresion de estado
estacionario también evita el problema de agregar nuevas ecuaciones diferenciales al
modelo. Las expresiones de la forma “(e€*?)™ aparecen en la formulacion general de Jp ya
que en el modelo Vm se encuentra afectando dos pasos elementales del ciclo de reaccion
de la Na'/K'-ATPasa (pasos 3 y 5 en Fig. 19). Para mantener la expresion del flujo de la
Na'/K*-ATPasa lo mas simple posible, la concentracién de cada componente intracelular

fue utilizada en lugar de usar su masa y volumen respectivos.

El flujo estacionario de la Na'/K*-ATPasa es el siguiente:

«/1) = 2,, T (10)

con

n = ET x [-(ADP x by x ba x bz x bs x bs x bg x K'i2x Na*0® x Pi) + ATP x f, x fax f4 x fs x fs x

K'o?x Na'i®x (e"?)9]

y con las expresiones para ¢i y di que se detallan a continuacion.
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Ligandos que multiplican (¢))

Coeficiente (d)

1 ATP x ADP x Na*o® b1 X by X bax fs X fs (€“%)?

2 ATP x ADP x Na‘o’x K'i? b1 X by X bax bg x fs x (€*2)?

3 ATP x ADP x K'i?x Ko? b1 X by X bg X fa X fsx (€*2)°

4 ATP x ADP x K'0? b1 X by x fax fs X fs x (€*2)°

5 ATP x K'i2 x K*o? (by + f5) X bg x f3x f4x fs x (€“?)*

6 ATP x K'o? (b1 + f2) x f3x f4x f5x fg x (€*2)*

7 ATP x ADP x Na'i®x Na*o® bz x bax 1 x fsx fs x (€“7)?

8 ATP x ADP x Na'i®*x K*o0? bax f1x f4x fs x fs x (e“7)°

9 ATP x Na'i® fix f2x fax fsx fs x (€*2)*

10  |ATP x Na'i®x Na*o® bax fy X 2 X fs x fg x (€*2)?

11 ATP x Na'i*x K*o? f1x fax fsx (€“2)° x [fo x fs+ fax (f2+ fs) x €4
12 |ADP x Pix Na'i’x Na'o® (fsx € + bs) X ba X bax by x f;

13 Pi x Na'i® (bs+ fsx €“2) x by x fyx f2x f3 x (€“2)?
14 Pi x Na'i® x Na'o® (bs+ fsx €“2) X bax by x f1x f

15  |Na'i’x K'o? (bs+ fsx €“2) x f; x fox fax fq X (€2)?
16 |ADP x Pi x Na'o® (fsx €2+ bs) x by x by x by X by

17 |ADP x Pi x Na'0®x K'i? (b1 x €“?+ bs) x by X by x bgXx bg

18  |ADP x Pix K'i? b1 X by X bg X bs x bgx €2

19  |ADP x Na'o®x K'i? b1 X ba X b3 X bs X bg

20 |ADP x K'i*x Ko b1 X by x bs x bex fsx €*?

21 Pi x Na*o®x K*i? (b1 + f,) X baX bgx bsx b

22 |PixK'# (by+ f2) X by X bs X bgx 3 x (€*2)?

23 K'i?x K'o? (b1 + f2) X bs x bex f3x f4x (€“2)?
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En donde
>ed,
Km,,, = N =l
Q. cd 1 ATP)
=1
y
M 6 23 1
Zc,a’, + chd,
K i=1 =16

05Na+, —

15
Q.cd, /Na+)
=7

Activacion de la respuesta regulatoria de volumen a través de una funcién
umbral

Ademas de las expresiones para Jk. (Ec. 6) y Jer. (Ec. 7), se supuso la existencia de un
flujo de potasio y cloruro adicional (Jks.c.) que solo puede ser activado cuando el V
alcanza un valor igual al de un sensor de volumen (vse).

SiV>vse (11)

Jircl = Zx (V - vse) / vse x (K*o x Cl'o — mK* x mCI'/V?) (12)

El parametro “Z” tiene en cuenta la densidad de transportadores de K* y CI".

Cuando V > vse, un cierto retardo en el tiempo (LAG) es introducido antes de que pueda
ser activado Jksc.. En ausencia del vse, la RVD es inexistente. Alternativamente, la
ecuacion 12 muestra que la RVD puede ser bloqueada si Z es igual a cero, si V=vse 0 si
no se encuentran presentes el K* o el CI".
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Figura 19. Esquema de reaccion en seis pasos elementales para el transporte activo de Na*-K*
por la Na'/K’-ATPasa (Hermandez y col., 1989 y Hemandez y Cristina, 1998). Este ciclo de
reaccion fue utilizado para deducir la expresion de estado estacionario del flujo de la Na'/K’-
ATPasa (Jp) que se utiliza en la Ec. 10.

N1, ..., N6 son intermediarios del ciclo de reaccion de la enzima. Na’i, K'i, Na'o, K'o son las
concentraciones intracelulares y extracelulares de Na* y K, respectivamente. El simbolo “u”
representa F xVm/ (R xT). Los simbolos f1,..,f6 y b1,.,b6 representan las constantes
elementales de cada uno de los pasos del ciclo de reaccion.
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RESULTADOS

e Cambios de volumen en hepatocitos de goldfish.

Los simbolos de la Fig. 20 muestran los resultados experimentales de Vr vs tiempo para
hepatocitos incubados en medios anisosméticos (idem Fig. 12, Capitulo Il). Las lineas
continuas representan el ajuste modelo dependiente a los datos experimentales, con los
valores y parametros de mejor ajuste que se muestran en las Tablas 3 y 4.

Puede observarse que la disminucién del Vr predicha por el modelo para células en medio
hiperosmético es mayor que la observada experimentalmente. Excepto por este caso, las

restantes simulaciones ajustaron bien a los datos experimentales.

120 mosM

Vr

5 180 mosM

ALA-AOA

300 mosM

503 mosM

0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)

Figura 20. Volumen relativo en funcion del tiempo en hepatocitos de goldfish. El Vr se calculé a
partir de los resultados experimentales presentados en la Fig.12, Cap. Il. Las células fueron
expuestas a medios 120 mosM (A), 180 mosM (c), 300 mosM (e), 503 mosM (o) y a ALA-AOA
(V). Los resultados son mediastESM de cuatro experimentos independientes. Las lineas
continuas representan el ajuste dependiente del modelo con los valores de los parametros de
las tablas Tablas 3 y 4.
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En la Fig. 21 se observan resultados de experimentos similares a los de la Fig. 20, es
decir, Vr vs t para las células de goldfish incubadas en medios anisosméticos, pero
utilizando microscopia de epifluorescencia en lugar de videomicroscopia. Se observa la
respuesta volumétrica reversible que presentan los hepatocitos de goldfish al ser
expuestos con medios iso, hipo e isosmético. La linea continua muestra el ajuste modelo
dependiente a los datos experimentales, utilizando un valor de Pf similar al obtenido

experimentalmente (entre 1.4 103y 1.7 103cm s™).

