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Estudio biofisico del movimiento de agua en
membranas bioldgicas: de las monocapas celulares a las

membranas aisladas de ovocitos de  Xenopus laevis

El objetivo de esta tesis fue profundizaon enfoque biofisico, el estudio del
transporte de agua a través de membrar@éditas impulsado por gradientes osmaoticos o
hidrostéticos, o por el acoplamiento con el movimiento de solutos

El contenido de esta tesis se divide en pades: 1) El estudio del movimiento de
agua y solutos a través de una barrera epjteimando como modelo, el de células T84 (de
origen intestinal humano) y 2) El analigie las propiedades osmaticas del primer canal
hidrico clonado, la acuaporina-1 (AQP-1), emdiciones de control de las composiciones de
los medios que bafian ambos extremos deok@ima insertada en una membrana biolégica.

La primera parte lleva a la conclusion de que no es posible estimar directamente el
flujo de agua a partir del movimiento elagénico de iones, aun en condiciones de
hiperestimulacién, como se probo con potentes secretagogos.

La segunda parte presenta una nueendlogia que permite, por primera vez,
controlar las condiciones experimentaleamabos lados de una acuaporina expresada de
manera natural en una membrana bioldgica. Témpresenta los resultados experimentales
obtenidos, que fueron complementados con Isiomnes computacionaesobre la base de
modelos matematicos. Se aportan nuevossdatiore el comportamiento osmético de la

AQP-1, asi como su regulacion.

Palabras Clave: permeabilidad al agua, células X8rdppus laevisacuaporinas, técnica de

ovocitos vaciados



Biophysical study of water movements across biological
membranes: from cellular monolayers to isolated

membranes from Xenopus laevis oocytes

The objective of this #sis was to deepen, from a biopbgsapproachinto the study
of water transport through biological membraukiven by osmotic or hydrostatic gradients,
or by its coupling to solute movements.

The content of this thesis is divided int@o parts: 1) The study of water and solute
movements through an epithelial barrier, usireg T84 cells (from humaimtestine origin) as
model; and 2) The analysis of the osmotic proee of the first cloned water channel, the
aguaporin-1 (AQP-1), contrafig the compositions of the media both sides of the protein
inserted into a bialgical membrane.

The first part arrives to the conclusioraths not possible teuppose that estimating
the magnitude of the transepithelial ion®waments from electrical records it could be
possible to estimate the associated watevement, even under conditions of electrogenic
hyper-stimulation.

The second part prests a new methodologyatallows, for the fist time, controlling
the experimental conditions on both sides ofgnaporin expressed annatural way into a
biological membrane. In addition, it presents tibtained experimental results, which were
complemented with computational simulatiobased on mathematical models. New data

contribute to the acknowledgement of the osmiogicaviour of AQP-1, just as its regulation.

Key words: water permeability, T84 cells{enopus laevjs aquaporins, emptied-out

technique, water solute coupling
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Capitulo 1

Introduccién general

La tesis que aqui se presenta aborda el estudio del transporte de agua a través de
membranas bioldgicas impulsado por gradientes osmoticos o hidrostaticos, o por el
acoplamiento de agua con el movimiento de solutos. El objetivo fue profundizar el
conocimiento sobre las bases biofisicas de estos fendmenos.

El contenido de esta tesis se divide en dos partes: 1) El estudio del movimiento de
agua y solutos a través de una barrera epitelial modelo, formada por células T84 (de origen
intestinal humano) y 2) El analisis de las propiedades osmoticas del primer canal hidrico
clonado, la acuaporina-1 (AQP-1), en condiciones de control de las composiciones de los
medios que banan ambos extremos de la proteina insertada en una membrana bioldgica. Para
esto ultimo, fue necesario desarrollar una nueva técnica de medicion, ya que las metodologias
empleadas hasta la fecha no permiten trabajar en tales condiciones.

A continuacion, como introduccion al tema, se presentaran las bases biofisicas de los

movimientos de agua y solutos a través de las membranas bioldgicas.

1.1. Introduccidn al estudio bofisico del transporte de agua

El estudio de los fendémenos osmoticos es una actividad interdisciplinaria a la que se
dedicaron muchos cientificos de distintas areas de la ciencia.

El fisiélogo Henri Dutrochet (1776 - 1847) fue quién acufié el concepto de “presion
osmoticd. Luego, cientificos como el botanico Wilhelm Pfeffer (1845 - 1920) y los
fisicoquimicos Jacobus Henricus Van't Hoff (1852 - 1911) y Josiah Willard Gibbs (1839 -
1903) continuaron un camino que desarrollo, cada vez con mayor profundidad, las bases
fisicas del fenémeno del transporte de agua.

Sin embargo, a pesar del enorme numero de estudios efectuados sobre Osmosis
durante los casi dos siglos que transcurrieron desde que se postulara este mecanismo, aun
restan esclarecer muchos aspectos vinculados con él.

En el estudio de los fendmenos osmoticos se produjo un punto de inflexién con la

identificacion y el clonado de las acuaporinas (AQPs), hechos que ocurrieron muchos afios



después de que se propusiera la hipdtesis de la existencia de canales para el pasaje de agua.
Este hallazgo abrié un campo de estudio muy amplio en el que se mezclan las técnicas
experimentales mas cléasicas de la fisiologia con las mas modernas de la biofisica y la
biologia molecular, complementadas con el desarrollo de simulaciones computacionales

basadas en modelos matematicos.
1.1.1. El flujo de agua y sus fuerzas impulsoras

El movimiento neto de agua a través de una membrana puede describirse mediante el
formalismo de la termodindmica de los procesos irreversibles (Katchalsky & Curran, 1965).
Si el sistema en estudio no estd muy lejos del equilibrio termodinamico, esta rama de la fisica
propone una relacion lineal entre las fuerzas impulsoras de un determinado flujo y el flujo
resultante. En el caso que nos ocupa, nos referimos a diferencias de presiones hidrostatica u
osmoética y al flujo de volumen de agua que estas fuerzas impulsan a través de una dada
membrana. De este modo:

Jy = LAX,
donde Jw es el flujo de volumen de agua a través de la membrana, AX es la diferencia de
presion hidrostatica u osmética entre ambos lados de la membrana y Ly es un coeficiente
fenomenologico a partir del cual se puede calcular la permeabilidad hidraulica (Ps) de la
membrana en estudio (Finkelstein, 1987). P y Ly estan relacionados por la siguiente
ecuacion:
L, RT

P ="
V,A

donde, R es la constante universal de los gases, T es la temperatura termodinamica, Vy, es el
volumen molar parcial del agua, A es el area de la membrana atravesada por el agua y Ps es la
permeabilidad hidrostatica (Phig) o la permeabilidad osmotica (Posm), de acuerdo a la fuerza
impulsora empleada (Parisi y col, 1997).

La permeabilidad da una idea de la facilidad que tienen las moléculas de agua para
atravesar una membrana, impulsadas por un determinado gradiente (fuerza impulsora). Estos
gradientes pueden darse por diferencias de concentracion de solutos osmoéticamente activos o
por diferencias de presion hidrostatica que se manifiestan entre ambos lados de la membrana.

La magnitud de la permeabilidad da informacion acerca de como es la membrana en cuanto



al transporte de agua que ocurre a su través. Por otro lado, la inversa de la permeabilidad es
proporcional a la resistencia hidraulica que la membrana le ofrece al flujo.

Como se menciond, la fuerza impulsora del flujo (AX), puede estar dada por una
diferencia de presiéon osmotica o por una de presion hidrostatica; magnitudes que tienen
unidades interconvertibles entre si. Un primer interrogante surge cuando se observa la
imposibilidad fisica de aplicar la presion hidrostatica equivalente a la presion osmotica
observable a través de ciertas membranas biologicas: un gradiente de 100 mOsm/l,
corrientemente observable en los sistemas biologicos, equivale a una presion hidrostatica de

2,24 atmosferas, magnitud que no es compatible con un sistema biolédgico.

1.1.2. Las vias y los mecanismos pagd transporte de agua a traves de las

membranas bioldgicas

Los mecanismos por los cuales el agua pasa a través de las membranas biologicas
fueron estudiados intensamente desde mediados del siglo XX, y se propusieron diferentes

hipotesis para explicarlos.

1.1.2.1. El movimiento de agua a &vés de la membrana celular

Durante muchos anos se discuti6 si el pasaje de agua a través de la membrana celular
ocurria o no por vias especificas. Quienes afirmaban que éstas no eran necesarias planteaban
que el agua pasaba solamente por difusion atravesando los lipidos que forman la estructura
basica de la membrana, de la misma forma en que lo hacen gases como el oxigeno o el
dioxido de carbono. Sin embargo, en ciertos tipos celulares y, en particular, en tejidos donde
se producen grandes movimientos de agua, se reunian cada vez mdas evidencias —aunque
indirectas— de que la simple difusion a través de la bicapa lipidica no podia justificar los
flujos observados. Es por ello que otros investigadores sostenian la existencia de estructuras
especificas (canales), que permitian explicar, no s6lo rapidos cambios de volumen celular,
sino también la regulacion del pasaje de agua, un evento que es fundamental tanto en
procesos fisioldgicos como fisiopatologicos.

En general, se tienen en cuenta cuatro parametros para explorar la posibilidad de la
existencia de una via especifica para el paso de agua: 1) el coeficiente de permeabilidad
difusional al agua de la membrana (Pg4y); 2) el coeficiente de permeabilidad osmotica de la

membrana (Pom); 3) la energia de activacion (Ea) para ambos parametros, y 4) el coeficiente



de reflexion de Staverman de la membrana (o) para una serie de moléculas no-electroliticas
no-liposolubles (Parisi y col., 1997; Verkman, 2000).

El coeficiente de permeabilidad difusional P4y, considera la tasa de transporte de agua
a través de la membrana en ausencia de un gradiente osmotico; por el contrario, Py, refleja el
transporte de agua a través de la membrana en presencia de éste. El cociente entre la
permeabilidad osmética y la difusional (APysn/APg4w) se considera como un parametro que
aporta informacion acerca de la existencia o no de los canales para el agua. Si el movimiento
de transferencia de agua es similar en presencia o en ausencia de un gradiente osmotico, la
relacion APy/APgy, serd igual a 1. Si en cambio, la presencia de un gradiente determina una
diferencia en el flujo de agua y si existe una via de pasaje con menor resistencia, se observara
que AP,m/AP4yw > 1. La base tedrica de esta diferencia se basa en suponer que, al establecer
un gradiente osmotico, aparece un flujo acoplado de agua a través de los canales que sigue,
en primera aproximacion, la ley de Poiseuille. En ausencia de gradiente osmotico, los
movimientos de agua ocurren por difusion, de acuerdo a la ley de Fick. Si bien esto es
aceptable en el caso de poros o canales con un cierto didmetro minimo (Hammel y col.,
1979), la posibilidad de un “flujo acoplado” se hace inviable si las moléculas de agua se
mueven a través de canales angostos de un diametro similar a la propia molécula de agua en
un movimiento en “fila india” (“single file”) (Parisi & Bourguet, 1983; Finkelstein, 1987). En
este Ultimo caso se acepta que la relacion APyn/APg4y, indica la cantidad de moléculas
simultdneamente presentes en el interior del canal en una sola fila (Rosemberg & Finkelstein,
1978).

La energia de activacion (Ea) provee una medida de la barrera energética que enfrenta
el agua al atravesar la membrana. Si el movimiento implica un proceso de particion-difusion,
la Ea del movimiento de agua a través de una membrana debe ser mayor que la del
movimiento de agua a través de canales.

El tltimo parametro considerado, el coeficiente de reflexion (o), tiene en cuenta las
propiedades de una determinada membrana en relacion a un determinado soluto y la
posibilidad que éste tiene de atravesarla con mayor o menor dificultad. Los limites de o son:
0 cuando la dificultad de este soluto para atravesar esa membrana es minima (entonces se
dice que la membrana es permeable a ese soluto) y 1 cuando dicha membrana es
impermeable al mismo. Asumida (o demostrada) la presencia de canales en la membrana,

este parametro permite calcular el didmetro de los mismos.



Los trabajos pioneros sobre el estudio de la permeabilidad al agua a través de
membranas celulares fueron realizados por A. K. Solomon y colaboradores a finales de la
dédaca de 1950 (Paganelli & Solomon, 1957; Goldstein & Solomon 1960). La metodologia
experimental, usando glébulos rojos humanos, incluia mediciones de flujos de agua tritiada
para estimar P4y, y andlisis de dispersion de la luz (“light-scattering”) para evaluar los
cambios del volumen celular, y asi calcular Py, De estos trabajos se desprendia que una
diferencia entre las constantes de permeabilidad osmotica y difusional es indicativa de la
presencia de canales que atraviesan la membrana y estdn completamente ocupados por agua
en su interior (Ussing & Zeranh, 1951; Seidel & Solomon, 1957).

Estos y otros estudios realizados en las décadas de 1950 y 1960 llevaron a postular la
hipdtesis que sostenia que la permeabilidad al agua de ciertas membranas bioldgicas se debia
a la presencia de poros especificos presentes en las células. Se aceptaba el modelo que
consideraba que estos poros atravesaban la membrana, eran rectilineos y cilindricos y debian
ser una especie molecular ampliamente difundida entre los seres vivos.

Si bien la imagen de una membrana atravesada por poros cilindricos y uniformes era
una aproximacion geométrica ideal, fue considerada como un medio conveniente de
descripcion (Hohmann & Nielsen, 2000). Los estudios que relacionaban mediciones de la
velocidad de entrada de moléculas no-electroliticas y no-liposolubles de diferentes tamafios
en el globulo rojo humano, con la generacion de curvas tedricas que utilizaban el radio del
poro como parametro, dieron como resultado (teniendo en cuenta el coeficiente de reflexion
o) una estimacion del radio del poro de 4.2 A (Goldstein & Solomon, 1960).

Un formalismo similar se aplico en aquellos afios para medir las propiedades de
permeabilidad al agua en diferentes células, por ejemplo en la fibra aislada del musculo de la
rana (Zadunaisky y col., 1963) y en el axon gigante del calamar (Villegas & Villegas, 1960)
complementando las observaciones con técnicas de microfotografia Optica y electronica,

respectivamente.

1.1.2.2.El movimiento de agua a través de las barreras epiteliales

El estudio del acoplamiento entre el transporte de solutos y agua en las barreras
epiteliales es un aspecto importante de los estudios de la permeabilidad hidrica que sera
abordado en detalle en el Capitulo 2 de esta tesis.

En el caso de las barreras epiteliales, el movimiento neto de agua a través del epitelio

es la resultante de una interaccion compleja entre los flujos inducidos por gradientes



osmoticos e hidrostaticos y aquellos acoplados al transporte de iones (Escobar y col, 1990;
Capurro & Parisi, 1992).

Los movimientos de agua a través de los epitelios celulares pueden ocurrir tanto entre
las células (via paracelular) como a través de ellas (via transcelular), como esta
esquematizado en la Figura 1.1. Tradicionalmente se acepta que la importancia relativa de
estas vias difiere segun las caracteristicas de las uniones intercelulares del epitelio,
hablandose de epitelios abiertos (“leaky”) o cerrados (“tight”) (Whittembury y col, 1985;
Naftalin & Triphati, 1986).

Ademas, por estar los epitelios compuestos por células polarizadas, la permeabilidad
transepitelial resulta de las permeabilidades de dos membranas en serie, diferentes entre si
morfologica y funcionalmente, la apical (que mira al lado luminal del epitelio) y la
basolateral (que mira al lado seroso del epitelio). El limite entre ambas membranas es la

union estrecha (“tight junction”).

Via paracelular

——» Membrana basolateral

— Membrana apical

Via transcelular

Figura 1.1. Vias implicadas en el tinsporte de agua a través de un epitelib.as flechas indican el
flujo neto de agua transepitelial cuya direccion dependera del gradiente aplicado.

El tabulo colector renal de los mamiferos y la vejiga urinaria de los anfibios (que se
toma como modelo experimental del anterior) son prototipos de epitelios cerrados. Su borde
apical (luminal) es, en ausencia de hormona antidiurética (ADH) circulante o en el medio
seroso, practicamente impermeable al agua. Se acepta entonces que el aumento de la
permeabilidad epitelial inducido por la acciéon de la hormona refleja un aumento de la
permeabilidad al agua de la membrana apical de las células epiteliales. En 1979, Parisi y
colaboradores propusieron que el efecto de la ADH en la vejiga urinaria de rana era un
fenomeno cuantico, es decir, resultaba de la adicion de unidades de permeabilidad que
aumentaban en numero durante el desarrollo de la accién de la hormona. Todas estas

evidencias apoyaban la hipotesis de poros que atravesaban la membrana. Fue en esa época



que nacio la hipotesis que explicaba el paso de las moléculas de agua, una detras de la otra
sin espacios entre ellas a través de los poros (la ya mencionada “hipotesis de la fila india”).
En el caso de la vejiga urinaria de rana, la transferencia de las moléculas de agua a través del
canal controlado por la ADH se explicaba razonablemente segin esta hipotesis en un trabajo
de Parisi y Bourguet (1983), donde los cambios de Pg4y y Posm €ran seguidos bajo diferentes
condiciones de temperatura y agitacion, durante la accion de la hormona antidiurética. En
este trabajo se demostrd que después de la correccion por los efectos externos de las capas no
mezcladas, la relacion entre los coeficientes de permeabilidad osmoética y difusional
(APos/APgy) en presencia de ADH era constante y mayor que 9. Por el contrario, en
preparaciones no estimuladas, esta relacion no resultod ser significativamente diferente de 1.
Estos resultados, junto con observaciones previas que demostraban que otras moléculas
pequenias (como la urea) quedaban excluidas del canal inducido por ADH, indicaban que
probablemente 9 moléculas de agua se estaban moviendo en fila india a través de esta
estructura (Parisi & Bourguet, 1983). Finkelstein y colaboradores propusieron un modelo

similar a partir de resultados independientes (Levine y col., 1984).

1.1.2.3 La existencia de canales especificos para el agua recibe nuevos aportes
experimentales: Hacia la clonacién déos canales especificos para agua

A mediados de la década de 1980, habia suficiente evidencia de la existencia de las
vias facilitadoras para el pasaje de agua a través de la membrana plasmatica de diferentes
células y tejidos, por ejemplo en el globulo rojo humano (Macey, 1984; Solomon y col.,
1984), en el tibulo proximal del riidon (Whittembury y col., 1984; Meyer & Verkman, 1987)
en el tibulo colector del rifién estimulado por vasopresina (Al-Zahid y col., 1977; Verkman y
col., 1988) y en la vejiga urinaria de anfibios (Parisi y col., 1979; Parisi & Bourguet, 1983).

La idea de que la permeabilidad al agua en tejidos estaba asociada con una estructura
proteica fue ganando fuerza rapidamente (Brown, 1989).

En 1990, los experimentos de A. Verkman inyectando ARNm total de diferentes
tejidos en ovocitos de Xenopus laevjslemostraron la expresion funcional de canales de agua,
indicando que estas estructuras son efectivamente proteinas (Zhang y col., 1990).

A pesar de considerables esfuerzos, los intentos por identificar un canal especifico
fueron infructuosos durante anos. La ubicuidad del agua en los sistemas investigados, la
permeabilidad basal de la bicapa lipidica, la falta de un inhibidor especifico para el pasaje
acuoso y la caracteristica de ser canales “silenciosos” a diferencia de los canales ionicos,

impedian reunir evidencias mas directas.



Recién en 1992 P. Agre y sus colaboradores informaron la apariciéon de canales de
agua en ovocitos de Xenopus laeviguando expresaron una proteina de la membrana del
globulo rojo humano llamada CHIP28 (Preston y col., 1992). Este trabajo representd el
primer clonado de un canal de agua, canales que luego fueron genéricamente llamados
acuaporinas.

Es interesante destacar que los parametros medidos, utilizados para establecer la
expresion funcional de canales de agua después de la inyeccion de material genético, fueron
otra vez aquellos usados durante los cuarenta afios previos: el coeficiente de permeabilidad
difusional al agua (Pg4y), €l coeficiente de permeabilidad osmética (Posm), la relacion entre

ellos, y la energia de activacion (E,) de ambos parametros.

1.1.2.4. Las vias moleculares para el pasaje de agua

Actualmente se acepta que el agua puede atravesar las membranas celulares, al menos
a través de dos vias (Figura 1.2): la bicapa fosfolipidica (Finkelstein, 1987) y los canales
especificos para el agua (las acuaporinas) (Preston y col., 1992).

Adicionalmente, Zeuthen, Wright y colaboradores propusieron el pasaje conjunto de
agua y solutos a través de cotransportadores conocidos, como por ejemplo el cotransportador
Na'-glucosa (Loo y col., 1996). Si bien los experimentos que sustentan la hipétesis del
cotransporte de agua y solutos vienen siendo publicados desde hace mas de 10 afios, la misma
es aun controvertida (Duquette y col., 2001).

A continuacidn se esquematizan cada una de las posibles vias de paso de agua a través

de una membrana celular.
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Figura 1.2. Esquema de las posibles vias impdidas en el transporte transcelular de agua



1.1.2.4.1. La bicapa lipidica

A mediados de la década de 1960, determinaciones de Py, realizadas en la piel de
rana, demostraron que los valores de este coeficiente cambiaban con la tasa de agitacion del
medio que bafiaba al epitelio. Estos experimentos demostraron que las mediciones de los
flujos difusionales de agua eran subestimadas a causa de los artefactos producidos en una
region cercana a la membrana donde, debido a la falta de mezcla, las especies que
atravesaban la membrana tenian una concentracioén que no era igual a la que tenian en el seno
de la solucién. A estas delgadas regiones cercanas a la membrana, consideradas sin mezcla de
la solucidn, se las denomind “capas no mezcladas” (Dainty & House, 1966a y Dainty &
House, 1966b).

En la misma época que se demostraba la existencia de capas no mezcladas, también
se hicieron mediciones cuidadosas de flujos unidireccionales de agua tritiada y de flujos netos
de agua en bicapas artificiales de lipidos puros. Estas estaban formadas por fosfolipidos que
constituian una bicapa lipidica cuando se “pintaba” con ellos un pequefio orificio hecho sobre
un soporte adecuado, el cual separaba dos camaras. Esta metodologia hizo posible medir Pg,
y Posm usando agua tritiada e imponiendo una diferencia de concentracion de solutos a través
de estas membranas. Los resultados de estos experimentos demostraron que, después de
corregir los efectos de las capas no mezcladas, P4y era igual a Py, en este sistema (Hanai y
col., 1966; Hanai & Haydon, 1966). Como consecuencia, la diferencia entre Py, v Paw,
observada previamente en forma experimental en estos sistemas, fue explicada en términos
de las capas no mezcladas.

Por lo tanto, el agua atravesaria la bicapa mediante un mecanismo mixto de particion-
difusion (Finkelstein, 1987). Luego de impuesto un gradiente osmotico, se observaria un
movimiento neto de agua desde el compartimiento de mayor actividad de agua (mayor
potencial quimico) hacia el de menor actividad de agua. En la frontera con la membrana, el
agua sufriria una particion entre la solucion y la membrana, difundiendo a través de la misma.
Al llegar al otro extremo de la bicapa lipidica ocurriria una nueva particion, ahora entre la
membrana y la solucidn del otro compartimiento difundiendo a través de esta. Los fenomenos
de particion como de difusiéon en la membrana estarian determinados por la compleja
composicion de la bicapa lipidica. Los lipidos que componen las membranas bioldgicas
varian el grupo de su cabeza polar, la longitud de su cadena de acidos grasos, el grado de
saturacion y la concentracion de colesterol. Se sabe que la mayoria de las células poseen
diferentes composiciones lipidicas en cada una de las caras de sus membranas plasmaticas

(Simons & van Meer, 1988; Roelofsen & Op den Kamp, 1994).



Es importante destacar que la via de pasaje a través de la bicapa fosfolipidica es
pasiva; es decir, la bicapa ofrece una resistencia al flujo de volumen de agua, motivado por
una fuerza impulsora dada. Esta via no es muy permeable al agua; por ejemplo, en presencia
de gradientes osmoticos, el rango de Pusy para esta via es menor que 10° cm.s™ (Verkman,

2000).

1.1.2.4.2. Las acuaporinas

Las acuaporinas son pequefias proteinas integrales de membrana, de alrededor de 270
aminodcidos. Los perfiles hidropaticos de las secuencias aminoacidicas de todas las
acuaporinas son similares. Las acuaporinas tienen seis a-hélices transmembrana y dos loops
largos, uno citosolico (loop B) y otro extra-citosélico (Loop E). Los extremos N y C terminal
de estas proteinas son intracelulares. Los tamafios predichos para los monoémeros de las
acuaporinas de mamiferos varian entre los 27 y 31 kDa. (Verkman & Mitra, 2000). Los
alineamientos de sus secuencias muestran varios motivos altamente conservados, incluyendo
dos repeticiones Asn—Pro—Ala (NPA) (Jung y col., 1994). Esta secuencia identifica a estas
proteinas, y cada una se localiza en un loop. Estos motivos NPA se yuxtaponen, y junto con
otra secuencia altamente conservada, la region aromadtica/arginina (ar/R), forman los sitios de
restriccion mas estrechos para el pasaje de agua, constituyendo el filtro de selectividad del
canal (Figura 1.3).

Las acuaporinas estdn presentes en las membranas como tetrameros, pero el canal
para la permeabilidad al agua no reside en el centro del tetramero (como ocurre en los canales
i6nicos). En su lugar, cada mondmero contiene un canal (Jung y col., 1994). Por lo tanto, un
tetramero tiene 4 canales de agua. Estudios estructurales aportaron informacion importante
acerca de los requerimientos para la formacion del homotetramero y la expresion de la
actividad transportadora de agua (Walz y col., 1994; Mathai & Agre, 1999), al menos en las
acuaporinas animales. Hasta ahora, la AQP-4 es la unica de las acuaporinas animales que
también se encontrd formando heterotetrdmeros. Estos estdn integrados por subunidades de
dos variantes de splicing alternativo (M1 and M23) (Nelly y col., 1999).

Reactivos mercuriales como el HgCl, inhiben la permeabilidad al agua mediada por
canales, con excepcion de la AQP-4. En la AQP1, el residuo cisteina 189 es el sitio de unién
al mercurio, y el responsable de la inhibicion del transporte de agua (Preston y col., 1993).
Otras AQPs tienen residuos cisteina en posiciones idénticas de acuerdo al alineamiento de la

secuencia y comparacion con la AQP-1.
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La mayoria de las acuaporinas poseen secuencias consenso para N-glicosilacion y se
encuentran glicosiladas en los tejidos donde se expresan. Sin embargo la glicosilacion no
seria importante para cumplir su funcion como canales o para que la proteina alcance su

destino subcelular correspondiente (Verkman & Mitra, 2000).
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Figura 1.3. Estructura de la acuaporina-1. A:Modelo del reloj de arenaSe aprecian las 6 hélices
(enfrentadas tres contra tres), el amino y carboxilo terminales citoplasmaticos y los residuos
relevantes para su funcion: los dos motivos NPA enfrentados conformando el poro, las dos Cisteinas
(C) reguladoras y la Lisina (K) que otorga selectividad. B: Mecanismo de alta selectividad al agua de
las acuaporinas. En el centro del poro puede apreciarse un dipolo que genera la repulsion
electrostatica que repele a los iones hidronio. En esa misma region puede apreciarse la reorientacion
que sufre la molécula de agua, al pasar por el poro (Adaptado de Murata y col., Nature 407: 599,
2000).

Desde 1992 hasta la fecha se clon6 un nimero inmenso de acuaporinas presentes en
organismos de todos los reinos (Zardoya, 2005). En las plantas, solo en Arabidopsis thaliana
se detectaron 35 genes que codifican para acuaporinas. En los mamiferos, la familia de
acuaporinas presenta 13 miembros (desde AQPO a AQP12). En este ultimo grupo las
acuaporinas estan expresadas en muchos epitelios involucrados, como funcion principal, en el

transporte de fluido (ver Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Distribucién y funciones propuestapara las distintas AQPs en mamiferos.

Acuaporina Localizacion celular y/o tisular Funciones conocidas

AQP O Ojo: Cristalino

AQP 1 Gloébulos rojos

Rifién: tabulo proximal y asa
descendente de Henle

Ojo: Epitelio ciliar

Cerebro: Plexo coroideo
Pulmén: Epitelio alveolar
Endotelio capilar:

Oido:

Musculos esquelético, cardiaco, y

liso
AQP 2 Rif6N:
tibulos colectores

Testiculo vasa deferente

AQP 3 Rifion: Tubulos colectores
Traguea: células epiteliales
Glandulas salivalesen los acinos
secretores

Piel:

Pulmén:

Ojo:

Colon:

AQP 4 Rifién: Tubulos colectores

Cerebro: Célula epindemal
Cerebro: Hipotalamo
Pulmon: epitelio bronquial
Glandulas salivalesconducto

Musculo

Células principales de los

Balance de fluido intraocular

Forma uniones intercelulares

Proteccion contra cambios de concentracion

del medio

Concentracion de la orina
Produccion de humor acuoso
Produccion de fluido cerebroespinal
Hidratacion alveolar

Intercambio de fluido con los tejidos
?

?

Concentracion de la orina mediada por AVP o

ADH

Reabsorcion de agua hacia los vasos
sanguineos

Secrecion de agua hacia la traquea

Reabsorcion de agua hacia los vasos
sanguineos

Balance del fluido cerebro-espinal
Deteccidon de cambios de concentracion en el
plasma?

Secrecion de fluido bronquial
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Estémago

Intestino delgado

AQP 5 Glandula salival: en el acino y en el ~ Produccion de saliva
conducto
Glandula lacrimal Produccion de lagrimas
Pulmon
Cornea

-~

AQP 6 Rifién: Células principales de los

tibulos colectores

AQP 7 Rifién: tabulo proximal Concentracion de la orina
Testiculo ?
Espermatozoides ?

Tejido adiposo

AQP 8 Testiculo ?
Espermatozoides ?
Pancreas ?
Higado Secrecion biliar
Placenta ?
Rifién

Intestino delgado

Colon

AQP 9 Leucocitos ?
Higado Secrecion biliar
Bazo ?
Ovulos / espermatozoides ?
Cerebro ?
Osteoclastos

AQP 10 Duodeno, yeyuno ?

AQP 11 Rifion,
Higado: mitocondrias de hepatocitos Regulacion del volumen mitocondrial

Testiculo

AQP 12 Pancreas: Células del acino ?

pancreatico
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La magnitud para caracterizar un canal de agua es la permeabilidad osmotica por
monomero (pr). Este pardmetro puede relacionarse con la permeabilidad osmotica de la
membrana (Posy), €l nimero de poros (n) en la membrana y el area (A) de la misma
(Finkelstein, 1987) segln la siguiente ecuacion:

PnA

p, = osm
n

Sobre la base de sus caracteristicas de permeabilidad, los miembros de esta familia
pueden ser divididos en dos grupos: las acuaporinas que son principalmente permeables al
agua (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQPS5, AQP6 y AQPS8) y las acuagliceroporinas (AQP3,
AQP7, AQP9 y AQP10) que también transportan solutos pequefios, en particular glicerol
(Agre et al., 2002; Yasui, 2004; King y col., 2004; Takata y col., 2004). Histéricamente, el
pardmetro medido para diferenciar a las acuagliceroporinas de las acuaporinas, en relacion
con su permeabilidad a pequefios solutos, fue el coeficiente de refleccion (o) para una serie
de moléculas no-electroliticas no-liposolubles.

Muchas son las funciones de las acuaporinas descriptas en la actualidad y su rol va
mas alla de un simple facilitador del pasaje de agua.

El caso de la AQPO es particular porque tiene una permeabilidad al agua muy baja
(Harries y col., 2004). Pero ademas, este canal forma uniones estrechas entre las fibras
oculares (donde abunda), por union directa de los tetrameros en la membrana de una célula
con la vecina (Gonen y col., 2005).

Por otro lado, se demostrd que las AQPs estan involucradas en la migracion celular
facilitando el rapido recambio de protrusiones de membrana en el borde donde se produce el
desplazamiento (Papadopoulus y col., 2008).

La AQP4, expresada en las células de la astroglia alteraria las propiedades del espacio
extracelular, asi como su volumen y concentraciones ionicas, modulando la funcién de las
células eléctricamente excitables de esas zonas (Verkman, 2005).