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)

Figura 21. Variaciones de volumen relativo en el tiempo de hepatocitos de goldfish sometidos
a medios iso-, hipo- (255 mosM) e isosmético. Resultados obtenidos por microscopia de
epifluorescencia de acuerdo a lo descripto en el Cap. ll. Efecto de medio hiposmético
(255 mosM) sobre el volumen celular. Cada simbolo representa el volumen celular de una
unica célula. La linea continua representa el ajuste modelo dependiente a un los datos
experimentales.

e Influjo y eflujo de K*

En presencia de medios hiposméticos y en ausencia de vse el modelo matematico predijo
que Vr aumentaba de manera no lineal hacia un valor constante (Fig. 22A). Por el
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Tabla 3. Resultados de los ajustes modelo dependientes del volumen de hepatocitos de goldfish
expuestos a medios anisosmoticos y a ALA-AOA. Los valores que se muestran fueron obtenidos
luego de 100 min de exposicion a los distintos medios.

Valores de las principales variables
120 mosM | 180 mosM | ALA-AQA | 503 mosM | UNIDADES

V | 39410° | 20110° | 163107 | 54210 cm®

Jp [ 1.0310™ [ 98710™ [ 1.2810™ [ 1.21 107 | molcm®s™
vm | -36107 | -3210% | -3.710° | -4.910° Y

Na*; | 5410° 7810° | 1.110° | 2610° mol cm™
K" 56 10° 8710° | 1.110° 1.8 10 mol cm™
cr | 3510° 4210° | 3410° | 2210° mol cm™
ALA; 0 0 24107 0 mol cm™

V= volumen celular , Jp= flujo de la Na’/K'-ATPasa, Vm= potencial de membrana. Na*;, K*; CI; y ALA;
indican las concentraciones intracelulares de sodio, potasio, cloruro y L-alanina, respectivamente. ALA-
AOA indica el medio isosmético en presencia de 10 mM L-alanina mas 2.5 mM de acido
aminooxiacético. Valores de referencia (t= 0) de las principales variables: V= 1.36 10° cm?,
Jp=1.90 10”2 mol cm %™, Vm=-2.1 10 V, Na*;= 1.6 10 mol cm™, K= 1.3 10* mol cm™, CI'=6.7 10°

5 mol cm™, ALA=0.

Tabla 4. Valores de los parametros utilizados para el modelo matematico de hepatocitos de

goldfish.
Parametro Valor Referencia
Ac 5.94 10° cm® este estudio
Pwa+, Pk+, Pei. 1.15 10° (f), 6 10° (), 9 107" () este estudio
Pf 1.710°cms” este estudio
Na‘o, K*o, Cl'o 1.465 10,5 10°, 1.515 10° mol cm™ | este estudio
Xi 1.12 10" mol () este estudio
OSMo 310 mol cm™ este estudio
f1 2510 cm’ mol®s™
f3 172 s™
f4 1.510" cm® mol? s™
f5 210°cm’ mol's™
6 1.1510%s™
B1 10° s Chapman y col. 1983
B2 10° cm” mol™ s~
B3 1.7210" cm’ mol” s™
B4 2 10° cm® mol™ s™'
B5 30s?
B6 610" cm® mol“ s™
Keq 239 mol cm™ Hemandez y Cristina 1998
ET 2 10" mol cm™ Schwarzbaum y col. 1992 (#)

mATP, mADP, mPi

3.3810™,3 107, 6.4 107 mol

Krumschnabel y col. 1996, Van den
Thillart y col. 1980

JALA

1.21 10™"° mol cm™ (f)

este estudio

“f” indica los valores de los parametros obtenidos por el ajuste dependiente del modelo. El valor de 2
se determind por los valores de las constantes de reposo del ciclo de la Na*/K'-ATPasa y de Keq. # El
valor de ET se derivo de los obtenidos para los hepatocitos de Rutilus rutilus, un teledsteo de agua
dulce perteneciente a la misma familia que el goldfish.
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contrario, la activacion de RVD indujo un eflujo neto de KCI (llamado Jk..c- en el modelo,

ver Fig. 22B) y un aumento de Vr que no ajusté a los
22A).

1,4e-11

0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)

-2,0e-12 1
-4,0e-12 1
-6,0e-12
-8,0e-12
-1,0e-11 -

-1,6e-11 +

resultados experimentales (Fig.

|
|

0O 20 40 60 80 100
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Figura 22. Resultados experimentales y teéricos de hepatocitos de goldfish expuestos a medio
180 mosM. A: Cambios de Vr vs tiempo de células expuestas a medio iso- (@) e hiposmético
(p). Los valores son medias + SEM de cuatro experimentos independientes. Las lineas
continuas representan el ajuste dependiente del modelo a los resultados experimentales, con los
valores de los parametros y variables de las Tablas 3 y 4. La linea punteada indica la prediccion
hecha por el modelo matematico del cambio de volumen inducido hiposméticamente en
presencia de vse. B: Activacion hipotética del Jx..c.. que permitiria la respuesta RVD que se

ilustra con linea punteada en A.

e Cambios de volumen en hepatocitos de trucha y rata.

En la Fig. 23, los simbolos representan los resultados

experimentales de Vr vs tiempo

para hepatocitos de trucha y rata sometidos a medios iso- e hiposméticos (idem Fig. 13B,

Cap. Il).

Las lineas continuas de las Figs. 23A (rata) y 23C (trucha) representan el ajuste modelo

dependiente de Vr vs t con los parametros de mejor ajuste que se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Resultados del ajuste modelo dependiente para hepatocitos de trucha y rata expuestos a
medio 180 mosM. Los valores de las permeabilidades (cm s™') fueron: Trucha, Px. = 6 107,
Pna:= 1102 y Pe. = 1.5 108 Rata, Py, = 2.5 107, Ppae = 3 10% y P, = 2.7 10, El valor de vse
para rata y trucha fue 1.02.

Valores de las principales variables
Trucha

t=0 t=610"s UNIDADES
V 1.36 10° 1.38 10° cm®
Jp 3.67 1077 6.69 10" mol cm™s”
Vm -2.310° -5.110% Vv
Na'i 1.8 10 1.7 10 mol cm™
K'i 1.310° 7.910° mol cm™
Clii 6.2 10° 1.910”° mol cm™
Rata

t=0 t=7510"s UNIDADES
Y 424107 4.83 107 cm®
Jp 71710 57310" mol cm“s”
Vm -2.8107° -5.6 10 \'
Na'i 28107 7.910° mol cm™
K'i 1.2 107 8.0 10 mol cm™
Clii 5110° 1.6 10 mol cm™

V = volumen celular, Jp = flujo de la Na*/K*-ATPasa, Vm = potencial de membrana. Na*i, K'i y Cri
son las concentraciones intracelulares de sodio, potasio o cloruro, respectivamente.

Se observa que la exposicion al medio hiposmético induce la salida de K* (Jk+c-) (Figs.
23B y 23D). De acuerdo al modelo propuesto, esta salida es acompanada por un flujo de
salida de CI' y por agua para mantener el equilibrio osmético (Ecs. 11 y 12). Dicha pérdida
de agua es la que origina la RVD.

En el caso de las células de trucha, el valor de Vr al cual se inicié la RVD (vse en el
modelo) es 1.02; esto implica un valor de volumen 2% superior al valor isosmaético de Vr.
Para obtener un buen ajuste se requirid un tiempo de retardo de 17 min (LAG) antes de
activar Jk+ci-. Hacia el final de la simulacién, Jx+cr- es 0.