En relacion a la regulacion del volumen celular, algunos estudios han dado lugar a la
posibilidad de que las acuaporinas cumplan alguna funcién en estos mecanismos (Krane y
col., 2001; Kuang y col., 2004). O que incluso estas proteinas cumplan una funciéon mas
amplia que la de ser un simple canal y sean, ademas, sensores de osmolaridad (Hill y col,.
2004). Otros trabajos indican que las acuaporinas también estan involucradas en la fisiologia
de las organelas de las células, en el hinchamiento de la vesicula (Cho y col., 2002) y en el

metabolismo mitocondrial (Calamita y col., 2005).
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Por otro lado, AQP7 y AQP9 transportarian iones como el arsénico (Liu y col, 2002),
y AQP6 transportaria cloruro a bajo pH (Yasui y col, 1999). También se sugirié que AQP1
podria transportar gases como el dioxido de carbono (Cooper & Boron, 1998) y amoniaco
(Nakhoul y col, 2001), aunque otros trabajos (Verkman, 2002) llegaron a la conclusion de
que el transporte de gas dependiente de AQPI, si ocurriese, no seria bioldgicamente
significativo (Jochen & de Groot, 2006).

Las AQP11 y AQPI12 parecen estar menos relacionadas con las otras acuaporinas y
acuagliceroporinas de mamiferos en sus funciones de transporte. Estas dos acuaporinas se
localizan en estructuras subcelulares y pertenecen al grupo de acuaporinas que tienen
mutaciones en las secuencias NPA y se las reconoce como una “subfamilia de acuaporinas
subcelulares”. Estas mutaciones son muy caracteristicas en acuaporinas homodlogas de
invertebrados (Ishibashi, 2006).

Al igual que el caso de la bicapa lipidica, esta es una via pasiva; es decir, las
acuaporinas ofrecen una resistencia al flujo de volumen de agua, generado por una fuerza
impulsora dada. La diferencia con la bicapa es que en ésta la resistencia es significativamente
menor. En efecto, algunas acuaporinas son altamente permeables al agua, de manera tal que,

en presencia de gradientes osmoticos, el rango de Py, €5 10°-107" cm.s™ (Zeidel, 1998).

1.1.2.4.3. Los cotransportadores agua-soluto

Varios autores proponen que, ademas de las acuaporinas, algunos cotransportadores
también serian capaces de transportar agua. Algunos de ellos son el cotransportador Na'-
Glutamato (EAAT1), el Na'/glucosa (SGLT), y el Na-K™-2CI' (NKCC) cuyas
permeabilidades al agua son no nulas (King y col, 2004, Hamann y col, 2005). La hipotesis
de este mecanismo propone que estos transportadores cotransportarian solutos y agua
activamente. Esta idea de cotransporte de agua fue propuesta inicialmente por T. Zeuthen y
E. Wright (Loo y col., 1996), sobre la base de dos hallazgos experimentales. El primero fue
que las células epiteliales de la vesicula, un epitelio abierto, mantenian el medio interno en
hiperosmolaridad, aun en presencia de soluciones externas muy diluidas. El segundo hallazgo
fue que los flujos osmoticos de agua inducian un flujo simultineo de iones K'. Estos
experimentos, en donde el agua era capaz de ser transportada en contra de su gradiente
osmotico, sugerian que la explicacion podria ser la existencia de una proteina de membrana a
través de la cual ambos flujos se desarrollarian asociados. Estas proteinas de membrana, a las
que Zeuthen denomind "bombas moleculares de agua", serian cotransportadores en las que el

flujo de agua se acoplaria al flujo de solutos mediante algiin mecanismo desconocido interno
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de la proteina. De esta manera, un flujo de soluto a favor de gradiente aportaria la energia
libre, necesaria para poder transportar agua en contra de un gradiente osmotico. Es por ello
que se los denomina cotransportadores de agua (Zeuthen & MacAulay, 2002).

La hipoétesis fue avalada por otros estudios hechos en sistemas de expresion de
proteinas heterologas, como los ovocitos de Xenopus laevisLoo y colaboradores (1996)
demostraron mediante la inyeccion del cotransportador Na'/glucosa (SGLT) que el mismo
era capaz de producir un flujo de agua asociado a su funcionamiento. Se postulé que por cada
molécula de Na" y de glucosa se transportarian unas 240 moléculas de agua. Se propuso que
el mecanismo por el cual ocurriria este tipo de cotransporte estaria asociado al mecanismo de
translocacion del transportador en la membrana.

Sin embargo, el mecanismo propuesto para el pasaje de agua a través de estas
proteinas generd controversias. Duquette y colaboradores (2001) propusieron la hipotesis de
“6smosis local” para explicar los resultados obtenidos por Zeuthen. De acuerdo a esta
hipétesis, debido a la activacion del transportador en estudio, se produciria un incremento de
osmolaridad localmente, en la vecindad de la membrana plasmatica. Esto permitiria un
movimiento de agua impulsado por la 6smosis local generada. En este caso, la via de pasaje
de agua podria ser a través de la membrana plasmatica o de las acuaporinas.

Sea cual fuere el mecanismo por el cual estos transportadores movilicen agua a través
de la membrana plasmatica, tendrian un papel importante en el transporte epitelial de agua.

Es importante destacar que la via de pasaje que involucra cotransportadores seria
activa. Por otro lado, esta via seria, segtn los autores, muy permeable al agua, siendo el orden

de Posm para esta via de 102 cm.s™ (Hamann y col, 2005).
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1.1.3. Métodos experimentales utilizado para estudiar el transporte de

agua

Distintos métodos, basados en diferentes principios biofisicos, se utilizaron para
medir la permeabilidad osmotica al agua (Verkman, 2000). A grandes rasgos se pueden
dividir en 1) mediciones de transporte de agua a través de epitelios y en 2) mediciones de
transporte de agua a través de membranas plasmaticas celulares. Un caso particular es la
medida de la permeabilidad al agua en membranas lipidicas planas.

A partir del clonado de las acuaporinas no solo se aplicaron los métodos ya
conocidos, sino que se desarrollaron otras técnicas experimentales y de simulacion
computacional, basadas en modelizacion matematica para estudiar las propiedades de estos

canales.

1.1.3.1. Medicién del transporte de agua a travede membranas plasmaticas celulares

Entre las técnicas mas utilizadas para estudiar las propiedades de permeabilidad de
membrana se encuentra la de bicapas lipidicas artificiales (Saparov y col., 2001) y la de
reconstitucion de liposomas (Lagrée y col., 1998) a partir de membranas naturales. Ambas
técnicas permiten incorporar canales, transportadores u otras moléculas para su estudio.

Determinar la permeabilidad al agua en la membrana de una célula es, basicamente,
un problema de medicion del cambio del volumen celular en presencia de gradientes
osmoticos. Distintas alternativas surgen para determinar el volumen celular; esencialmente la
idea es medir propiedades fisicas que dependan de éste. Asi, es posible medir la variacion del
volumen celular mediante el cambio en el patrén de luz dispersada (Verkman y col., 1985;
Ma y col., 1993). Experimentalmente, esta técnica (“light-scattering”) implica una rapida
mezcla de la suspension celular con una solucidon anisosmotica para crear un gradiente
osmotico a través de la membrana. El flujo osmético de agua produce un cambio en el
volumen celular y la intensidad de la luz dispersada. P,sm puede ser calculado a partir de los
cambios temporales.

Por otro lado, la dilucion que sufre el citoplasma cuando se produce un aumento del
volumen celular debido a una hipotonia, produce un pequefio cambio en el indice de
refraccion intracelular, el cual puede medirse mediante interferometria laser (Farinas &

Verkman, 1996) o filtrado espacial (Farinas y col, 1997).
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Otros métodos se basan en emplear sondas fluorescentes distribuidas en el citoplasma
de las células. Algunos ejemplos son la microscopia fluorescente con reflexion interna total
(TIRF en inglés) (Kao y col, 1993, Farinas y col., 1995), la microscopia fluorescente
confocal, o el empleo de sondas fluorescentes dependientes del volumen (Hamann y col,
2002; Galicia y col, 2007).

Otro método es el analisis de Fourier sobre imagenes de microscopia dptica de campo
oscuro y contraste de fase (Farinas y col., 1997).

Por ultimo, también es posible medir el cambio de volumen mediante microscopia

Optica en ovocitos de XenopugFischbarg y col, 1990; Dorr y col., 2007).

1.1.3.2. Medicién de la permeabilidad ahgua en membranas lipidicas planas

Inicialmente, las metodologias de base utilizadas en estos sistemas fueron dos: 1) La
medicion de flujos unidireccionales empleando moléculas marcadas, lo que permitié estimar
los valores de P4y y 2) La medicidon del flujo neto a partir de la evaluacion oOptica de la
deformacion de la membrana inducida por el movimiento neto de agua (Rosenberg &
Finkelstein, 1978).

Después de la resolucion de la controversia en los resultados debido a las capas no
mezcladas, la adicioén de canales de gramicidina A a las bicapas lipidicas dio lugar al segundo
nacimiento de la “hipotesis de los canales para el agua”. Los experimentos hechos por el
grupo de Finkelstein en bicapas de lipidos puros, confirmaron que, APy, era igual a APgy
(APysm/APg4y = 1), sosteniendo en este caso el modelo de “particion-difusion”. Sin embargo, si
se agregaba una molécula formadora de canales como la gramicidina A (un antibidtico
polipeptidico), era posible demostrar que APys/AP4y = 5, donde este numero caracterizaba al
canal insertado, indicando que los movimientos de agua ocurrian principalmente a través de
los poros (Rosenberg & Finkelstein, 1978; Finkelstein & Andersen, 1981). Estos resultados
revitalizaron la teoria del poro y dieron origen a la ya mencionada “hipdtesis de fila india”
(Urban y col., 1980; Parisi & Bourguet, 1983). Como el radio del poro del canal formado por
la gramicidina A es aproximadamente de 2A, entonces las moléculas de agua pueden
atravesarlo, una atrés de la otra sin pasarse entre ellas.

Mas tarde, se combind la técnica de bicapas artificiales con microelectrodos para
medir la concentracion de iones. Esta metodologia se utilizé para determinar el espesor de las
capas no mezcladas, desplazando los microelectrodos desde la membrana hacia el seno de la

solucion, midiendo las concentraciones de diversos iones (Pohl y col., 1998). Posteriormente,
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utilizando la misma metodologia para determinar la permeabilidad al agua de la AQP-1
insertada en las bicapas, midiendo la dilucidon de un determinado ion debido al flujo de agua
impulsado por un gradiente osmoético (Saparov y col., 2001). Con este mismo sistema se
demostré que esta acuaporina solo transporta agua (Tsunoda y col., 2004), y que la
acuagliceroporina de Escherichia coliGlpF) no transporta H™ (Saparov y col., 2005), como
lo habian predicho los trabajos de simulacion (de Groot & Grubmuller, 2001; Tajkhorshid y
col., 2002).

1.1.3.3. Medicién del transporte de agua a través de epitelios

La determinacion de la permeabilidad osmotica en epitelios implica la imposicion de
un gradiente osmotico entre las caras del mismo y la medicion del flujo transepitelial del
volumen de agua. Uno de los primeros métodos fue el gravimeétricoen la vejiga urinaria de
anfibio, el cual involucraba mediciones seriadas del peso del fluido en un compartimiento
(Bentley, 1958). Otro método, fue el de medicion del transporte de agua en tubulos
cilindricos perfundidos (Al-Zahid y col, 1977). La técnica volumétrica automatica
desarrollada por Bourguet y Jard (1964) era mas sensible que la anterior y permitio registrar
cinéticas a tiempos cortos. En esta técnica, el epitelio era insertado en una camara de Ussing,
una camara que interpone el epitelio como una membrana entre dos compartimientos. Esta
técnica fue utilizada posteriormente con minimas modificaciones (Escobar y col., 1990;
Capurro & Parisi, 1992) y posteriormente se desarrolld una técnica basada en la de Bourguet
y Jard, que mejoraba las mediciones de flujo de agua mediante la deteccion del
desplazamiento del menisco de un liquido foto-opaco en un capilar conectado en serie con
uno de los compartimientos de la camara de Ussing. El sistema de deteccién de esta
metodologia se basa en la utilizacion de fotodiodos que detectan la luz transmitida a través
del capilar y la conexion a una computadora que permite, como se describird en detalle en el
capitulo dos, la medicion automatica del flujo de agua con elevada sensibilidad y en ambos

sentidos (Dorr y col, 1997).

1.1.3.4. Estudio del transporte de agua través de las acuaporinas

El desarrollo de la técnica de ovocitos de Xenopuscomo sistema de expresion de
proteinas heterologas aport6 la ventaja de poder estudiar distintos canales o transportadores
en la membrana de la célula permitiendo el analisis de las propiedades de estas moléculas.
Con esta técnica se estudiaron acuaporinas de distintos organismos (Preston y col., 1992; Ma

y col., 1998; Ford y col., 2000) y los propuestos cotransportadores de agua y solutos (Zhang y

19



col., 1991; Zeuthen y col., 1997; Yang & Verkman, 1998; Loo y col., 1999; Schreiber y col.,
1999).
La diferencia de esta técnica con la de las membranas artificiales es que se mide el

cambio de volumen de la célula, el cudl tiene una relacion directa con el flujo de agua.

1.1.4. Modelizacion detransporte de agua

Muchas veces se ha recurrido a la modelizacion matematica para estudiar el
movimiento de agua en sistemas bioldgicos. La modelizacion es una rama de la matematica
aplicada mediante la cual se desarrolla un modelo del objeto de estudio aplicando relaciones
matematicas que describen ciertos aspectos que se consideran relevantes de éste. En
particular, dentro de estas relaciones, las ecuaciones diferenciales suelen aparecer a menudo
en la estructura de los modelos matematicos. La razén de ello estriba en que estas ecuaciones
suelen ser muy apropiadas para describir fenomenos que sufren cambios en el tiempo — entre
otras cosas — De este modo, la resolucion de estas ecuaciones permite llevar a cabo
simulaciones, mediante las cuales el modelo puede emular el fendmeno en estudio.

Existen dos clases de modelizacion matematica (Haberman, 1998; Bender, 2000):
Modelizacion Deterministica y Modelizacion Estocastica.

La primera se basa en leyes deterministicas vinculando variables mediante conexiones
causales esclarecidas. La segunda se basa en conexiones entre variables aleatorias sujetas,
como es de esperar, al azar. Suele ocurrir que la primera estd asociada a la resolucion de
complicadas ecuaciones diferenciales que implican una labor matematica mas ardua al
principio, pero que va asociada a una ejecuciéon computacional ulterior mas sencilla (es
posible emplear programas comerciales muy amigables como el Matlab o el Mathematica).
Por otro lado, la segunda suele estar asociada a resoluciones de ecuaciones mas simples pero
en numero considerablemente mayor, lo que amerita implementaciones computacionales mas
costosas (tiempos de maquina mas prolongados, desarrollo de programacion paralela, etc.).
Por otro lado, en aras de la simplificacion del célculo, se estudian sistemas en intervalos de
tiempos sumamente cortos (del orden del nanosegundo, en el caso de la simulacion mediante
dinamica molecular del transporte de agua).

El transporte de agua ya fue objeto de modelizacion deterministica, tanto en epitelios
(Weinstein & Stephenson, 1979) como en células (Hernandez & Cristina, 1998). De este

modo, es posible predecir el curso temporal del flujo de agua y electrolitos con una mirada
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amplia, a escala espacial y temporal. Por otro lado, se ha empleado modelizacién estocastica,
y, en particular, dindmica molecular, para estudiar el comportamiento del agua en el interior
de membranas fosfolipidicas (Berendsen & Marrink, 1993) y de los canales de agua (de
Groot y col, 2001; Tajkhorshid y col, 2002). Esta clase de modelizacion permitié predecir el
mecanismo molecular del transporte de agua que tiene lugar a una escala espacio-temporal
mas reducida.