En hepatocitos de rata, el valor de vse de mejor ajuste también fue 1.02, pero el LAG fue
el doble que el de trucha (34 min). Esto se debe a que tanto Jk.ci. y, por ende la RVD,
fueron mas lentos que en el caso de hepatocitos de trucha. El Jk+.ci- aun se encontraba
activo hacia el final de la simulacién.

Las lineas punteadas de las Figs. 23A y 23C ilustran Vr vs t para el caso hipotético en el
cual las células de trucha y rata no presentan RVD. En el modelo esto se logra
bloqueando la RVD.
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Figura 23. Resultados experimentales y teéricos obtenidos de hepatocitos de rata (A, B) y
trucha (C, D) expuestos a medios hipo- (180 mosM) e isosmotico. A y C: curso temporal de Vr
de hepatocitos expuestos a medio iso- @) e hiposmoético Q). Los valores son medias+tESM de
cuatro preparaciones independientes. Las lineas continuas y punteadas representan las
predicciones realizadas por el modelo matematico de los cambios de volumen inducidos
hiposmoéticamente en presencia (linea continua) y en ausencia (linea punteada) de vse
(sensor de volumen), utilizando los valores de los parametros y de las variables de la Tabla 5.
B, D: Simulacién del flujo de cloruro de potasio (Jk..c.) que permite la respuesta regulatoria
RVD observadaen Ay C (Ecs. 11y 12).
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Discusion

Al menos tres componentes se encuentran involucrados en la RVD (Altamirano y col.,
1998): a) un sensor de volumen, que detecta cambios en el volumen celular y los
transduce en algun tipo de sefal (generalmente intracelular); b) un mecanismo efector,
que provoca la pérdida de agua y osmolitos, y ¢) una sefnal que acopla el sensor con el
efector. En el presente modelo la célula sensaria el cambio de volumen cuando el
volumen celular iguala un valor determinado (vse). Luego se incluye un retardo en el
tiempo (LAG) necesario para acoplar la secuencia sensor-sefal-efector,
desencadenandose la RVD.

La respuesta volumétrica de los hepatocitos de goldfish sometidos a medios
anisosméticos fue simulada con el modelo matematico presentado. EI mismo utilizé todos
los resultados experimentales obtenidos en este y anteriores trabajos (Tabla 4). La
versatilidad del modelo se evidencia en el hecho de que se realizé un unico ajuste para
todos los resultados experimentales obtenidos. Es decir, que el modelo utilizé un unico
grupo de constantes y generd un unico grupo de parametros de mejor ajuste. Un unico
grupo de parametros implica suponer que las permeabilidades del agua e ibnicas se
mantienen constantes e independientes del gradiente osmotico. Esta suposicion es
consistente con la literatura (Hernandez y Cristina, 1998).

Como ya se explico, el modelo matematico predice la RVD cuando se activa un flujo neto
de KCI via un sensor de volumen. Sin embargo, los resultados experimentales (Fig. 16 del
Capitulo Il) mostraron que en hepatocitos de goldfish tanto el influjo como el eflujo de K*
fueron similares en medios isosmoticos y en medios hiposmaoticos. Esto indica que
experimentalmente no se generé un flujo neto de K* a través de la membrana celular.
Paralelamente se observo que los hepatocitos en medios hiposméticos no presentaron
RVD (Fig. 21). Por ende, la ausencia de RVD y de flujo neto de K* observados en los
hepatocitos de goldfish llevé a realizar una simulacion de Vr vs t en ausencia de RVD por
bloqueo del elemento sensor vse (Fig. 20 y Ecs. 11 y 12). Asi, al incubar las céiulas de
goldfish en medios hiposméticos se observd un aumento de volumen hacia un valor
constante, sin presentar RVD (Fig. 20).

Hasta aqui los resultados mostraban el aumento volumétrico hiposmético de las células.
Pero... ¢(Qué ocurre cuando los hepatocitos de goldfish son incubados en medios
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isosmoticos pero en presencia de un soluto permeable, es decir, en presencia de un
medio isosmético-hipotdnico?

La incubacion de hepatocitos con M2 + ALA-AOA provoco un aumento de volumen celular
sin RVD (Fig. 20). En el modelo matematico, esta situacion se simulé por medio de un
flujo constante de L-alanina hacia el interior de la célula. Esta seria una suposicion
correcta ya que en presencia de las concentraciones milimolares de sodio extracelular y
L-alanina utilizadas en el presente estudio, el fiujo L-alanina seria maximo (Wilson y col.,
1996).

El presente modelo provee evidencia de la ausencia o inactivacién de vse en hepatocitos
de goldfish. En efecto, para obtener un buen ajuste del modelo a los datos experimentales
en presencia de vse, la permeabilidad al sodio deberia haber sido 4 veces mayor a la
permeabilidad al potasio (8 10®° y 2 10® cm s™, respectivamente) pero estos valores no
son compatibles con un buen ajuste del modelo a los valores de Vr vs tiempo para medios

isosméticos’, y ademas no representa la situacion in vivo.

Los ajustes se realizaron utilizando un valor de Pf similar al obtenido experimentaimente
(entre 1.4 10* y 1.7 10® cm s™'). Es decir que en este caso el valor de mejor ajuste de Pf
modelo dependiente coincide con el valor de mejor ajuste utilizando una ecuacion
empirica.

En medios hiperosméticos, si bien se pudo simular una disminucion no lineal de Vr con el
modelo matematico, la magnitud del cambio predicha fue mayor que aquella obtenida
experimentalmente. La diferencia observada no puede deberse a cambios en el Pf ya que
no se encuentra considerada esa posibilidad en el modeio matematico. Ademas nuestros
resultados muestran que el valor de este parametro no depende de la osmolaridad
extracelular. Una discrepancia similar se observd entre el cambio de volumen desarrollado
en medio hiperosmético y el cambio de volumen predicho en hepatocitos de ratén
(Khalbuss y Wondergem, 1990). Como la sacarosa utilizada para preparar el medio
hiperosmético no atraviesa la membrana del hepatocito (Alpini y col., 1986) pareceria que
la disminucion de volumen hiperosmotica involucra mecanismos que no se toman en
cuenta en nuestro modelo. Por ejemplo, podria ocurrir que las permeabilidades iénicas no

fueran constantes.

" Cabe recordar que el valor de permeabilidad osmética es constante e independiente de la osmolaridad de
los medios de incubacion utilizados
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En el caso de hepatocitos de rata y trucha que presentan RVD, el efector de la respuesta
propuesto fue la salida de la célula de un flujo neto de K*-CI (Fig. 23). Esto no implica que
otros osmolitos no jueguen un papel importante en la respuesta volumétrica de células de
vertebrados. En el caso de las células de trucha, al igual que en las de rata, el valor de Vr
al cual se inicié la RVD fue 2% superior al vaior isosmético de Vr. La respuesta difirié en el
LAG que precede la activacion de Jk+cr-, siendo en hepatocitos de rata (LAG=34 min) el
doble que en la trucha.