Durante la década de 1990 se hicieron simulaciones computacionales para estudiar el
comportamiento del agua moviéndose a través de una membrana lipidica conteniendo poros
(Chui y col., 1991; Chui y col., 1999). El modelo consideraba a la gramicidina A como el
canal incorporado en la membrana. La permeabilidad al agua fue calculada usando la
correspondencia formal entre difusion y movimiento al azar sobre las membranas
conteniendo gramicidina A. Los resultados concordaron con los obtenidos experimentalmente
por Rosenberg y Finkelstein en 1978.

Pocos afios después del clonado de la AQP-1, se resolvio la estructura de esta
acuaporina por cristalografia (Walz y col., 1994; Walz y col., 1997; Cheng y col., 1997;
Mitsuoka y col., 1999; Ren y col., 2000). Mas tarde se dilucidd la estructura atomica de ésta 'y
otras acuaporinas (Murata y col., 2000; Fu y col., 2000; Sui y col., 2001; Gonen y col., 2005).
Este hecho permitié simular los movimientos de agua a través de las AQPs insertadas en una
membrana. Usando esta metodologia, de Groot y Grubmiiller (2001) demostraron que la
AQP-1 actua como un filtro de dos pasos, el NPA y la region ar/R.

La cristalografia de las acuaporinas y la determinacion de su estructura a una
resolucion de 2.2 Angstroms (Sui y col., 2001) se mostrd compatible con el modelo del canal
propuesto por Parisi y colaboradores (1997) basado en mediciones biofisicas (Figura 1.3).
Las simulaciones por dindmica molecular son también compatibles con las hipotesis previas
como la del movimiento de agua en fila india adentro del canal.

El hecho de si los protones pueden o no atravesar el canal de las acuaporinas generd
controversia durante la década de 1990 debido a diferencias en los resultados obtenidos con
las bicapas artificiales y los ovocitos de Xenopus(Agre y col., 1997). Desde los trabajos
experimentales se demostrd que los protones no pueden pasar a través del canal de la AQP-1
(Tsunoda y col., 2004). Luego, varios trabajos trataron de resolver por simulacién la cuestion
de por qué esto no es posible (Jensen y col., 2003; Burykin & Warshel, 2003), indicando que
esto no ocurriria debido a interacciones electrostaticas dentro del canal (de Groot y col.,

2003; Chakrabarti y col., 2004).
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1.1.5. Introduccion al estudio biofsico del transporte de solutos

Un flujo neto de fluido (Jw) estd frecuentemente asociado con el movimiento de sales
por un proceso que no esta comprendido claramente (Whittembury & Echevarria, 1994;
Spring, 1999).

Las barreras epiteliales se clasifican como “cerradas” (“tight”) o “abiertas” (“leaky”)
de acuerdo a su conductancia eléctrica (Fromter & Diamond, 1972), cuyo valor, en general,

disminuye a medida que las barreras son mas “cerradas”.

1.1.5.1. Métodos experimentales utilizados pamstudiar el transporte de solutos

Las técnicas para estudiar el transporte de solutos se pueden separar en aquellas que
utilizan moléculas radiactivas (Tupper & Maloff, 1973; Toriano y col, 1998), las que se basan
en la medicion de la intensidad de fluorescencia (Galizia y col., 2008), las técnicas de
modelizacion (Hernandez & Cristina, 1998) y simulacion (Jensen y col., 2003) y las que se
basan en mediciones eléctricas, como la técnica de “patch-clamp” y la de fijacion del voltaje
(“voltage-clamp”). La primera, utilizada en ovocitos de Xenopuspermitioé detectar corrientes
io6nicas por estimulacion mecanica (Saitou y col., 2000) y canales mecanosensibles presentes
en estas células (Zhang & Hamill, 2000). Por otro lado, esta misma técnica también fue
aplicada sobre liposomas reconstituidos con gramicidina (Martinac & Hamill, 2002). La
técnica de “voltaje-clamp” también se usa mucho en ovocitos (Bryan-Sisneros y col., 2003) y

en bicapas artificiales (Saparov y col., 2005).
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1.2. Objetivos

El objetivo general de esta tesis fue profundizar el conocimiento que se tiene de la
biofisica del transporte de agua a través de membranas bioldgicas y su asociacion al
movimiento de solutos.

Los objetivos especificos, desarrollados cronologicamente, fueron: 1) Estudiar la
relacion que existe entre el movimiento de agua y el movimiento de solutos en un epitelio
reconstituido sobre un soporte permeable, empleando células T84; 2) Estudiar los
movimientos de agua controlando la composiciéon de los medios a ambos lados de una
membrana celular en su estado natural o expresando una acuaporina. Para poder llevar a cabo
este objetivo, fue necesario desarrollar una nueva metodologia experimental; 3); Predecir y
analizar, mediante modelos matematicos y simulacién computacional, la respuesta osmotica
de ovocitos de Xenopusxpresando AQP-1 en su membrana. y 4) Determinar las propiedades
de rectificacion de la AQP-1, utilizando las bondades de la técnica del ovocito vaciado,

desarrollada ad hoc.
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Capitulo 2

Transporte de agua y solutos en un modelo de epitelio
digestivo: las células T84

2.1. La utilizacién de lineas celulaes como model@ara el estudio

del transporte transepitelial de agua y solutos

Como se sefialo en el capitulo 1, los flujos netos de agua e iones pueden ocurrir a
través de las barreras epiteliales tanto por la via transcelular como por la paracelular (Parisi y
col., 1997; Kovbasnjuk y col., 1998; Whittembury & Hill, 2000; Cereijido y col., 2000).

Numerosas lineas celulares, principalmente de origen intestinal y renal, se utilizaron
como modelos para estudiar el transporte de agua a través de epitelios animales.

En presencia de un gradiente osmodtico, la permeabilidad al agua de las células
epiteliales (Posm) Observada, es la resultante de la combinacion de las permeabilidades de sus
membranas apical y basolateral (las cudales varian seglin la presencia o no de aquaporinas y/o
cotransportadores) y de la via paracelular. Los datos bibliograficos indican que en un epitelio
con altos valores de permeabilidad hidrostatica (P4, ver capitulo 1), como Caco-2 (originada
a partir de un tumor de colon humano), y en ausencia de acuaporinas, la via paracelular seria
la mas significativa para el flujo osmético. Por el contrario, en un epitelio con bajos valores
de Ppig, como LLC-PK-1 (una linea célular derivada del rinén de cerdo), la presencia de
acuaporinas resulta fundamental para disipar el gradiente osmoético externo a través de un
flujo transcelular (Toriano y col., 1998). Esta condicion seria similar a la descripta para los
organos blancos de la ADH, tanto el tabulo colector renal como la vejiga urinaria de rana.

La via para el movimiento de agua asociado al transporte de solutos es un tema
altamente controversial (Spring, 1999), especialmente en lo que se refiere a procesos
secretores (Masyuk y col.,, 2002). El modelo de “gradiente sostenido” presentado por
Diamond y Bossert (1967), postula que los espacios intercelulares juegan un papel central en
el llamado “movimiento isotonico de agua asociado a transporte”. Segn este modelo, el Na"
entra por la membrana apical siguiendo un gradiente electroquimico y luego es bombeado

activamente hacia el espacio intersticial. Esto crea un gradiente de concentracion que induce
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la entrada de agua por la union estrecha entre las células epiteliales (“tight junction”). Por el
extremo basal del interespacio, sale una solucion isoténica de NaCl.

Pronto se vio que la situacion era mucho mas compleja y que, en distintos epitelios y
circunstancias, el fluido transportado puede ser isotonico, hipotdnico o hipertdénico. En este
sentido, ha sido informado que en células MDCK, un epitelio modelo de tibulo proximal
renal, no existe un flujo significativo de fluido a través de la union estrecha (“tight junction™)
aun cuando la absorcion de fluido se acelere por la imposicion de un gradiente osmoético
externo (Kovbasnjuk y col., 1998).

El descubrimiento de la expresion de acuaporinas en distintas células epiteliales y
particularmente en epitelios abiertos (“leaky”), como el tubulo proximal renal, ha enfatizado
el rol del transporte transcelular de agua mediado por canales. Sin embargo, se demostrd que,
en el caso de las células RCCD-1 (una linea celular originada a partir del tabulo colector
cortical de rata), en ausencia de gradiente osmoético externo y de acuaporinas puede
desarrollarse un flujo neto de agua asociado a transporte (Jw-transp) inducido por ADH

(Capurro y col., 2001).

2.1.1. La linea celular T84

La regulacion del balance de electrolitos y sus mecanismos de secrecion han sido
estudiados extensamente en las células T84, una linea celular humana establecida a partir de
un adenocarcinoma colénico y que mantiene el transporte vectorial de electrolitos
(Dharmsathaphorn y col., 1984). La linea celular T84 forma monocapas de alta resistencia
eléctrica transepitelial (epitelio “tight”), y es un sistema modelo para el transporte de CI
inducido por diversos secretagogos y modificado por la accion de distintas toxinas.

En el modelo T84 la medida de corriente de cortocircuito (Isc) se ha utilizado para
estimar la salida electrogénica de CI'. Es importante destacar que ademas, a partir de los
valores de Isc se inferia la magnitud del fluido asociado al transporte de iones en estas células
(Singh y col., 2001).

Sin embargo, utilizando la técnica desarrollada en el laboratorio para medir flujos
transepiteliales de agua (Jw) en monocapas celulares (Dorr y col., 1997), se demostrd que en
las células T84 estimuladas con la toxina termoestable de Escherichia col(STa), aumentaba
Jw en el sentido de la secrecion y que, si bien esto se asociaba a un flujo secretor de CI', no

podia ser completamente explicado por el mismo (Toriano y col., 2001).
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La STa es un agonista del receptor guanilato ciclasa C (RG-C), presente en la
membrana apical de estas células (Rao, 1985), que provoca un aumento significativo del
GMPc intracelular (Hamra y col., 1993).

Asi como en humanos el efecto de STa es descontrolado y capaz de provocar diarrea,
el uroguanilin (UGN) se describe como una hormona que interviene en la homeostasis
normal de agua y Na' del organismo, provocando una respuesta fisiologica y de menor
magnitud que STa (Giannella y col., 1983). El uroguanilin es un péptido endégeno secretado
por las células intestinales de mamiferos, de estructura homologa a la STa. Esta descripto que
el aumento en los niveles de GMPc, por la union de este péptido al RG-C, produce una
disminucion en la absorcion de Na® y un aumento en la secrecion de CI” (Schulz y col., 1990;
Singh y col., 1991; Sheppard & Welsh, 1992;).

La caracterizacion de la linea celular T84 indicaba que no expresaba ninguna de las
acuaporinas conocidas hasta el momento (Toriano y col., 2001), pero si presentaba evidencias
funcionales de los intercambiadores Na'/H™ y CI/HCO; y del cotransportador Na'/HCO3
(Ramirez y col., 2000). Posteriomente, se inform6 que las isoformas del intercambiador
Na'/H" presentes en esta linea celular son el NHE-2 en la membrana apical y el NHE-1 y el
NHE-4 en la membrana basolateral (Toriano y col., 2007). Al estimular células T84 con UGN
apical (lado mucoso de la monocapa) en ausencia de gradientes quimico, osmoético o
hidrostatico, Jw aumentaba significativamente en el sentido de la secrecion, sin cambios en
Isc ni en Ry, indicando que Jw estaba asociado al transporte no electrogénico de solutos.
También se observo una disminucion significativa en la recuperacion del pH intracelular ante
un pulso 4cido de NH4Cl en células tratadas con UGN apical. Dado que la actividad de
transportadores Na'/H" es el tinico mecanismo de extrusion de H™ en T84, estos resultados
indicaban que el UGN apical provocaba la inhibicion de la isoforma apical NHE-2 del
intercambiador, produciendo una inhibicién de la absorcion de Na“ y por ende una
disminucion de la componente absortiva del flujo de agua asociada a este ion (Toriano y col.,
2007).

El modelo T84 también se utiliza para probar los efectos de drogas con posibles
efectos terapéuticos en el tratamiento de la fibrosis quistica (FQ). Esta enfermedad se
caracteriza por una deficiente secrecion de Cl hacia el lumen alveolar, que produce como
consecuencia una disminucion de la subsiguiente secrecion de agua y Na', provocando en
ultima instancia la congestion mucosa de las vias aéreas.

Algunos ejemplos de las drogas que se disefiaron para tratar la FQ son el 1-EBIO (1-

Etil-1,3-dihidro-2H-benzimidazol-2-ona) y el CD-EBIO (5,6-dichloro-1-ethyl-1,3-dihydro-
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2H-benzimidazol-2-ona). Ambos pertenecen a la familia de las benzimidazolonas y tienen la
capacidad de aumentar la secrecion de CI'. EI DC-EBIO fue desarrollado a partir del 1-EBIO
y es mas potente que este, induciendo una importante secrecion de Cl” en las células T84,
determinado por mediciones de Isc. Sobre la base de inferir la magnitud de Jw a partir de
mediciones eléctricas, ambas drogas se propusieron como posibles estimuladoras del flujo de
agua asociado al movimiento de CI” (Singh y col., 2001).

El mecanismo de secrecién de CI” en epitelios como el del colon requiere que el K
que entra a la célula por la bomba de Na'/K" y por el cotransportador Na'/K'/2CI, salga por
canales basolaterales. Estos movimientos de K hiperpolarizan a las células de la mucosa del
colon manteniendo la fuerza impulsora para la secrecion de CI'. Las benzimidazolonas como
el 1-EBIO y el DC-EBIO provocan la estimulacién de canales de K™ de conductancia
intermedia dependientes de Ca®* (IK'¢,) y del CFTR apical, estimulando la secrecion de CI
en las células T84 (Devor y col., 1996). Sin embargo, la secrecion de CI” no es el unico
evento secretor que ocurre en el colon de mamiferos. El colon también secreta y absorbe K.
La secrecion ocurre por un mecanismo electrogénico similar al de la secrecion de CI, es
completamente sensible a la bumetanida, un inhibidor especifico del cotransportador
Na'/K'/2C1" y regulada por la relacion entre las tasas de salida de K™ por los canales apicales
y basolaterales. El proceso de absorcion es no electrogénico y esta impulsado por la entrada
activa de K" a través de la bomba H'/K" apical y la salida por los canales basolaterales de K.
(Halm y col., 2006).

Por otro lado, en monocapas de células CFT1 (derivadas de vias aéreas que expresan
la variante DF508 del CFTR), se probé que los flujos basolaterales de K™ modulan la
absorcion de Na" (Dawson & Richards, 1990; Gao y col., 2001). Y en células T84, Tordache y

col. (2007) demostraron que el butirato aumenta la expresion de ENaC y la absorcién de Na'.
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2.2. Objetivos e hipotesis

La correlacion entre las propiedades de permeabilidad al agua y a los iones es
especialmente importante cuando se observa lo que se llama un transporte idnico
electrogénico, el cual resulta en una transferencia neta de iones a través de la barrera
bioldgica.

Sobre el antecedente de la disociacion provocada por STa en los registros de Isc y Jw,
se propuso como objetivo de este capitulo medir simultdneamente el flujo de agua (Jw) y la
Isc estimulada por benzimidazolonas para probar si efectivamente se produce un flujo de
agua que acompaiie al de Cl y estudiar los mecanismos por los cuales el agua es transportada
transepitelialmente en este sistema relacionandolo con el movimiento de solutos

Como objetivos especificos se plantearon: 1) caracterizar la linea celular T84 desde un
punto de vista biofisico, determinando sus coeficientes de permeabilidad hidrostética (Pnig) y
osmotica (Posm); ¥y 2) dado que se demostré que el 1-EBIO y el DC-EBIO generan
importantes flujos secretores de CI', estudiar simultdneamente el efecto de estas drogas sobre

el transporte electrogénico de solutos (Isc) y el transporte de agua (Jw).
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2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Cultivo y mantenimiento de las células

Las células T84 fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (Rockville,
Md, USA) y crecidas como monocapas en botellas de 25 cm”, usando una mezcla de medios:
medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM) y Ham’s F-12 en proporcion 1:1
y suplementado con 14 mM NaHCOs; 3,2 mM glutamina; 100 unidades/ml penicilina-100
pg/ml estreptomicina; 15 mM HEPES/Na (pH 7,4) y 5% de suero fetal bovino, en una
atmosfera de 5% CO, a 37°C. Para el mantenimiento de la linea, las células T84 se cultivaron
en frascos plasticos, con un 4rea util de 25 cm’, sembrandose con una densidad de 1.10°
células/botella, en medio de cultivo completo compuesto por medio minimo esencial de
Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con suero fetal bovino al 10%,
aminodcidos no esenciales, antibidticos (100 U/ml Penicilina —100 pg/ml estreptomicina) y
25 mM NaHCO;. Las botellas se incubaron en una estufa de cultivo a 37°C, en una atmosfera
de 10% de CO,. El medio de cultivo se reemplaz6 cada dos dias con medio fresco.