Si bien el modelo desarrollado pudo ser utilizado con éxito para simular los cambios
volumétricos en presencia y en ausencia de RVD, es necesario tener en cuenta que el
mecanismo sensor de cambios de volumen del presente modelo es una simplificaciéon de
un sistema mas complejo que opera a nivel celular, que podria sensar tanto el nivel de
electrolitos (Emma y col., 1997) como la velocidad de cambio de volumen (Bond y col.,
1999).
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Capitulo IV

Efecto de la inhibicion metabolica sobre el volumen

de hepatocitos de goldfish.

Introduccion

Una propiedad fundamental que poseen las células animales es la habilidad de mantener
su volumen constante. El volumen celular se encuentra determinado principalmente por el
contenido total de particulas osméticamente activas (osmolitos) y la osmolaridad del
medio que bana las células. La alteracién del balance entre la entrada y salida de
osmolitos del interior celular provoca cambios en el contenido intracelular de los mismos
acompanados por movimientos netos de agua. Un ejemplo de la aparicién de este
desbalance de flujos se observa en anoxia fisiolégica y en anoxia quimica.

En los hepatocitos de la mayoria de las especies animales, la anoxia lleva al bloqueo de
la produccion de ATP mitocondrial, desencadenando una serie de eventos que incluyen:
despolarizacion de las membranas plasmatica y mitocondrial, acidificacién y pérdida de la
capacidad buffer intracelular, aumento de sodio y efectos citotoxicos promovidos por el
aumento del calcio citosélico libre. Estos cambios provocan el aumento de la osmolaridad
intracelular seguido de captacién de agua y aumento del volumen celular.

En hepatocitos de goldfish la secuencia de eventos recién enunciada se produce muy
lentamente o nunca llega a desarrollarse. Durante la anoxia los hepatocitos de goldfish
presentan respuestas metabdlicas dinamicas que prolongan la supervivencia celular.
Estas incluyen: (1) el realojamiento de la energia metabdlica disponible para proveer ATP
solamente a las funciones basicas para la célula (Krumschnabel y col., 1994); (2) el
bloqueo del aumento del Ca* citosdlico por medio de un flujo neto de salida de ese cation
(Krumschnabel y col., 1997), (3) el bloqueo de la acidificacion intracelular debido al
aumento de la capacidad buffer intracelular y a la secrecion neta de H* (Krumschnabel y
col.,, 2001) y (4) la acumulacién de los mayores niveles de glucégeno detectados en
hepatocitos de vertebrados (Dorigatti y col., 1996).

Aunque los principales mecanismos que permiten a los hepatocitos de goldfish tolerar la

inhibicion metabdlica ya fueron caracterizados, el desbalance osmoético asociado no habia
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sido estudiado. Se sabe que en hepatocitos de mamiferos la inhibicion metabdlica por
anoxia promueve el aumento de la osmolaridad intracelular cuando los gradientes ionicos
se relajan hacia el equilibrio termodinamico. Esto provoca un aumento del volumen celular
y activacion de mecanismos compensatorios (Hochachka, 1986; Boutilier, 2001).

En estudios previos sobre la regulacién de volumen de hepatocitos de mamifero
(Haussinger y Lang, 1991; Wehner y Tinel, 2000) y de trucha (Bianchini y col., 1988,1991)
se caracterizé la forma en que las células responden a gradientes osméticos en ausencia
y en presencia de inhibidores metabdlicos.

En hepatocitos de rata, el bloqueo de la fosforilacién oxidativa promueve un aumento del
Na® intracelular y consiguiente aumento de volumen (Carini y col.,, 1995). Mas aun, la
exposicién a la hipoxia y anoxia de hepatocitos de rata (Anundi y de Groot, 1989), trucha y
goldfish (Krumschnabel y col., 1996) provoca la activacion del flujo glucolitico,
aumentando de esta manera la concentracion de intermediarios glucoliticos en el interior
celular. La degradacion del glucégeno a glucosalP y el aumento anaerdbico de
intermediarios glucoliticos producirian un aumento de solutos osméticamente activos en el
citosol celular, causando el aumento en el volumen del hepatocito (Wehner y col., 1992;
Corassanti y col., 1990; Haussinger y Lang, 1991, Lang y col., 1998).

Otra consecuencia importante de la activacion del metabolismo anaerobico es el aumento
en el flujo de salida de osmolitos organicos de la célula. Un ejemplo de ello fue reportado
para hepatocitos de trucha y goldfish en los que la anoxia quimica indujo un aumento de
la salida de glucosa y lactato hacia el exterior celular (Krumschnabel y col., 2001). La
expulsion de osmolitos de las células podria contrarrestar el aumento potencial de la

osmolaridad intracelular de células andxicas.
Objetivos

%+ Estudiar el efecto de la inhibicion metabdlica sobre el volumen de hepatocitos de

goldfish y los flujos transmembranales de K* en hepatocitos de goldfish.

% Realizar estudios comparativos con hepatocitos de trucha y de rata.
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Resultados

e FEfectos de la inhibicion metabdlica en hepatocitos de goldfish,

trucha y rata

Volumen celular

Mediciones de volumen celular por videomicroscopia.

En ausencia de inhibidores metabdlicos (condicidén control), el volumen celular de los
hepatocitos de las tres especies se mantuvo constante en 1.31*10°+2.02*10™"! cm?® (n=56,
goldfish), 5.05*10°+8.95*10"" cm® (n=49; rata) y 1.17*10°+2.08*10"" (n=44, rata),

durante 100 min.

En la Fig. 24 se observa el efecto de CN y otros inhibidores del metabolismo (IAA+CN,
IAA) sobre el volumen celular de hepatocitos de goldfish (A), trucha (B) y rata (C).

Efecto det CN- En presencia de CN el volumen de los hepatocitos de goldfish se mantuvo
constante durante todo el experimento. En hepatocitos de trucha, la superfusion con CN
produjo solo oscilaciones de volumen alrededor del valor control. En hepatocitos de rata,

el Vr no sufrié cambios significativos con el CN.

Efecto del IAA+CN’ En hepatocitos de goldfish, la inhibicion simultanea de la glucolisis y la
fosforilacion oxidativa no produjo ningun efecto sobre el Vr. Lo mismo sucedid en
hepatocitos de trucha y rata. Los experimentos con hepatocitos de rata se realizaron

durante 60 min debido a la pérdida de viabilidad.

Efecto del IAA- Los hepatocitos de goldfish, trucha y rata no sufrieron cambios

significativos de volumen.
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Figura 24- Volumen relativo en
funcion del tiempo de hepatocitos
expuestos a inhibicidon metabdlica. Las
células de goldfish (A), trucha (B), o
rata (C) fueron superfundidas con M2
en presencia o ausencia (@) de los
siguientes inhibidores: 1AA (A) ,CN
(©) o IAA+CN (@). Se muestra el Vr
de hepatocitos de goldfish cuando
fueron expuestos a medio hiposmético
(180 mosM,0) Los experimentos
fueron realizados utilizando
videomicroscopia. Los resultados son
la mediatESM de cuatro
preparaciones independientes.
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Mediciones de volumen celular por microscopia de epifluorescencia.

En el caso de las mediciones por videomicroscopia, a diferencia de los cambios de
volumen que se producen en presencia de medios anisosmoticos (Fig. 24A), la inhibicién
metabdlica produjo variaciones del Vr que se encontraron en el limite de resolucion de la
técnica. Por esa razon se repitieron los experimentos de inhibicion metabdlica pero
utilizando una metodologia mas sensible como la microscopia de epifluorescencia. Esta

técnica permitié detectar variaciones en el Vr iguales o superiores al 2%.

Hepatocitos de goldfish sometidos a inhibicion metabdlica. En presencia de CN se
produjo una disminucién del volumen de un 3.2+0.51% (Fig. 25A). Luego se observé una
recuperaciéon hacia valores de volumen cercanos al control. Este patrén de disminucion
del Vr también se observé cuando las células fueron incubadas en presencia de IAA+CN.
Bajo este ultimo tratamiento, el volumen disminuyé un 6.6+1.6% por debajo del nivel
control a los 42 min (Fig. 25B). El agregado de IAA no tuvo efecto significativo sobre el Vr
de los hepatocitos de goldfish (Fig. 25C) en los que el volumen se mantuvo constante

durante todo el experimento.
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Figura 25. Volumen relativo (Vr) versus tiempo en hepatocitos de goldfish incubados en medio
control conteniendo CN (A), IAA+CN (B), o IAA (C). La calibracion se realizé con medios hipo- e
hiperosmoéticos con las osmolaridades del medio extracelular expresadas como porcentaje del
medio control. Los resultados son mediastESM de cuatro preparaciones independientes.
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Figura 26. Volumen relativo (Vr) versus tiempo en hepatocitos de (A) goldfish, trucha (B) y rata
(C) en presencia de CN. Las células fueron superfundidas en medio control a pH= 7.6 (goldfish y
trucha), y pH=7.4 (rata) en presencia de CN. La calibracion se realiz6 con medios hipo- e
hiperosmoéticos con osmolaridades del medio extracelular expresadas como porcentaje del
medio control. Los resultados son medias+ESM de cuatro preparaciones independientes.
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Experimentos comparativos: hepatocitos de goldfish, trucha y rata sometidos a
intoxicacion por CN. En la Fig. 26 se observa la evolucién temporal del Vr de
hepatocitos de goldfish (A), trucha (B) y rata (C) expuestos a CN. El tratamiento con CN
produjo una disminucién del Vr de 5+1.5 % con respecto al valor control. A los 23 min el
volumen de las células fue similar a los valores iniciales para permanecer constante
durante el resto del tratamiento. Seguidamente, la exposicion al medio control produjo un
aumento de Vr de 8+3.8 % por encima del valor inicial.

Por otro lado, en hepatocitos de trucha (Fig. 26B) la incubacién con CN produjo una
disminucién del volumen de las células a un 6+0.78% por debajo del control a los 4 min de
tratamiento. Mas tarde Vr aumentd hasta 16+5.6% sobre el valor control al final de la
superfusion con CN. La exposicion subsiguiente al medio control aumento Vr a 29+9.2%
sobre el valor control.

La respuesta observada en hepatocitos de rata en las mismas condiciones fue diferente.
Estas células aumentaron su volumen a un 5.1+1.1% sobre el valor control a los 3 min de

incubacion con CN, manteniéndose en ese valor hasta el final del experimento (Fig. 26C).
e Flujos transmembranales de K*

En ausencia de inhibidores metabdlicos, tanto el influjo como el eflujo de K se
mantuvieron constantes por 44 min. El influjo de K* fue de 0.21+0.03 nmol 10 céls min™',

mientras que el eflujo fue de 0.14+0.01 cpm 10°® céls™ min™.

Eflujo de K*

En la Fig. 27 se observa el eflujo de K* cuando los hepatocitos de goldfish fueron
incubados en presencia de inhibidores metabdlicos. Dichos flujos no fueron afectados por
ninguno de los inhibidores utilizados (IAA, CN, IAA+CN).

El eflujo de K* en anoxia quimica no fue alterado al preincubar los hepatocitos con 1 mM
BaCl,y 5 mM tetraetilamonio (ambos compuestos bloquean los canales de K* sensibles al

voltaje) y con 1 mM quinina (bloqueante de los canales de K* sensibles al Ca?*).
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Figura 27. Eflujo de K" en hepatocitos de goldfish expuestos a inhibicion metabdlica. Las células
fueron expuestas durante 44 min a M2 en presencia o ausencia (Ctrol) de los siguientes
inhibidores: CN, IAA, y IAA+CN. Los flujos fueron medidos a los 4 min, 14 min, 24 min y 44 min

luego del comienzo del experimento. Los resultados son medias+ESM de cuatro preparaciones
independientes.
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Influjo de K*

En la Fig. 28 se observa el influjo de K' cuando los hepatocitos de goldfish fueron
incubados con inhibidores metabdlicos. En presencia de IAA el influjo de K' no fue
significativamente distinto del control. En cambio, a los 4 min de incubacién con CN y con

IAA+CN se observa una disminucion del mismo al 47+11% (IAA+CN) y al 34+5% (CN) del
valor control.
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Figura 28. Influjo de K en hepatocitos de goldfish expuestos a inhibicion metabdlica. Las células
fueron expuestas durante 44 min a M2 en presencia o ausencia (Ctrol) de los siguientes
inhibidores: CN, IAA, y IAA+CN. Los flujos fueron medidos a los 4min, 14 min, 24 min y 44 min
luego del comienzo del experimento. Los resultados son medias+ESM de cuatro preparaciones
independientes. El asterisco indica p<0.05 con respecto al M2.

En los experimentos que se describen en el parrafo precedente, la condicion control y los
distintos tratamientos fueron evaluados en preparaciones independientes. Para confirmar
el efecto inhibitorio del CN sobre el influjo de K*, se realizd un experimento en el que los
hepatocitos fueron incubados secuencialmente con medios control y con CN (Fig. 29). Al
igual que lo observado en la Fig. 28, la presencia de CN en el medio de incubacion

produjo una disminucién aguda del influjo de K™ a 39+6.7% del valor control.
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Figura 29. Efecto del CN sobre el influjo de K* en hepatocitos de goldfish. Las células fueron
incubadas durante 20 min en M2 (Ctrol) y luego durante otros 20 min en M2+CN. Los resultados
son mediastESM de cuatro preparaciones independientes.

Para determinar la importancia relativa de la actividad Na'/K*-ATPasa para mediar el
influjo de K* se incubaron hepatocitos en condiciones control (M2), en M2+ouabaina (OB),
y en presencia de M2+OB+CN (Fig. 30A).

El agregado de OB produjo una disminucion del influjo de K* a 14.82+3.15% del valor
control, mientras que en presencia de OB+CN la caida fue de 10.95+2.06 %. No hubo

diferencias significativas en el porcentaje de inhibiciéon del influjo con OB y con OB+CN.