Para mantener la linea, las células se subcultivaron toda vez que hubieron alcanzado el
80-90 % de confluencia utilizando, para disgregar la monocapa, una solucion de 0,5 g/l
tripsina-0,53 mM EDTA.4Na disueltos en solucién salina de Hank libre de Ca*" y Mg™" (5,4
mM KCI; 0,4 mM KH,POy; 137 mM NaCl; 4,2 mM NaHCOs; 0,3 mM Na,HPOy; 5,5 mM
glucosa; 0,01 g/l rojo fenol). Las monocapas se lavaron primero con la solucion de tripsina y
luego se incubaron a 37°C durante 15-20 minutos con 0,5 ml de la misma soluciéon. Una vez
que las células se hubieron despegado de la superficie de soporte y entre si, se hizo una
suspension lo mas homogénea posible en medio de cultivo completo, usando una pipeta
Pasteur de punta fina. La suspension se sembro en distintas botellas haciendo, en general, una
dilucién 1:5 (es decir con las células provenientes de una botella madre, podian sembrarse
cinco botellas hijas). Los subcultivos se hicieron una vez a la semana.

Para los experimentos, la suspension de células entre los pasajes 60 y 78 obtenida de
la manera que se describi6 en el parrafo anterior, se sembrd sobre filtros permeables de
policarbonato (Transwells®) de 24 mm de diametro, 4,5 cm® de superficie y con poros de 3
pm (1.200.000 poros.cm’z), los cuales no representan una barrera al movimiento de agua. La
densidad de los cultivos fue de 1-2.10° células/ Transwell® y se crecieron a 37°C, en una

atmosfera de 5% de CO, durante 15 dias.
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2.3.2. Medida de los flujos de agua

2.3.2.1. Descripcion del sistema

El registro del flujo neto de agua se realizé utilizando un dispositivo de medicion
automatico computarizado desarrollado en nuestro laboratorio (Dorr y col., 1997). Este
sistema permite el registro continuo del movimiento de agua a través del epitelio y detectar
flujos absortivos o secretorios con una sensibilidad de 50 nl.

Para llevar a cabo los experimentos, las células sembradas sobre los filtros permeables
se montaron en una cidmara de Ussing modificada (Figura 2.1, A). Esta camara principal
(Figura 2.1, B) define dos compartimientos independientes, el mucoso (de 22 ml), al que se
expuso la cara apical de las células, y el seroso (de 15,7 ml), al que qued6 expuesta la cara
basal de las mismas. El compartimiento seroso estuvo abierto a la atmdsfera mientras que el
mucoso se mantuvo herméticamente cerrado, salvo por una abertura conectada a un capilar de
polietileno de diametro pequeno (Figura 2.1, C). Este catéter, lleno de solucién fisiologica, se
conecta con una camara de lucite intermediaria (Figura 2.1, D). La cdmara D consta a su vez
de dos compartimientos (D1 y D2), separados entre si por una membrana impermeable de
latex, colocada holgadamente como para permitir el movimiento de fluido (Figura 2.1, E). El
compartimiento D1 se llena de solucion fisiologica y el D2 de una solucién foto-opaca
(Negro Vilmacid 10B, 2 mg.ml”, Vilmax, Argentina). Esta tltima solucion debe ser foto
opaca para maximizar la sefial de deteccion. Desde la hemicdmara D2 la solucién coloreada
se conecta con un segundo capilar de polietileno (Figura 2.1, F), que conecta la camara
intermediaria con un capilar de vidrio abierto en el extremo opuesto (Figura 2.1, G).

Debido a las conexiones descriptas, cualquier movimiento de agua (absortivo o
secretor) a través del epitelio, provoca un movimiento de la soluciéon foto-opaca dentro del
capilar de vidrio en el sentido correspondiente. Este tltimo es proporcional a la cantidad de
agua moviéndose a través de la monocapa de tejido.

Sobre el compartimiento mucoso se aplicé todo el tiempo una presion hidrostatica
ejercida por una columna de 4,5 cm de H,O, para mantener a la monocapa apoyada sobre el

filtro de policarbonato y sin despegarse a lo largo de todo el experimento.
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DETECTOR (H)

CAMARA INTERMEDIARIA

(—Monocapa epitelial (A)

CAMARA PRINCIPAL (B)

ADQUISICION DE DATOS (J)

Figura 2.1. Representacion esquematica del dispdsit automatico para la medicion de flujos de
agua. A- monocapa celular. B- Camara de Ussing. C- Capilar con solucion fisiolégica conectado al
lado mucoso. D- Segunda camara. E- Membrana impermeable plegada. F- Capilar con solucion foto
opaca. G- Capilar de vidrio. H- Sistema de deteccion. |- Conexion a la computadora. J- Registro de
flujo.

2.3.2.2. Sistema de deteccion

El capilar de vidrio esta inserto en un dispositivo que contiene el sistema de deteccion
(Figura 2.1, H). El principio de este sistema es detectar la posicion del menisco de liquido del
capilar utilizando un sistema electro-optico. Dentro del dispositivo de deteccion hay diodos
alineados que emiten luz sobre el capilar de vidrio. Entre los diodos y el capilar un difusor de
acrilico homogeiniza la luz incidente. Del lado opuesto a la emision de luz hay lentes que
focalizan la luz que atraviesa el capilar sobre otro dispositivo. En éste estdn dispuestos
linealmente fotodiodos. La luz s6lo puede atravesar la zona no opaca del capilar. Cuando esto
sucede un numero de fotodiodos se activa. Esto produce una sefial de video andloga que se
convierte a sefial binaria y se envia a una computadora (Figura 2.1, I). Un software
especialmente desarrollado mide el numero de fotodiodos activados y no activados. Los datos
obtenidos en un intervalo de tiempo establecido (en general 1 minuto) se convierten a un
valor de flujo volumétrico (zd. min™), luego se guardan en soporte magnético y se grafican en
la pantalla (Figura 2.1, J). Por convencion los valores negativos indican una secrecion neta
mientras que los positivos indican una absorcion neta. Debe destacarse que un flujo neto es la
resultante de un componente absortivo y uno secretor.

El flujo neto transepitelial de fluido se midi6 usando el dispositivo descripto y los

. .1 2 ., .
datos se computaron en unidades de pl.min".cm™. Las hemicdmaras que quedaron definidas
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por la presencia de la monocapa celular, se llenaron con medio experimental, compuesto por
DMEM-Ham's F12 en proporcién 1:1 con 14 mM NaHCO; mas 15 mM HEPES/Na (pH 7.,4),
burbujeado con 5% CO,/ 95% O,.

2.3.2.3. Calibracion del equipo

Con el objeto de efectuar la calibracion del equipo medidor de flujo se necesita un
sistema que genere caudales conocidos. Para ello se desarrolld un sistema mediante un
tornillo micrométrico (Palmer) unido a una jeringa tipo Hamilton, que descargaba una
solucidon (de las caracteristicas de las empleadas durante los experimentos) sobre una balanza
Mettler. Este sistema permite inyectar cantidades sumamente pequefias de fluido en un
determinado tiempo, determindndose un flujo mésico con suma sensibilidad (del orden de 10
* 9.8%). La determinacién de la densidad de las soluciones mediante picnometria (contra
patrones) conduce al calculo de los flujos de volumen. Uniendo este sistema al catéter C del

equipo de medicion de flujos pudimos llevar a cabo la calibracion del equipo.

2.3.3. Determinacion de R Y Phig

Para el cédlculo de las permeabilidades osmoticas (Posm) € hidrostatica (Phig) se
utilizaron las ecuaciones descriptas en el capitulo 1.

Los coeficientes de permeabilidad hidrostatica (Ppig) y osmética (Posm) se calcularon a
partir de la pendiente de la recta que relaciona el flujo de volumen de agua (Jw) con las
diferencias de presion hidrostatica (APpig) y osmotica (APysm) v que responde a la siguiente
ecuacion:

Jw=Lp. (APpig + APosm) (1),
donde Lp es el coeficiente de permeabilidad hidraulica de la membrana.
En el caso que AP, = 0, entonces podemos asumir que el flujo de agua se debe solo
al gradiente de presion hidrostatica, por lo tanto
Jw-hid = Lp . APniq (2),
y por otro lado
Pha=Lp.R. T/A .Vw (3)
donde A es el area de la membrana, R es la constante general de los gases ideales, T es la

temperatura absoluta y V es el volumen molar parcial del agua.
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Pero si APy;4 es constante, entonces se puede asumir que el flujo de agua se debe solo
al gradiente de presion osmotica, por lo tanto la ecuacion 1 se convierte en
Jw-osm=Lp" . APy (4),
donde Lp” incluye a la diferencia de presion hidrostética constante; y por lo tanto
Posm=Lp". R. T/A .Vw (5),

Para el calculo del coeficiente de permeabilidad hidrostatica (Ppig), sometimos la
monocapa celular, montada en la camara de medicion, a distintas diferencias de altura (Ah),
las cuales, segun la ecuacion 6 son directamente proporcionales a las diferencias de presion
hidrostatica (APh) entre ambos lados del epitelio:

dm20-g.Ah = APh (6)

En esta ecuacion, dmpo es la densidad del medio experimental (como es una solucion
diluida, se aproxima a la densidad del agua), y g es la constante de atraccion gravitatoria de la
Tierra.

Para la determinacion de Ppig los gradientes se generaron colocando a la camara
experimental que contiene a la monocapa a diferentes alturas respecto del capilar que
contiene a la solucioén foto-opaca. Estas diferencias de altura corresponden a diferencias de
presion hidrostatica producidas por columnas de agua de 5,3 cm, 6,2 cm y 7,1 cm. La
condicion inicial fue una presion hidrostatica producida por una columna de 4,5 cm de H,O,
como se explicd en la descripcion del sistema.

Para la determinacion de Pygy, El Jw osmotico (Jw-osm) se midi6 en monocapas de
células T84 crecidas durante 15 dias sobre el soporte permeable en presencia de diferentes

concentraciones serosas de manitol (12 mM, 50 mM y 100 mM).

2.3.4. Estudios electrofisiologicos

Los registros de los parametros eléctricos se hicieron en simultdneo con los registros
de flujo de agua (Jw). La corriente de cortocircuito (Isc) se registrdé continuamente usando un
sistema de fijacion de voltaje (Physiological Instruments, USA), con electrodos Navycite
(ME2AG4) de alambre de Ag" clorurado (Ag/AgCl). En intervalos periédicos a los largo del
experimento, se sacaba al sistema de la condicién de cortocircuito para registrar, a circuito
abierto, los wvalores de diferencia de potencial transepitelial (AVr) y de resistencia

transepitelial (Rr).
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Los electrodos de registro estaban colocados del lado seroso de la monocapa. Por lo
tanto se tomd como convencion que un idén positivo moviéndose desde el lado mucoso al
seroso (“i6n positivo entrante”) produciria una corriente positiva, y si se moviera en sentido
opuesto, es decir de seroso a mucoso (“idn positivo saliente”) produciria una corriente
negativa. Lo opuesto ocurriria con un i6n negativo. Un i6n negativo moviéndose desde el
lado mucoso al seroso (“i6on negativo entrante”) produciria una corriente negativa y
moviéndose de seroso a mucoso (“i6n negativo saliente”) produciria una corriente positiva.

Respecto a AV, los valores positivos indican que el lado seroso es positivo y los
valores negativos indican que este lado es negativo.

La Rr inicial se tested, antes del montado de los Transwells® en la camara de
medicion, como una forma de verificar la integridad y confluencia de la monocapa, utilizando
un sistema de resistencia eléctrica Millicell-ERS (Millipore). Durante los experimentos, Rt se
estimo, a lo largo del tiempo, por las deflexiones en la corriente eléctrica provocadas por la
inyeccion de un pulso de 1mV/segundo (cada 90 s) con un equipo automatico de fijacion de

voltaje (Physiological Instruments, San Diego, CA, USA) y electrodos Navycite (ME2AG4).

2.3.5. Estudios farmacologicos

2.3.5.1. Experimentos con 1-EBD, DC-EBIO y bumetanida

Las células T84 fueron cultivadas en seis Transwell®, de los cuales tres fueron
rutinariamente tomados como control y tres testeados con la droga empleada. Dichas drogas
(1-EBIO, DC-EBIO y bumetanida) se agregaron en los compartimientos seroso y/o mucoso,
segun el protocolo utilizado.

El 1-EBIO y el DCEBIO no eran drogas comerciales en el momento en que se
realizaron los experimentos y por eso una muestra de ellas fue gentilmente facilitada por el
Dr. Robert Bridges, de la Universidad de Pittsburg, Pennsylvania, quién las desarrollo (Singh
y col., 2001).

Tanto el DCEBIO como la bumetanida se disolvieron en DMSO (di-metil sulfoxido),
por lo cual se realizaron experimentos control con este vehiculo, verificando que no se

produjeron cambios significativos en los parametros medidos (Jw, Isc, Rt ni AV).
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2.3.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realizo por la prueba T de Student. Se
consider? significativo un p<0,05. Cuando se compararon resultados de protocolos diferentes,
los datos se analizaron como datos no pareados, y cuando se compararon condiciones dentro
del mismo protocolo se compararon como datos pareados. Todos los resultados se presentan

como el promedio = SEM.
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2.4. Resultados

2.4.1. Caracterizacion biofisica delas células T84: las permeabilidades

hidrostatica y osmatica

Como se menciond en la introduccion de este capitulo, las células T84 forman
monocapas de alta resistencia eléctrica transepitelial presentando caracteristicas de epitelio
cerrado (“tight”). Para poder analizar la relacion entre los transportes asociados de agua y
solutos en T84 era necesario hacer primero la determinacion de los coeficientes de
permeabilidad hidrostatica (Pp;q) y osmotica (Pogm).

Como se sefalara en la introduccion de este Capitulo, las monocapas celulares
implican la existencia de dos membranas ubicadas en serie (la basolateral y la apical) y dos
vias de pasaje posible, la transcelular y la paracelular. Se asume que Pn¢ da idea de la
posibilidad de pasaje de fluido a través de las uniones entre las células y que Py, €s una
sumatoria de los flujos tanto paracelulares como transcelulares.

Para la determinacion de Py se registrd el flujo neto de agua (Jw) en presencia de
diferentes concentraciones serosas de manitol. Por su tamafio, este soluto es impermeable a la
barrera epitelial, generando un gradiente de presion osmotica, directamente proporcional a su
gradiente de concentracion. La Figura 2.2 A muestra un registro tipico de Jy-osm.

El coeficiente de permeabilidad osmotica (Pysm) se obtuvo a partir de la pendiente de
la regresion lineal (R = 0.99 + 0.04) realizada sobre los valores de Jw-osm graficados en
funcién de las concentraciones de manitol (Figura 2.2 B). El valor calculado de Py, fue

(1,30 £ 0,01) x 107 cm.s™ (n=7).
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Figura 2.2 Determinacion de Rsm en T84.A. Variacion del Jy osmotico (Jw-osm) a lo largo del
tiempo. Debajo del registro se indican los valores de osmolaridad producidos por el agregado de
manitol en el lado seroso. En el inserto se muestra el flujo a lo largo del tiempo en condiciones
basales. B. Determinacion de P,gy,. El valor de Posm se calcula de la pendiente de Jy en funcion del
gradiente aplicado (n=7).

Para el calculo de P4, el sistema se sometid a diferentes valores de presion
hidrostatica y se observo la variacion del flujo de agua a lo largo del tiempo.
De la pendiente de la recta de regresion lineal realizada sobre los datos de Jw en

funcion de APh se obtuvo el valor de Ppig (0,27 £ 0,02 cm.s™, n=3).