En presencia de concentraciones milimolares de glucosa en el medio extracelular, las
células de goldfish presentan niveles de ATP 3 veces superiores que en ausencia de
glucosa (Dorigatti y col., 1996). Se utilizé esta informacion para determinar si el efecto del
CN sobre el influjo de K* se debe a una disminucién de la concentracion intracelular de
ATP. Previamente, se habia observado que en ausencia de glucosa y en presencia de CN
el influjo de K* disminuia tres veces (Figs. 28 y 29). En la Fig. 30B se observa el efecto del
CN sobre el influjo de K*, en presencia y en ausencia de glucosa. En presencia de
glucosa el influjo de K* fue 194+40% con respecto al control, mientras que en medios con

glucosa+CN este flujo se vio inhibido en un factor de 3 (59.34+0.93%).
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Figura 30. Efecto del CN, OB y glucosa sobre el influjo de K* en hepatocitos de goldfish. Las
células fueron incubadas en A: M2 (Ctrol), M2+ouabaina (OB), M2+OB+CN (OB+CN); B: M2
(Ctrol), glucosa, glucosa+CN (Glu+CN). Los resultados son media+ESM de cuatro preparaciones
independientes. * indica p<0.05 con respecto al control. # indica p<0.05 con respecto al flujo con
glucosa.

e pH intracelular (pHi)

La acumulacion de lactato como consecuencia de la activacion de la glucélisis y la
hidrélisis de nucledsidos fosfato son los principales factores responsables de la
acidificacion citosélica (Carini y col., 1995; Krumschnabel y col. 2001). En especies
sensibles a la anoxia, como la rata, la acidificacion celular produce el aumento de Na*
intracelular y un consiguiente aumento de volumen (Carini y col., 1995). Debido a que en
los hepatocitos de goldfish en anoxia no se observé dicho aumento, se analizé el pHi de

células anodxicas.

El pHi de los hepatocitos de goldfish incubados en medio control fue 7.51+0.02 (n=48, Fig.
31A). Luego de 2 min en presencia de CN, este valor disminuyd significativamente a
7.44+0.02 y se estabilizd en los valores iniciales al final del tratamiento.

Por otro lado, el pHi de hepatocitos de trucha incubados en medio control fue 7.51+0.01
(n=48, Fig. 31B). El tratamiento con CN produjo una caida aguda del pHi que alcanzé
7.30+£0.01 (n=48) a los 5 min. El valor de pHi aumentd progresivamente hasta alcanzar
7.38+0.02 al final de la incubacién con el inhibidor. La superfusion con medio control al
finalizar el tratamiento llevé el pHi de las células de trucha a valores cercanos al control
(7.55+0.02,n=48).
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Figura 31. Efecto del CN sobre el pHi. Resultados obtenidos por microscopia de epifluorescencia
con BCECF. Las células de goldfish (A) y trucha (B), fueron superfundidas en medio control en
ausencia o presencia de CN. Los resultados son mediastESM de cuatro preparaciones

independientes.
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Relacion entre el pHi y el Vr de hepatocitos de goldfish y trucha en presencia
de CN.

Como se explicd anteriormente, el pHi se encontraria relacionado con el Vr ya que el
aumento de Na* a pH acidos provocaria un aumento del volumen celular. Sin embargo, no
se observo ninguna correlacion entre el pHi y el Vr tanto en hepatocitos de trucha como
de goldfish (Fig. 31).

Figura 32. Correlacion pHi vs Vr en hepatocitos de goldfish (A) y trucha (B) expuestos a CN. Las
células fueron perfundidas en M2 con CN. Resultados obtenidos por microscopia de
epifluorescencia con BCECF. Se utilizaron 48 células provenientes de 4 preparaciones
independientes para cada especie.

e Contenido intracelular de Na*

En hepatocitos de rata (Carini y col., 1995) y de trucha (Krumschnabel y col., 2001) la
anoxia quimica induce la inhibicion de la actividad Na‘/K*-ATPasa y la acidosis
intracelular, seguida por la activacion del intercambiador Na*/H*. Esto ultimo produce la
entrada de Na* a la célula, el aumento del volumen celular y la pérdida progresiva de
viabilidad celular. El efecto de la anoxia quimica sobre la homeostasis del Na* en
hepatocitos de goldfish puede evaluarse en la Fig. 32. En medios control, el nivel
intracelular de sodio se mantuvo constante en 22.10+0.31 nmol 10° céls™ durante los
40 min del experimento. En presencia de CN no se produjeron cambios significativos. Por
otro lado, en presencia de OB el contenido de Na* aumenté a 50 nmol 10 céls™. Cuando
los hepatocitos fueron preincubados en un medio isosmético libre de Na* durante 30 min,
el contenido del ion disminuyé a un 16% del valor control sin mostrar un cambio

significativo durante los 40 minutos del experimento.
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Figura 33. Evolucion en el tiempo del contenido de Na” intracelular de hepatocitos de goldfish. Las
células fueron incubadas en M2 (Ctrol) en ausencia (@) o en presencia de CN (¢), OB (a). Los
cuadrados (m) representan el contenido de sodio de las células expuestas a M6 (sin sodio). Los
resultados son mediastESM de cuatro preparaciones independientes.
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En el presente capitulo se presentan los resultados de volumen celular y flujos
transmembranales de K* cuando los hepatocitos de goldfish fueron sometidos a la
inhibicion de las dos principales vias productoras de ATP: la glucélisis y la fosforilacion
oxidativa. A efectos comparativos, los experimentos mas relevantes fueron repetidos con

hepatocitos de animales sensibles a la anoxia como la rata y la trucha.

Inhibicion de las vias productoras de ATP

Si bien el bloqueo de la glucdlisis con IAA no provocé cambios en el volumen de las
celulas de goldfish, el bloqueo de la fosforilacion oxidativa por CN, tanto en presencia
como en ausencia de IAA, provoco una disminucion volumétrica de aproximadamente 3%
(CN; Fig. 25A) y 7% (IAA-CN; Fig. 25B). Esta caida fue aguda y transitoria, dado que se
verifico un aumento posterior de volumen hacia valores control (CN) o incluso hacia
valores mayores (IAA+CN).

La presencia de CN o IAA+CN redujo el influjo de K* en 60-67%, mientras que no se
observo ningun efecto de estos inhibidores sobre el eflujo. La diferencia entre influjo y
eflujo de K* en presencia de CN resulté en un eflujo neto del 0.1+0.04 nmol 10° céls™
min~". Debido a que en células controles entre el 85-89% del influjo de K* fue mediado por
la Na'/K*-ATPasa, y que este porcentaje no cambi6 cuando las células fueron incubadas
en presencia de CN (Fig. 30A), se concluyd que la salida neta del i6on fue una

consecuencia directa de la inhibicion de la bomba.

Relacién entre el volumen celular y los flujos de K*:

En hepatocitos de vertebrados, la perdida de K* o KCI generalmente se asocia a la salida
de agua de la célula. El grado de correlacion entre la salida de K* y la disminucion
volumétrica de hepatocitos andxicos puede evaluarse utilizando los siguientes datos: 1)
concentracion intracelular de K" libre citosélico en condiciones control; 2) eflujo neto de K*
desarrollado durante la anoxia quimica. El cambio de volumen se calcula a partir de la
salida de agua que resultaria de la perdida de potasio, suponiendo equilibrio rapido de

agua entre los compartimentos intra- y extracelular.
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Las lineas discontinuas de la Fig. 34 muestran el curso temporal teérico de cambio de
volumen considerando que la salida de agua de la célula es consecuencia directa de la
perdida de K'. De la comparacion de la disminucion volumétrica tedrica y experimental
(proveniente de la Fig. 25A) se concluye que los cambios de volumen observados no

pueden ser explicados por la pérdida de potasio intracelular.
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Figura 34. Volumen relativo (Vr) vs tiempo en hepatocitos de goldfish incubados en M2 (Ctrol)
conteniendo CN. Las lineas continuas son los resultados experimentales extraidos de la Fig 25A.
Las lineas discontinuas indican los cambios de Vr tedricos. Los resultados son mediastESM
(n=48).

Experimentos comparativos

Para poder entender los cambios volumétricos observados en un contexto mas amplio, se
incubaron con CN hepatocitos de trucha y rata, dos especies que, a diferencia del
goldfish, son altamente sensibles a la falta de oxigeno.

En hepatocitos andxicos de trucha, se observo una disminucién aguda del Vr (Fig. 26B),
pero luego el volumen sufri6 un aumento continuo hasta 116 % del valor control. Al
finalizar el experimento (=80 min) el aumento de volumen fue mayor al observado en
hepatocitos de goldfish incubados con IAA+CN o CN (Fig. 25A y 25B).

Por otro lado en hepatocitos de rata la respuesta al CN fue diferente. Se observd un
aumento agudo del Vr de 5% por encima del valor control, manteniéndose en este valor

hasta finalizar el experimento (Fig. 26C).
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Significado bioldgico de los cambios volumétricos observados

En principio el aumento de volumen de hepatocitos sometidos a anoxia quimica, tal como
ocurre en la rata, ha sido descripto con anterioridad. En hepatocitos de rata el IAA+CN
lleva a un aumento de Vr del 59% (Gores y col., 1989) mientras que el CN lleva a un 15-
20% (Carini y col., 1999). Se ha interpretado que estos aumentos volumetricos
representan un evento temprano de cambios morfolégicos que culminan en la muerte
celular (Gores y col., 1989). Primero se formarian pequenas vesiculas en la membrana
celular (blebs) junto con un incremento moderado en el tamafo de la célula. Los
hepatocitos de rata mantendrian esta morfologia por algun tiempo hasta el desarrollo de
un aumento abrupto en el tamano de los blebs y la ruptura de los mismos seguido por la
pérdida de viabilidad (Herman y col., 1988). Es decir que el aumento volumétrico de
células andxicas esta asociado con la muerte celular.

Los resultados de la presente tesis muestran claramente que en hepatocitos de especies
sensibles a la anoxia, el edema celular aparece de manera aguda (rata, Fig. 26C), o con
posterioridad a una disminucién transitoria de volumen (trucha, Fig. 26B). Por el contrario,
en hepatocitos anodxicos de goldfish el edema celular es inexistente. Es decir que las
células de goldfish poseerian mecanismos que impiden o evitan el aumento volumétrico

que, como se menciond mas arriba, lievan a la muerte celular.

Pero ¢ cuales son estos mecanismos?

La ausencia de aumento del volumen en hepatocitos de goldfish implica que varios de los
desbalances iénicos y/o energéticos que ocurren en hepatocitos de especies sensibles no
ocurren u ocurren mas lentamente.

En hepatocitos andxicos de especies sensibies, el edema celular es consecuencia directa
de la pérdida de la homeostasis idnica y subsiguiente entrada de sodio. La misma es
provocada por dos eventos que ocurren simultaneamente: 1) la caida de la actividad
Na*/K*-ATPasa, con la consiguiente pérdida del gradiente electroquimico transmembranal
de sodio y 2) la acidificacién celular, que estimula el intercambiador Na*/H* provocando el
influjo neto de sodio.

En hepatocitos de goldfish en anoxia, por el contrario, si bien la disminucién del influjo de
K* implico una caida significativa de la actividad Na*/K*-ATPasa (Fig. 28), la

concentracion intracelular de sodio se mantuvo constante (Fig. 33). Se podria inferir que
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la leve disminucion del pH intracelular (Fig. 31) previno la entrada masiva de sodio por
estimulacion del intercambiador Na*/H*

Es decir que los gradientes electroquimicos de sodio y de protones se mantienen
constantes en los hepatocitos de goldfish. En cuanto a los gradientes electroquimicos de
K*, vimos previamente que si bien la anoxia quimica provoco un desacople importante del
influjo y el eflujo de K*, la magnitud de estos flujos en relacién a la concentracion
intracelular del cation es tal que sélo se pierde 2.5 % del potasio intracelular.

Estos resultados implican que en los hepatocitos de goldfish, a diferencia de lo que ocurre
en especies anoxia sensibles, la homeostasis ionica y el balance osmético no sufren

cambios drasticos.
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En el caso de hepatocitos de rata y trucha que presentan RVD, el efector de la respuesta
propuesto fue la salida de la célula de un flujo neto de K*-CI" (Fig. 23). Esto no implica que
otros osmolitos no jueguen un papel importante en la respuesta volumétrica de células de
vertebrados. En el caso de las células de trucha, al igual que en las de rata, el valor de Vr
al cual se inicié la RVD fue 2% superior al valor isosmético de Vr. La respuesta difirié en el
LAG que precede la activacion de Jk+ci-, siendo en hepatocitos de rata (LAG=34 min) el
doble que en la trucha.

Si bien el modelo desarrollado pudo ser utilizado con éxito para simular los cambios
volumeétricos en presencia y en ausencia de RVD, es necesario tener en cuenta que el
mecanismo sensor de cambios de volumen del presente modelo es una simplificacion de
un sistema mas complejo que opera a nivel celular, que podria sensar tanto el nivel de
electrolitos (Emma y col., 1997) como la velocidad de cambio de volumen (Bond y col.,
1999).
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Discusion general

En la presente tesis se estudiaron los efectos de medios anisosméticos y de la anoxia
quimica sobre el volumen de hepatocitos de goldfish. Asimismo se estudiaron los flujos
transmembranales de K* asociados a los cambios de volumen celular. Por ultimo. se
realizaron experimentos comparativos en hepatocitos de especies sensibles a la anoxia

como la trucha y la rata.

Uno de los resultados mas importantes de la presente tesis refiere la ausencia de RVD en
hepatocitos de goldfish expuestos a medios hiposméticos. Se trata del primer reporte de
hepatocitos de vertebrados que no presentan regulacién de volumen en medios
hiposmoticos. Es importante recalcar que en estas condiciones los hepatocitos de goldfish
permanecieron viables, habiéndose descartado sistematicamente todo tipo de artificio que
pudiera haber generado la respuesta volumeétrica observada. Mas aun, se desarrolld un

modelo téorico compatible con los resultados experimentales.

Otro resultado relevante del presente estudio refiere a la gran capacidad de los
hepatocitos y de goldfish para retener K cuando estas células son expuestas a
gradientes osmoticos variables y a la inhibicion de las principales vias productoras de
ATP.

Significado fisioldgico de los cambios de volumen

Anoxia quimica

En hepatocitos de especies anoxia sensibles, la inhibicion del metabolismo aerdbico
genera una serie de cambios que incluyen el aumento de volumen y que terminan con la
muerte celular. En el presente estudio se muestra como, en hepatocitos de goldfish, si
bien se verifican en algunos casos cambios leves en las concentraciones de los iones
intracelulares, el mantenimiento de los gradientes idnicos (K*, Na*, H") evita cambios de

volumen y por ende prolonga la viabilidad celular. En el caso del K, su concentracion solo
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cambia levemente porque aun cuando los flujos transmembranales se desacoplan en
anoxia, la magnitud de los mismos es relativamente baja. El pH intracelular se modifica
muy levemente, debido que los hepatocitos de goldfish poseen una alta capacidad buffer
al mismo tiempo que secretan protones de manera activa bajo anoxia (Krumschnable y
col. 2001). Al evitar la acidez celular, el intercambiador Na*/H" no se activa con lo cual el
sodio intracelular también se mantiene constante.