2.4.2. Mediciones ded- y Jw en la linea celular T84

2.4.2.1. Flujos basales de agua e iones en las células T84

Antes de probar las drogas 1-EBIO y DC-EBIO se realiz6 una serie experimental para
observar los flujos de agua e iones en condiciones basales (sin estimulacion). Una vez
montadas las monocapas, y luego de su estabilizacion, se registraron simultdneamente los

valores de Isc y Jw (Tabla 2.1).

Basal

Jw (uLmin.".cm?) 0,0092 + 0,0050

|sc(uA.cm’2) 2,18 +£2,49
Rt ©.cn) 998,12 + 22,36
AV mv) 0,37+ 0,38

Tabla 2.1. Resultados de los registros simultaneos de flujos netos de agua (Jw), corriente de
cortocircuito (Isc), resistencia transepitelial (Rr) y diferencia de potencial transepitelial (AVr) en
monocapas de células T84 sin estimular y en ausencia de gradientes quimicos y osmoticos
(condiciones basales, n=7). Los resultados se muestran como el promedio + SEM.
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Como se ve en la Tabla 2.1, en estas condiciones no se observaron flujos netos de

agua ni de iones (los valores de Isc y Jw no son significativamente distintos de cero).

Luego se realizaron distintos protocolos experimentales para probar los efectos de las

drogas.

2.4.2.1.1. Comparacion de los efectos producidos por 1-EBIO mucoso y 1-EBIO seroso

Las Figuras 2.3 A y B muestran la comparacion de Jy y de Isc al estimular las células

T84, alternativamente con 1-EBIO seroso y mucoso.

Comparando ambas condiciones entre si, se puede observar que el 1-EBIO (5.10*M)

seroso (n=3) produjo un flujo absortivo mayor (p<0,01) que el 1-EBIO mucoso (n=5).

Con respecto al movimiento de iones, el 1-EBIO seroso produjo un valor de Isc que

no fue significativamente distinto de cero (n=3). Sin embargo, la misma concentracion de 1-

EBIO en el lado mucoso (n=5) produjo una Isc negativa, significativamente diferente

respecto del basal (-22,38 = 6,56 uA.cm'z, p<0.05).

En la Figura 2.3 B se comparan los valores de Isc observados con 1-EBIO (5.10'4 M)

mucoso o seroso, siendo significativa la diferencia entre ambas condiciones (p<0,02).
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Figura 2.3. Comparacion de los eféos producidos por el 1-EBIO (5.1¢ M) mucoso (n=5) o

seroso (n=3)Los resultados se muestran como el promedio = SEM.
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2.4.2.1.2. Efectos producidos por distintas concentraciones de 1-EBIO seroso

El aumento de la concentracion de 1-EBIO en el lado seroso (1.10° M) no produjo un
aumento significativo de Jw (0,0353 + 0,0058 ul.min™.cm™) respecto de la concentracion
anterior (5.107* M) que se mostr6 en la Figura 2.3 A.

Sobre Isc, si bien se observdo una tendencia al aumento de los valores de este
parametro, los cambios provocados por 1-EBIO seroso no resultaron significativamente
distintos de cero.

En cuanto al AVr y la Ry registrados a circuito abierto, tampoco hubo cambios
significativos.

El agregado de concentraciones crecientes de 1-EBIO seroso (5.10* M y 1.10° M)
sobre las monocapas estimuladas con 1-EBIO mucoso (5.10™* M), provocé un aumento del
flujo absortivo (Figura 2.4 A). Esta respuesta fue dependiente de la concentracion (p<0,02 y

p<0,01, respectivamente) (Figura 2.4 B).
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Figura 2.4. Efecto del 1-EBIO en ambos lados de la monocapa de células T84 solyeEl 1-
EBIO mucoso (5.10* M) estuvo presente a lo largo de todo el experimento. A. Registro tipo. Sobre el
registro se indican las concentraciones de 1-EBIO (5.10* M, 1.10°M) aplicadas del lado seroso de la
monocapa. (n=5); B. Valor medio de los flujos registrados en cada condicion.

Con respecto al flujo de iones, el agregado de 5.10° M de 1-EBIO en el lado seroso
produjo una disminucion significativa del valor absoluto de Isc (Alsc = 2,16 + 0,63 pA.cm™;
p<0.05). Posteriormente, cuando se duplicod la concentracion en ese mismo compartimiento
(1.107 M) se produjo una disminucién atn mayor (Alsc = 15,58 + 3,97 pA.cm™; p<0.02).
(Figura 2.5). Es decir que la corriente de cortocircuito se hizo cada vez menos negativa (o
mas positiva) con el agregado de 1-EBIO en el lado seroso respecto de la corriente producida

por el 1-EBIO mucoso.
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Figura 2.5. Efecto del 1-EBIO seroso sobre lask estimulada por 1-EBIO mucoso.Las barras

representan el cambio producido en la corriente de cortocircuito (Alsc £ SEM, n=5) por el agregado
de 1-EBIO del lado seroso (5.10*M y 1.10°M) sobre la condicion con 1-EBIO mucoso (5.10*M).

El AV de las monocapas estimuladas con 1-EBIO mucoso (5.10*M) resulté de signo
negativo y significativamente diferente del registrado en condiciones basales (AV_gBio mucoso
=-2.40 £ 0.27 mV, n=4, p<0.01). Al agregar 5.10°* M de 1-EBIO en el lado seroso se produjo
una leve disminuciéon de los valores absolutos de AVt (-1,95 + 0,25 mV) respecto del
observado con la estimulacion en la cara mucosa, pero significativamente diferente del basal
(p<0,01). Cuando se duplicé la concentracidén en este compartimiento (1.10° M) el AV
volvio a los valores basales (-0,14 + 0,80 mV), revirtiendo el efecto producido por el 1-EBIO

mucoso (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Efecto del 1-EBIO sobre la diferencia de potencial transepitelialA{t). Curso

temporal de AVr en presencia de 1-EBIO mucoso y los cambios producidos por el agregado de 1-
EBIO en el lado seroso (n=4).
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En la serie experimental con 1-EBIO mucoso tampoco se observaron cambios en los
valores de Rr, en todas las condiciones ensayadas indicando que esta droga no altera la

integridad de las monocapas.

2.4.2.2. Efecto del DC-EBIGsobre Jy y los parametros eléctricos de las células T84
Como se dijo en la introduccion de este capitulo, el DC-EBIO es un agente
estimulador mucho mas potente que el 1-EBIO.
En series experimentales separadas, se probaron dos concentraciones de DC-EBIO
(25 uM y 50 uM) y el efecto de bumetanida, un inhibidor especifico del cotransportador
basolateral Na'/K'/2Cl" que se asume como el sitio de entrada del CI” basolateral en las

células T&4.

2.4.2.2.1. Efectos producidos por 2oM de DC-EBIO
En estos experimentos (n=5) se ensayo al mismo tiempo DC-EBIO mucoso (25 uM)
con DC-EBIO seroso (25 pM). Luego se aumentd la concentracion serosa a 50 puM.

Finalmente, se ensay6 la inhibicion del cotransportador basolateral con bumetanida (1.107

M).

2.4.2.2.1.1. Efectos de DC-EBIO 25M sobre Jy

El DC-EBIO (25 uM) colocado simultaneamente en ambos lados de la monocapa, no
produjo efectos sobre el flujo neto de agua (Jw = 0,0055 + 0,0073 pl.min™.cm?, n=5).
Tampoco se observaron cambios significativos cuando se aumentd la concentraciéon de DC-
EBIO en el lado seroso hasta 50 uM (Jy = 0,0111 + 0,0059 pl.min™.cm™). Sin embargo el
agregado de bumetanida (1.10” M) produjo un cambio significativo del flujo en el sentido de

la absorcion (p<0,01) (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Efecto del DC-EBIO (25uM) y la bumetanida sobre el flujo de agual.as barras
representan el cambio en el flujo de agua (AJw promedio = SEM, respecto de la condicion anterior)
producido por el agregado secuencial de DC-EBIO (25 uM) y bumetanida (1.10™ M) en el lado seroso
de las monocapas de células T84, después de ser estimuladas simultineamente con la misma
concentracion de DC-EBIO (25 uM) en los lados mucoso y seroso.

2.4.2.2.1.2. Efectos de DC-EBIO 25M sobre Isc

Con respecto al movimiento neto de iones, el DC-EBIO en ambos lados de la
monocapa (25 uM mucoso y 25 uM seroso) produjo valores positivos de Isc
significativamente diferentes del basal (p<0,01). El incremento de la concentracion en el lado
seroso (50 uM) no produjo un aumento significativo adicional de Igc (Figura 2.8). Aunque el
agregado de bumetanida (1.10° M) provocd una disminuciéon en los valores de Isc, este

cambio no lleg6 a ser significativo (analisis de datos pareados para n=3) (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Efecto del DC-EBIO (25uM) sobre la corriente de cortocircuito. Las barras
representan el valor promedio de la corriente de cortocircuito (Isc £ SEM) registrado en las distintas
condiciones experimentales con DC-EBIO (n=5).
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2.4.2.2.1.3. Efectos de DC-EBIO 25M sobre AVy

El DC-EBIO 25 uM mucoso y 25 uM seroso produjo un aumento significativo de la
diferencia de potencial transepitelial respecto de los valores basales (p<0.02), que se mantuvo
al aumentar la concentracion de DCEBIO en el lado seroso a 50 uM. La adicion de

bumetanida (1.10” M) produjo una disminucion significativa de los valores de este parametro

(p<0,05) (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Efecto del DC-EBIO (25uM) sobre la diferencia de potencial transepitelialLas
barras representan el valor promedio del potencial (AVr + SEM) registrado en las distintas
condiciones experimentales con DC-EBIO vy el agregado de bumetanida (1.10° M) en el lado seroso
(n=5).

2.4.2.2.2. Efectos producidos por 50M de DC-EBIO

En la ultima serie experimental con DC-EBIO se duplico la concentracion inicial en
los lados mucoso y seroso (50 uM de cada lado). Luego se agregé DC-EBIO en el lado
seroso de manera que la concentracion final fuese 75 uM. Finalmente, igual que en la serie

anterior, se ensay® la inhibicion con bumetanida del lado seroso (1.10” M).

2.4.2.2.2.1. Efectos de 50M de DC-EBIO sobre Iscy Jw

En esta serie experimental, ninguna de las condiciones produjo cambios significativos
de Jw con respecto al basal.

Sin embargo, se observdé un aumento significativo de Isc con 50 uM de DCEBIO
mucoso y 50 uM seroso, hacia valores positivos respecto de las condiciones basales (p<0,01).
Al aumentar la concentraciéon de DC-EBIO en el lado seroso no se observaron diferencias

significativas con la condicion anterior (Figura 2.10). Aunque con bumetanida (1.10° M) se
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observa una disminucion de la Isc, este cambio no llega a ser significativo respecto de la

condicién anterior (Figura 2.10).

| -2
.cm
140 sc (wAcm?’)
120 | *
100
80 -
60 -
40 -
20 -
0
50 uM muc 50 uM muc 50 uM muc
50 uM ser 75 uM ser 50 uMser
Bumetanida

Figura 2.10. Efecto del DC-EBIO (5@M) sobre la corriente de cortocircuito. Las barras
representan el valor promedio de la corriente de cortocircuito (Isc £ SEM) registrado en las distintas
condiciones experimentales con DC-EBIO (n=5) y el agregado de bumetanida (1.10° M) en el lado
SEeroso.

2.4.2.2.2.2. Efectos de 5iM de DC-EBIO sobreAVt

Con respecto a la diferencia de potencial transepitelial, el DC-EBIO (50 puM mucoso y
50 uM seroso) produjo un aumento significativo respecto de los valores basales (AVt = 11,29
+ 2.,49; p<0,05, n=3). Sin embargo, el aumento de la concentraciéon de DC-EBIO seroso y el
agregado de bumetanida no produjeron cambios significativos respecto de lo observado en la

condicidn inicial de estos experimentos.
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2.5. Discusion

2.5.1. La permeabilidad al agua en T84

La caracterizacion biofisica de la linea T84, con la determinacion de los valores de
Phid ¥ Posm, permitié una evaluacion de cuédnto era lo que cada una de estas vias aportaba al
movimiento transepitelial de fluido.

Como se sefnald en la introduccion, se asume que Phig da cuenta del pasaje de fluido
entre las células de un epitelio (via paracelular). Esto es asi porque ninguna diferencia de
presion hidrostatica puede forzar el movimiento de fluido a través de las membranas
celulares. P, en cambio, pone en evidencia los movimientos de fluido que ocurren por
cualquier via que ofrezca una baja resistencia al transporte de fluido, sea paracelular o
transcelular.

El valor de Ppiq obtenido para la linea celular T84 (0,27 + 0,02 cm.s™, n=3) permite
deducir que la via paracelular muestra una alta resistencia al flujo de fluido. Esto esta en
concordancia con el valor obtenido de Ry, que también da cuenta de un epitelio “tight”.

En cuanto a los valores de Pogm ((1,30 + 0,01) x10™ cm.s™, n=7), estos son del mismo
orden que valores informados para epitelios con alta resistencia eléctrica y que no expresan

acuaporinas en ninguna de sus membranas (Toriano y col., 1998; Chara y col., 2005).

2.5.2. El acoplamiento entre aguae iones durante la absorcién y la

secrecion

2.5.2.1. Los efectos producidos por 1-EBIO sobre las células T84

Al estimular T84 con 1-EBIO mucoso se observd una Isc negativa importante y un
AVt también negativo. En términos del movimiento neto de iones, este valor de Isc se puede
interpretar como la secrecion de un i6n positivo. Como se menciond en la introduccion, esta
descripta la secreciéon electrogénica de K™ en las células de las criptas coldnicas. Este
mecanismo ocurre a través de canales apicales de K, por un mecanismo similar al de la
secrecion de CI'. Si bien las células T84 provienen de un adenocarcinoma de colon, han sido
descriptas como células que guardan caracteristicas de las células de la cripta colonica

(Dharmsathaphorn y col., 1984).
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En los resultados provocados por el agregado de 1-EBIO seroso (sobre monocapas
estimuladas del lado mucoso), Isc se vuelve mas positiva evidenciando el movimiento de un
cation (Na") en el sentido de la absorcion (mucoso-seroso), sumado al movimiento de un
anion (CI') en el sentido de la secrecion. Igual que en la serie experimental anterior, Jw es
absortivo, como consecuencia del predominio de la absorcion de Na' por sobre la secreciéon
de CI'.

Dado que los flujos netos de agua (Jw) son siempre en el sentido de la absorcion, y
que Isc es positiva, pareceria ser que el movimiento neto estaria regido por un cation,
posiblemente Na” o K.

La componente secretora de Jyw se puso en evidencia recién en los experimentos con
DC-EBIO y bumetanida (ver 2.5.2.2).

Por otra parte las diferencias observadas entre los resultados mencionados con 1-
EBIO a cada lado de la monocapa, estarian indicando diferentes mecanismos de accion segin
el dominio de membrana sobre el que actue en primera instancia. Este resultado concuerda
con los de otros autores, que estimulando canales basolaterales de K (IK.,) en duodeno de
ratones, observaron que cuando estimulaban el lado seroso del epitelio los valores de Isc y la
secrecion de HCOj;™ eran significativamente mayores que cuando lo hacian sobre el lado

mucoso (Dong y col., 2006).

2.5.2.2. Los efectos producidos por DC-EBIO sobre las células T84

Como se habia informado antes (Singh y col., 2001), los valores de Isc observados
con DC-EBIO fueron muy superiores a los observados con 1-EBIO. Estos pueden
interpretarse como la suma algebraica del movimiento de dos iones en sentido opuesto, la
salida de C1" y la entrada de Na', ambas aportando a una corriente neta positiva. En cambio,
en el caso de los movimientos de agua acoplados a estos movimientos ionicos, los flujos
unidireccionales se anulan entre si, resultando un Jw igual a cero. Esta interpretacion queda
en evidencia ante la accidon de bumetanida, la cual al inhibir el cotransportador basolateral
Na'/K'/2CI', disminuye la salida de CI’, disminuyendo el valor de Isc y consecuentemente la
componente secretora de Jw. Es por esto que se observa un aumento del flujo neto de agua en
el sentido de la absorciéon. Los cambios observados en AVt concuerdan con estas
explicaciones.

El hecho de que Rt no varie significa que DC-EBIO tampoco altera la integridad de

las monocapas de T84.
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2.5.2.3. El desacople des¢ y Jw en las células T84

En el caso en que se estimuld ambos lados simultaneamente de la monocapa con DC-
EBIO, se observo la contribucion de la componente secretora de Cl' cuando se inhibid el
cotransportador basolateral Na'/K'/2CI", pero ademas se hizo evidente la absorcion de Na* de
manera no electrogénica, mecanismo que fue descripto por Toriano y colaboradores (2007), y
que segun estos resultados predomina por sobre la secrecion de Cl° cuando se estimulan
simultdneamente con DC-EBIO ambos lados de las monocapas de T84.

Midiendo simultdneamente el flujo neto de agua (Jw) con la corriente de cortocircuito
(Isc), se puede concluir que en las células T84 también se evidencia el desacople entre Isc y
Jw cuando se estimula con DC-EBIO (Ozu y col. 2005a). Si se toman los valores observados
de Isc y Jw en monocapas estimuladas con DC-EBIO (50uM mucoso y 50 uM seroso) y se
restan los valores basales, se puede calcular cudl seria el Jw asociado a transporte (Jw-transp)
que se esperaria por la estimulacion, asumiendo que el Gnico i6n que se mueve es Cl" y que el
flujo de fluido es isotonico. El mismo andlisis se puede realizar sobre los datos publicados

para la toxina STa, y compararlos con los anteriores (Tabla 2.2 y Figura 2.11).

DC-EBIO (n=5) STa (n=8)
AJw-Exp  (ul.mincm?) - 0,009 + 0,008 - 0,180 + 0,040
Alsc (pA.cm-?) 99,24 + 12,34 16,9 + 4,32

AJw-Tebrico  (ul.min“.cm?) - 0,482 +0,060 -0,070 £0,018

Tabla 2.2. Comparacioén de los efectos producidos por STa y DCEBIO (p®1 mucoso y 50uM
seroso) sobre dc y Jw en monocapas de células T84.os valores tedricos fueron calculados
asumiendo un flujo isotdnico derivado del transporte electrogénico de Cl', medido por Isc. Para los
calculos se tuvo en cuenta que una corriente de 1pA equivale a un flujo de 6,22.107 mmol de CI” por
minuto y que un volumen de 1 pl.min" equivale a un flujo de 1,28.10 mmol de CI por minuto. Para
el caso de STa, los datos fueron tomados de Toriano y col., 2001.
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Figura 2.11. Comparacion del desacople & el flujo electrogénico de iones ) y el flujo de
agua (Jy) observado en células T84 estimuladas con STa y con DC-EBIO (@ mucoso y 50
UM seroso). Las barras rojas representan la variacion de Jy asociado a transporte (AlJw-transp)
medido bajo condiciones de estimulacion del flujo i6nico, respecto del Jw observado sin estimulacion.
Arriba estan indicados los valores de la variacion del flujo de iones medido en las respectivas
condiciones de estimulacion (STa y DC-EBIO) respecto del registrado sin estimulacion (Alsc). Las
barras verdes representan el flujo de agua tedrico que se esperaria a partir de los valores de Alsc
asumiendo que el Gnico i6n que se mueve a través de la monocapa es el Cl" y que el flujo de fluido es
isotonico. Los datos de STa fueron tomados de Toriano y colaboradores, 2001.

A J,transp (ul.min™*.cm™®)

En su conjunto, los resultados con 1-EBIO y DC-EBIO demuestran que el desacople
producido por estas drogas en T84, ocurre de manera inversa a como lo hace la toxina STa.

Esta observacion es claramente evidente en el caso del DC-EBIO.
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2.6. Conclusiones

El analisis de los resultados indica que, en monocapas de células T84 estimuladas con
la benzimidazolonas utilizadas, el valor de los flujos de fluido no puede ser determinado a
partir de mediciones de Isc, ya que no se observa el efecto esperado para el 1-EBIO y el DC-
EBIO: el arrastre de agua siguiendo a la secrecion de CI” que estas drogas provocan.

Concretamente, los datos aqui presentados demuestran que el flujo de agua asociado
al transporte de solutos (Jw-transp), observado en la linea celular T84 en diferentes
situaciones experimentales, no puede ser explicado como el resultado de un movimiento de
agua impulsado por un gradiente osmotico, generado “en algin lugar” del epitelio por el
transporte de soluto. Distintos mecanismos pueden ser posibles para encontrar una
explicacion a estas observaciones experimentales: la existencia de cotransportes agua-solutos
(Loo y col., 1996; Hamann y col., 2005), un efecto electrosmotico paracelular (Fischbarg y
col., 2006), etc. Dada la complejidad estructural de la barrera epitelial es dificil estudiar y

evaluar estas posibilidades.
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Capitulo 3

Desarrollo de técnicas originales para la medicion del

transporte de agua y solutos en células aisladas

3.1. Introduccidén

En el caso en que el agua se mueve a través de canales que atraviesan la membrana, y
que tienen propiedades similares a las observadas en las acuaporinas, la naturaleza molecular
del fendmeno conocido como “6smosis” atin no esta plenamente clarificada. (Hammel y col.,
1979; Janacek & Sigler, 2000; Ben-Sasson & Grover, 2003). Esto se debe, entre otras cosas, a
la dificultad técnica de controlar la composicion de los medios que bafian ambos extremos del
canal. Una solucion cuasi-ideal para resolver este problema fue la descripta al estudiar el
canal de gramicidina en membranas lipidicas artificiales (Finkelstein & Andersen, 1981). En
este caso se pudo demostrar s6lidamente que al establecer un gradiente osmotico a través del
canal de gramicidina, el flujo neto registrado fue varias veces superior al medido en
condiciones isotdnicas. El desarrollo de una técnica adaptada a membranas celulares podria
profundizar observaciones obtenidas con estructuras mas complejas como células aisladas o
en distintos epitelios.

Aunque las lineas celulares como T84, tratada en el capitulo anterior, son —por su
practicidad experimental— una importante herramienta para el estudio de los movimientos de
agua y soluto en comparacioén con tejidos enteros, aun distan de la simplicidad de una unica
membrana celular con canales incorporados a ella. La ventaja de trabajar con membranas
aisladas se hace mas evidente si existe la posibilidad de manipular la expresion del canal que
se desea estudiar y las caracteristicas de los ambientes que interactian con sus caras
intracelular y extracelular.

El presente capitulo describe el desarrollo, para esta tesis, de una técnica que
denominamos “del ovocito vaciado” (o “emptied-out” por su nombre en inglés), que da por
resultado un sistema mas sencillo de estudio que un epitelio, y que fue desarrollado para
estudiar los fendmenos de transporte osmoticos con la evidente ventaja de controlar las

condiciones experimentales a ambos lados de la membrana celular.
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3.1.1. Antecedentes

Antes de que se clonaran las acuaporinas, el estudio del transporte de agua se hacia
insertando antibidticos en las membranas de las células. El principio por el cual estas
moléculas cumplen con la funcién antibiodtica es que forman canales que permeabilizan a las
células bacterianas produciendo su muerte. Entre estas moléculas con propiedades
antibidticas, algunas de las mas utilizadas fueron la anfotericina B y la gramicidina A
(Finkelstein & Andersen, 1981; Finkelstein, 1987). Aunque algunos de estos canales
permitian no solo el pasaje de agua sino también el de algunos iones, su inclusion en bicapas
artificiales fue muy util para estudiar fendmenos osméticos, y para el desarrollo de las
hipotesis de “fila india” y “capas no mezcladas”, que se planteaban en relacion al transporte
de agua a través de epitelios (Ver Capitulo 1).

A partir del clonado de las acuaporinas, el estudio del transporte de agua se centrd en
las propiedades de estas moléculas. Para esto se utilizan técnicas de biologia molecular que
permiten realizar mutaciones en los canales nativos (Kuang y col., 2001; Beitz y col., 2006),
y animales transgénicos para el desarrollo de, por ejemplo, ratones knock-out para distintas
AQPs (Yang y col., 2005). Curry y colaboradores (2001) postularon que el canal de agua
formado por la acuaporina-1 no obedece a las ecuaciones de Kedem y Katchalsky (1963), y
propusieron que la observacion de coeficientes de reflexion menores que 1 no resulta
necesariamente de una interaccion agua-soluto en el flujo intra-canal. La hipotesis plantea
que el resultado observado se explicaria por diferencias en la naturaleza fundamental del flujo
de agua que ocurre en regiones ya sean accesibles o inaccesibles al soluto, como resultado de
secciones de corte de didmetro variable en el interior del canal.

Como vimos en el Capitulo 1, para medir flujos netos de agua en células aisladas se
usan técnicas volumétricas, como la de dispersion de la luz (“light scattering”) (Paganelli &
Solomon, 1957), la variaciéon en la concentracion o sefial de fluordforos, o aquellas que de
manera directa por observacion Optica, permiten medir los cambios en el volumen celular
(Zadunaisky y col., 1963). Entre estas ultimas, es ampliamente utilizado el ovocito del
anfibio Xenopus laeviEl mismo fue usado para medir la permeabilidad al agua después de
la insercion de un antibidtico formador de canales, como la anfotericina B (Capurro y col.,
1994) o antes y después de la expresion de acuaporinas en su membrana (Preston y col.,

1992). En este ultimo caso, es posible monitorear por video-microscopia los cambios del
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volumen del ovocito sometido a la disminucién inmediata de la osmolaridad de la solucién
extracelular, y determinar el coeficiente de permeabilidad osmotica (Posm) (Zhang y col.,
1990; Dorr y col., 2007).

Tal vez desde su descripcion (Zhang y col., 1990), la técnica de inyeccion de acidos
nucleicos (que codifican o podrian contener una secuencia codificante para acuaporinas) en
ovocitos de Xenopus fue la de mayor utilidad a la hora de identificar moléculas de esta
familia de canales (Ford y col., 1996). Sin embargo, aunque el uso de ovocitos de Xenopus
permite trabajar con acuaporinas expresadas de manera natural en verdaderas membranas
bioldgicas, esta técnica no resuelve la incertidumbre de la composicion interna de la célula, lo
cual no permite hacer exactas mediciones de permeabilidad. En general se asume que toda el
agua de las células tiene las mismas propiedades ideales, cinéticas y coligativas, que el agua
en estado liquido contenida en un reservorio (Cameron y col., 1997). Sin embargo, el
contenido citoplasmatico del ovocito es un medio viscoso y heterogéneo con la presencia de
barreras de difusion y areas que pueden ser osmoticamente insensibles (Wiggins, 1996), por
lo que el ovocito esté lejos de ser un reservorio de agua ideal.

Para el estudio de los movimientos de agua a nivel de membranas con canales
insertados, es util una técnica que permita controlar las condiciones a ambos lados de ellos.

Las membranas artificiales permiten tener este control, y aunque han sido muy
practicas para el estudio de las AQPs por la insercion de los canales en las bicapas (Saparov y
col., 2001; Tsunoda y col., 2004), se alejan de las condiciones naturales de las células. Lo
mismo sucede con otras técnicas como el estudio de acuaporinas insertadas en liposomas
(Zeidel y col., 1992; Zeidel y col., 1994).

Aunque no abundan, probablemente debido a dificultades técnicas, en la bibliografia
se encuentran trabajos donde se controlaron simultdneamente las composiciones de los
medios intra y extracelular. Algunos logros destacados son el método “cut-out” (Taglialatela
y col., 1992) y el de Dascal y col. (1992) para la perfusion interna del ovocito de Xenopus
laevis ambos para resolver mediciones eléctricas, y el método utilizado por el grupo de
Rasgado-Flores para estudiar las propiedades osmoticas de las células de cangrejo (Bitner y

col., 2001), un sistema donde no se describe la expresion de proteinas foraneas.
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3.1.2. La técnica del ovocito vaciado

La técnica de “cut-out” fue desarrollada por el grupo de Enrico Stefani (Taglialatela y
col., 1992) para fijar el voltaje de la membrana del ovocito de Xenopusaislando parte de la
misma con un sello de vaselina; luego el contenido citoplasmatico es intercambiado, cortando
o permeando parte de la membrana remanente para realizar mediciones eléctricas. Basados en
dicha técnica, pero con la necesidad de realizar mediciones de movimientos de agua a través
de la membrana, desarrollamos la técnica de vaciado del ovocito (“emptied-out oocyte”), que
nos permite monitorear constantemente la respuesta osmotica de la membrana de un ovocito
controlando la composicion quimica y la presion hidrostatica a ambos lados de la misma
(Ozu y col., 2005b). La técnica resultd una herramienta de suma importancia para la
obtencion de los resultados de la presente tesis. La ventaja de usar membranas naturales en
lugar de artificiales es evidente debido a la presencia de estructuras celulares que dan
condiciones mas genuinas. Ademas, el modelo de ovocitos provee potencialmente de un

medio idoneo para la expresion de acuaporinas (Sutka y col., 2005; Alleva y col., 2006).
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3.2. Objetivos

El objetivo fue desarrollar una técnica que nos permitiera controlar las condiciones
experimentales aproximandonos a aquellas empleadas por Rosenberg y Finkelstein (1978)
cuando median los flujos de agua a través de membranas lipidicas artificiales que contenian
estructuras permeables al agua, pero en una membrana natural expresando canales especificos
para el agua, las acuaporinas.

Para lograrlo era necesario vaciar al ovocito de su contenido citoplasmatico, para
luego montar su membrana plasmatica como un diafragma entre dos cdmaras independientes,

del mismo modo que se montan los epitelios en una cdmara de Ussing.
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3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Preparacion de los ovocitos

3.3.1.1. Mantenimiento de las ranas d€enopus laevis

La fuente de ovocitos fueron hembras adultas de Xenopus laevigFigura 3.1 A)
adquiridas comercialmente (Nasco, Wisconsin, USA) mantenidas en un cuarto con
temperatura controlada y un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas provisto por tubos
fluorescentes manejados por un reloj programado. Cada rana estaba ubicada en un recipiente
de plastico con ranuras de ventilacion en la tapa y lleno hasta la mitad con agua. Esto le
permite al anfibio estar completamente sumergido y poder respirar en la superficie del agua.

Los animales se alimentaban dos veces por semana y el agua se cambiaba tres veces
en el mismo lapso de tiempo. El agua se filtraba utilizando carbén activado y recibia un
tratamiento de decloracion que consistia en dejarla reposar en recipientes de 20 litros por mas
de tres dias. Luego se verificaba que tuviera bajos niveles de cloro utilizando un kit
comercial.

Cada animal estaba identificado y se operaba a intervalos de al menos cuatro semanas,

alternando en cada operacion la extraccion de ovocitos del ovario izquierdo y del derecho.

3.3.1.2. Obtencion de los ovocitos

El animal era adormecido por hipotermia, colocandolo en hielo durante 25 min
previos a la operacion. En todos los casos, una vez dormido, el animal se coloco sobre una
bandeja conteniendo hielo, con el vientre hacia arriba, y se realizd un corte en la parte baja
del abdomen por donde se extrajeron los lobulos conteniendo los ovocitos. Luego de la
extraccion de los ovocitos y finalizada la operacion, la herida se sutur6 con hilo quirtrgico
reabsorbible.

Los 16bulos se colocaron en solucion OR2 (la composicion de todas las soluciones se
detalla mas adelante) y los ovocitos se separaron con pinzas en grupos de 20,
aproximadamente. Una vez separados, los ovocitos se incubaron en solucion OR2
suplementada con 1 U.ml' de colagenasa (Sigma, St. Louis, USA) durante 1 hora con
agitacion suave a 18°C. Luego se realizaron lavados con soluciéon OR2 + 0.1 % (p/v) BSA

(Sigma, St. Louis, USA) y luego se incubaron en Tampon K durante 1 h con agitacion suave
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a 18°C. Cada 15 minutos se hizo pasar a los ovocitos por una pipeta de plastico tipo Pasteur
con punta gruesa, para completar la liberacion de la membrana vitelina provocada por la
incubacion en Tampdn K.