En principio, la disminucion de volumen observada al incubar los hepatocitos de goldfish
con CN podria estimular la glucogendlisis y la glucdlisis (Graf y col., 1988; Lang y col ,
1998), aumentando la producciéon de ATP durante la anaerobiosis. Sin embargo, en la
literatura subsisten controversias respecto del efecto del volumen celular sobre la
glucdlisis, dado que en distintos tejidos la disminucién de volumen correlaciona directa o
indirectamente con el flujo glucolitico (Clegg y col., 1990, Orfali y col., 1994, Peak y col.,
1993).

Medios hiposmdticos

En esta condicion los hepatocitos de goldfish se hincharon pero luego no regularon su
volumen de manera significativa. Si bien se desconoce el significado preciso de este
resultado, Lang y colaboradores (1998) postularon que el edema celular podria actuar
como sefial inhibitoria del metabolismo, particularmente si el estrés producido por el
medio hiposmético es transitorio o si el gradiente osmético transmembrana no amenaza
con la muerte celular (Strange y col., 1996). La baja metabdlica inducida por aumento de
volumen podria evitar el gasto de energia metabdlica y prolongar la viabilidad celular. Los
estudios de reversibilidad de la respuesta volumétrica a medios hiposmoéticos (Cap. 1)
parecen estar de acuerdo con estas observaciones, dado que en medios hiposméticos los
hepatocitos hinchados de goldfish, a pesar de no mostrar RVD, pudieron recuperar su

volumen y mantenerse viables al ser nuevamente incubados en medios isosmoticos.

Homeostasis del K* (Fig. 35)

Como se vio en el Cap. Il, en medios hiposmoéticos los hepatocitos de goldfish
aumentaron su volumen pero no alteraron sus flujos transmembranales de K* En el Cap.
Il vimos que estos resultados fueron compatibles con un modelo teérico en donde por lo
menos un elemento del mecanismo de RVD estaba ausente o inactivado. Por el contrario,

en hepatocitos de trucha la exposicion a medios hiposmoticos promueve la salida de KCI
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(Bianchini y col., 1988, 1991) y de agua, lo cual permite a estas células regular su
volumen por RVD (Fig. 13B).

En cuanto a la anoxia quimica, en células de goldfish se activo un eflujo neto de K" de un
4 % (Cap. IV), pero la magnitud de este flujo fue pequeria en relacidén a la concentracion
de K" intracelular. En cambio en hepatocitos de trucha, este mismo tratamiento permite
que se pierdan 5 veces mas K que en células de goldfish.

Para poder evaluar la presencia de un mecanismo efector de la RVD en células de
goldfish se utilizé NEM, un activador del cotransportador K'/CI". En esas condiciones se
verificé un aumento del 12% en el eflujo de K* de hepatocitos de goldfish, mientras que en
hepatocitos de trucha el NEM induce un aumento de 30%. Entonces el mecanismo efector
se encontraria presente en los hepatocitos de goldfish pero no seria activado por el

aumento del volumen celular.

Pérdida de K" (%)
5 & 8 ¥ 8 &

(&)
1

NEM Hipo CN

Figura 35. Pérdida de K" intracelular (como % de valores control). Hepatocitos de trucha (@) y
goldfish @) expuestos a NEM, Hipo (medio hiposmético) y CN. Para los hepatocitos de trucha los
valores se derivaron de los datos de Bianchini y col. (1988, 1991) y Krumschnabel y col. (1996)
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Por lo tanto la evidencia experimental sintetizada en los parrafos precedentes indica que
en hepatocitos de goldfish la concentracién intracelular de K* y, por ende, su gradiente
electroquimico transmembranal®, no se modifican significativamente cuando las células
son sometidas a cambios de su osmolaridad intra- y extracelular. Este resultado es
consistente con la alta capacidad de estas células de mantener un estado estacionario
para la distribucion de iones difusibles a través de la membrana celular (ver Cap. IV de
esta tesis, Krumschnabel y col, 1997, Krumschnabel y col., 1996). Como resultado de la
alta retencion del K*, no se generan cambios volumétricos asociados con la ganancia o

pérdida de este catidbn-osmolito.

En resumen la presente tesis complementa el modelo andxico de hepatocitos aislados de
goldfish, mostrando que la integridad de estas células depende fuertemente de su
capacidad para mantener los gradientes i6nicos transmembranales en estado
estacionario, aun a costa de perder la capacidad para regular su volumen frente a

gradientes osmoticos y/o inhibicion metabolica severa.

& Dado que en las condiciones experimentales la concentracion extracelular de K™ es constante
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En la anoxia quimica, el CN bloquea la utilizacién del oxigeno por la mitocondria, pero el
oxigeno sigue estando presente en los medios intra- y extracelular.

Si bien se demostro que la anoxia quimica (CN) permite identificar mecanismos celulares
que median la muerte celular en células sensibles a la anoxia (Krumschnabel, y col.,
2000), en algunos casos la respuesta a la anoxia quimica difiere de aquella obtenida en
medios sin oxigeno. Para explicar esta discrepancia se postuld la existencia de sensores
de oxigeno que mediarian la respuesta andxica en todos los tipos celulares (Hochachka y
Somero, 2002;, Boutilier y St-Pierre, 2000), los cuales no serian activados en medios con
CN pero si en ausencia de oxigeno. Land y Hochachka (1995) demostraron que en
hepatocitos de tortuga, un vertebrado anaerobo facultativo, la ausencia de oxigeno en el
medio promueve la expresion de grupos especificos de proteinas, mientras que esta
respuesta no se evidencia cuando las células son expuestas a medios con CN. Los
cambios en la presién parcial de oxigeno del medio podrian ser sensados por
hemoproteinas involucradas en el mecanismo de transduccion de la respuesta a la anoxia
(Buhn y Poyton, 1996).

Entonces para conocer mejor los mecanismos que determinan que los hepatocitos de
goldfish toleren fa anoxia seria importante caracterizar las diferencias que presentan las
células frente al bloqueo de la produccién de ATP por anoxia quimica y por anoxia
fisiologica. Sabemos que en hepatocitos de goldfish el ATP intracelular disminuye 50% en
presencia de CN y que, a diferencia de hepatocitos sensibles a la anoxia, la concentracion
del nucleédtidos se mantiene estable en ese valor durante por lo menos 8 horas (Dorigatti y
col. 1996). En cambio en presencia de anoxia fisiolégica los niveles de ATP en
hepatocitos de goldfish son similares a aquellos encontrados en condiciones control (es
decir, en normoxia). Esto sugiere un papel importante para potenciales sensores de
oxigeno en la respuesta andxica. En este contexto se podrian intentar identificar los
mencionados sensores y su papel en el arresto metabolico. También se podrian identificar
patrones de expresion proteica y analizar su eventual papel en el mantenimiento del

nuevo estado metabdlico alcanzado.
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