Posteriormente, los ovocitos se lavaron con solucion Barth's suplementada con 0.1 %
(p/v) BSA. En este paso se seleccionaron los ovocitos de estadio VI que se consideraron mas
sanos teniendo en cuenta los siguientes criterios: a) el tamafio (se descartaron los mas
pequefios, inferiores a 0.8 mm de didmetro); b) la forma (descartando los deformes o
aplastados); c¢) la pigmentacion (el polo animal debe verse amarronado, bien oscuro y
diferenciado del polo vegetal); d) presencia de manchas o decoloracion (ambas son motivo de
descarte). Asi los ovocitos finalmente seleccionados se colocaron en una caja de Petri y se
mantuvieron en soluciéon Barth's a la que se le agrego6 1 },Lg.ml'1 de gentamicina (GIBCO,
Maryland, USA), para asi ser conservados a 18 °C hasta su empleo experimental (Figura 3.1

B).

A

Figura 3.1. A. Fotografia de un hembra adulta de Xenopus laevisB. Fotografias de ovocitos de
Xenopus de estadio VI después de haber sido aislados como se describid en el texto.

3.3.1.3. Soluciones

Composicion de la solucion de Barth (en mM): NaCl 88, KC1 1, NaHCOs 2.4, HEPES
10, Ca(NOs),-4H,0 0.33, CaCl,-2H,0 0.41, MgSO4-7H,0 0.82, pH 7.4.

Composicion de la solucion de alto K™: 100 mM K,HPO,-3H,0, BSA (0.1 g/100ml),
pH 6.5.

Composicion de la solucion OR-2 (en mM): NaCl 82.5, KCI1 2, HEPES 5, MgCl,-
6H,0 1, pH 7.5.
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3.3.2. Descripcion de la técnica del ovocito vaciado

Brevemente, antes de la descripcion detallada, la técnica consiste en la colocacion y el
pegado de un ovocito extraido de Xenopus laevisobre un orificio realizado en una pieza de
acrilico. El orificio permite la llegada de una fina aguja que perfora la célula para permitir su
vaciado. La pieza con el ovocito luego formara parte de una camara que delimita un
compartimiento que representa el lado intracelular de la membrana, y otro que representa su

lado extracelular.

3.3.2.1. Descripcion del pegado del ovocito sobre el soporte de acrilico

La Figura 3.2a muestra el detalle del soporte sobre el cual se adhiere el ovocito (pieza
A). X: largo = 10 mm; Y: espesor = 2 mm; Z: diametro externo del orificio = 2 mm; U:
didmetro interno del orificio: 0.8 mm; V: didmetro de la cama para el ovocito = 1.5 mm.

Una fina capa de grasa de silicona (KLS-G4 de Silicon Argentina SRL) se coloca
cuidadosamente en la cara externa del orificio en la superficie Al sin obstruir el canal interno
que conecta ambos lados de la placa A (Figura 3.2b). La capa de silicona permite acomodar el
ovocito y estabilizarlo sobre la pieza de acrilico (Figura 3.2c y d). El adhesivo utilizado es
cianoacrilato (Akapol S.A.C.LF.ILA, Argentina) y se aplica desde el interior del canal (Figura
3.2¢).

La superficie expuesta del ovocito se mantiene constantemente bafiada en solucion de
Barth, y se deja 60 min hasta completar la solidificacion del adhesivo.

La membrana del ovocito se pincha utilizando una fina aguja de metal introducida por
el canal desde el lado A2 (Figura 3.2f) y la salida del citoplasma se acelera mediante un
sistema de microperfusion que inyecta y remueve en forma simultdnea un mismo volumen de
solucion en el canal. De esta manera, el ovocito es vaciado parcial o totalmente (Figura 3.2g

y h), seglin las necesidades experimentales.
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Figura 3.2. Esquema del soporte para pegar los ovocitos y del método de vacidd®s. detalles de
la técnica estan descriptos en el texto.

3.3.2.2. Ensamblado y cierre de la camara experimental

La pieza B es adosada herméticamente al lado A2 de la pieza A (donde esta pegado el
ovocito). En esta configuracion de camara sellada, el volumen del bafio interno (0.2 ml)
reemplaza al medio intracelular. El sistema se acopla a la pieza C cuyo volumen representa el
medio extracelular. Esta parte estd abierta a la atmésfera y debido a su gran volumen (3.4 ml)
puede considerarse como un reservorio infinito (Figura 3.3).

Una jeringa Hamilton de 0.1 ml se manipula con la ayuda de un sistema de traslacion
micrométrico (Figura 3.3B), y se usa para inyectar o remover solucién de Barth hacia y desde
la cdmara cerrada para dar inicialmente al ovocito un didmetro similar al observado antes de
la manipulacion.

El conducto y el tapon de drenaje son necesarios para disipar presiones hidrostaticas
no deseadas que pueden dafar la membrana celular cuando se cierra la camara.

La pieza D se coloca sobre el conjunto formado por las piezas A, By C.

La chimenea permite controlar la altura de la columna de la solucion para regular la
presion hidrostatica extracelular. Como las imégenes se toman desde arriba de la camara, la
ventana de vidrio de la pieza C, en contacto con la solucion experimental, asegura un foco

fijo sobre la membrana del ovocito atin durante el cambio del medio extracelular.
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Figura 3.3. Esquema de la camara experimeak para la técnica de ovocitos vaciados. Aetalles
de las distintas piezas que conforman la cdmara y del montado del soporte de acrilico con el ovocito
vaciado. B. Esquema de la configuracion final de la cdmara armada.

En su configuracion final, el lado citoplasmatico de la membrana del ovocito forma
parte de un compartimiento cerrado donde los flujos netos de agua pueden producir el
aumento o disminucién del volumen de la cdmara, indicados por el desplazamiento de la
membrana hacia uno u otro lado. Estos movimientos pueden ser seguidos continuamente
mediante video-microscopia y registrados digitalmente.

El disefio y la fabricacion de la cdmara de medicion, incluyendo las placas de acrilico,
como el sistema de microperfusion y el sistema de cambio de medios, fueron efectuados

integramente en el laboratorio durante el desarrollo de esta tesis.
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3.3.2.3. Video-microscopia y analisis de imagenes

Se realiz6 la adaptacion de una camara Web sobre una lupa trinocular para realizar el
seguimiento optico de los cambios de volumen en el sistema descripto (Dorr y col., 2007), lo
que redund6 en un ahorro importante en costos en comparacion con sistemas de obtencion de
imagenes comerciales, sin sacrificar la calidad las mismas y la sensibilidad del sistema.

Los registros de los experimentos se realizaron con una videocadmara O'Rite MC-350
(O'Rite Technology Co. Ltd., Taiwan) montada sobre una lupa estéreoscopica Olympus SZ40
(Figura 3.4). La cdmara (con un CCD color de 4 de pulgada y 350000 pixeles, fabricado por
Sony, Japon) esta conectada a una computadora con sistema operativo Windows (Microsoft)

a través de un puerto USB 1.0.

Cémara

Conex 6n apuerto US B \ /

.i
* jluminajor

Obje ivo s obre lacamara \ . __ t
1 h

Figura 3.4. Detalle de la videocamara montada sobre la lupa estereoscépica.

La captura de los videos se realizd con el software AMCap (desarrollado por Noel
Danjou, http://www.noeld.com/programs.asp?cat=video#AMCap). Se eligi6 un formato de
captura digital RGB24 de 24 bit (color verdadero) sin compresion para obtener un video con
una resolucion de 640 pixeles horizontales x 480 verticales con la posibilidad de adquirir
hasta 15 cuadros/s, que se almacen6 como un archivo AVI. Los videos de todos los
experimentos se grabaron con 1 imagen por segundo.

Las imagenes individuales se extrajeron de los videos y se guardaron en formato

BMP. Para esto se utilizo el programa VirtualDub (http://www.virtualdub.org).

Para el calculo del radio del ovocito en cada imagen se utilizd el programa Image]

(desarrollado por Wayne Rasband, Research Services Branch, National Institute of Mental
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Health, Bethesda, USA; http://rsb.info.nih.gov/ij/). Los datos fueron cuantificados

digitalmente y se usaron para calcular los cambios de volumen asumiendo una morfologia
esférica del ovocito.
Para analizar las imagenes se utilizd un software especifico para detectar bordes,

Canny Edge Detector (desarrollado por Nikos Papamarkos, Democritus University of Thrace

of Greece; http://ipml.ee.duth.gr/~papamark/), el cual permite delimitar la ubicacion de la

membrana en cada imagen. Luego, usando el software Imagel, es posible superponer los
bordes de la membrana obtenidos a distintos tiempos como se muestra en los resultados
(Figura 3.6).

Vale aclarar que, con excepcion del sistema operativo utilizado, el software descripto
pertenece a la categoria de software libre o gratuito. La implementacion de tal tipo de
solucion alcanzo6 una productividad similar a la de software cientifico comercial sin gasto

monetario alguno.

61



3.4. Resultados

3.4.1. Puesta a punto de la ¢édica de vaciado (“emptied-out”)

La puesta a punto de esta técnica arrojo resultados novedosos sobre la respuesta de los
ovocitos de Xenopusante la imposicion de gradientes osmoticos e hidrostaticos externos. La
metodologia implementada para el registro y el analisis de las imagenes de alta resolucion,
permitieron alcanzar una alta sensibilidad con un error de 2 pixeles, equivalentes a 2.10° pl

de volumen, asumiendo una geometria esférica (Figura 3.5).

Ovocito vaciado

/ parcialmente

Canal que conecta con ——
la camara cerrada 0,1 mm

Figura 3.5. Imagen de un ovocito vaciado montaden la camara experimental, tomada como se
describi6 en el texto.

3.4.2. Efecto de la presion hidrostatia sobre la posicion de la membrana

del ovocito

El incremento de la presion hidrostatica intracelular mediante la inyeccion de solucion
al lado intracelular causa el desplazamiento de la membrana hacia la camara que representa el
medio extracelular. Contrariamente, la aplicacion de una presion negativa en el interior
“citoplasmatico” lleva la posicion de la membrana en sentido inverso.

La capacidad de controlar estos desplazamientos se muestra en la Figura 3.6. En ella
se observan los bordes de dos imagenes adquiridas que se superpusieron para detectar el
desplazamiento de la membrana. El inserto en la figura muestra las imagenes originales

superpuestas.
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Figura 3.6. Desplazamiento de la membrana a@aumentar la presion hidrostatica en la camara
cerrada. La membrana se desplaz6 desde la posicion inicial hasta su ruptura mediante la inyeccion de
volumen en la camara cerrada, con la jeringa Hamilton. El volumen maximo fue calculado a partir de
la imagen obtenida 1 segundo antes de la ruptura.

3.4.3. Efecto del aumento de la presidhidrostatica hasta la ruptura de la

membrana

Con el objeto de caracterizar los limites de resistencia de la membrana al estiramiento
(ver capitulo siguiente) se incrementd la presion hidrostatica en el lado intracelular hasta la
explosion del ovocito (Figura 3.7). En todos los casos estudiados, la repentina liberacion del
contenido se produjo en la zona que rodea al sello, y causo la consecuente disminucion del

volumen.
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Figura 3.7.a. Volumen de un ovocito maduro parcialmente vaciado en el comienzo del experimento
hidrostatico. b. Volumen maximo que el ovocito puede alcanzar 1 segundo antes de romperse. C. La
flecha sefiala el punto de ruptura en el anillo del sello membrana-acrilico; puede observarse que en
este momento el volumen disminuye. d. El material citoplasmatico es liberado del ovocito por el sitio
de ruptura.

64



3.5. Conclusiones

1) Se logr6 desarrollar un sistema original que, por primera vez, permite la medicion
de movimiento de agua a través de una membrana bioldgica con la posibilidad de controlar
las presiones hidrostatica y osmdtica y la composicion de los medios no sélo del lado
extracelular sino también intracelular.

2) La técnica permite el vaciado del contenido citoplasmatico en forma integral o
parcial.

3) La técnica demostrd ser lo suficientemente sensible, con la posibilidad de detectar
cambios de volumen de 2.10° pl.

4) La técnica abre la posibilidad de realizar mediciones biofisicas tanto en membranas
nativas como en membranas en las cuales se expresan proteinas foraneas (ver el siguiente
capitulo).

5) Mediante adaptaciones realizadas a las cdmaras de medicion seria posible acoplar
un sistema de electrodos que permita medir simultineamente movimientos de agua y
movimientos i6nicos.

6) La adaptacion de elementos informaticos estandares como cdmaras web y de
software gratuito hacen que el sistema de captacion y analisis de imagenes utilizado reduzca
ostensiblemente los costos requeridos para su implementacion en comparacion con los

comercializados tradicionalmente, cuyo valor se mide en miles de ddlares.
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Capitulo 4

Estudios de la respuesta osmotica en ovocitos

vaciados nativos y con expresion de acuaporina-1

El haber desarrollado la herramienta dedicién de permeabilidh descripta en el
capitulo anterior, permiti6 comparar las propiedades de permeabilidad obtenidas con la
técnica clasica en ovocitos denopus enteros con las obtensl@aon el método del ovocito
vaciado. La nueva técnica permitié obtener nuaessiitados que son presentados en este

capitulo.
4.1. Objetivos e hipotesis

Los objetivos de la presenparte de la tesis fueron:
1) Profundizar en el estudio de transportagea y de solutos en un sistema bioldgico

mas sencillo que el de las monocapas celulares;

2) Habiendo desarrollado la tecnologiacesmaria para hacer mediciones de
permeabilidad en ovocitos d€nopus, tanto enteros como vadas, validar esta ultima

metodologia para el caso deehgpresion de acuaporina-1;

3) Utilizando simulaciéon ymodelizacién, predecir y afizar los resultados

experimentales;

4) Comparar resultados de permeabilidattoilos con la técnica clasica con los de
ovocitos vaciados, teniendo en cuenta la nuevibitidad de controlar la composicion de las

soluciones que bafan la carterna de una acuaporina;

5) Estudiar los efectos desldloqueantes mercuriales solaecara interna del canal,

algo que la metodologia clasica no permite;

6) Estudiar si Unicamente se observa mmento de agua ahplicar un gradiente
osmotico a una membrana biolégica que expresa acuaporina-1, o si es necesario postular

movimientos paralelos de soluto.

7) Probar la bidireccionalidadk los flujos de agua a tés de la AQP-1 controlando
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estrictamente las condiciones de los graéeraplicados mediante el sistema del ovocito

vaciado.

Los resultados alcanzados se presentadognsiguientes cooptos tematicos: 1)
Estudios de permeabilidad en ovocitos nati@)<€studios de permeabilidad en ovocitos que

expresan AQP-1.

4.2. Estudios de permeabilidagn ovocitos nativos vaciados

De acuerdo a la clasificacion establecma J. N. Dumont (1972), existen varios
estadios distinguibles durantéé desarrollo de los ovocitos &s ovarios de las hembras de
Xenopus laevis. Los estadios son distinguibles espéuiente por el tamafio alcanzado por la
célula, las caracteristicas de su pigmentagidtiferenciacion de los hemisferios animal y
vegetal. Es asi que los ovocitos se clasificanapertenecientes a lestadios | a VI, siendo
este Ultimo el estadio de mayor maduraciétesme la ovulacién. Los estadios de mayor
tamafio (V y VI) son los tradicionalmente utiliizes para la expresidte proteinas foraneas
mediante la inyeccién de material genético.

Para los estudios de la permeabilidad osmatica y el efecto de la presion hidrostatica
sobre ovocitos nativos (a los que se inyectd material geigd para la expresion de
proteinas) se seleccionaron owos de estadio IV para com@aselos con los de estadio VI,
y a ambos se los estudié mediante la téatkcé/aciado de ovocito” deripta en el capitulo

anterior.
4.2.1. Materiales y métodos

Los detalles de la técnica y preparaci®m ovocitos nativos se detallaron en el
capitulo anterior.

Para el estudio de la respuesta osmotica de los ovocitos nativos se generaron
gradientes por dilucion d& solucion Barth. En cadaxgerimento, la cadmara cerrada,
incluyendo al interior del ovocito, y la camaatierta se llenaron con solucién Barth. Luego,
se dejo estabilizar en estas condiciones, gsadiente osmoético. Los gradientes aplicados
fueron de 110 mOsmol.Kg', y se realizaron reemplazandostalucion de la cAmara abierta
por una solucion Barth diluida. El momentd dambio de la solucion se tom6 como tiempo

cero (t=0).
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El coeficiente de permeabilidad osmdétiize calculado a partide la siguiente
ecuacion:
Posm = Jn/A. V. Aosm
dondeJy es el flujo de volumen de fluido aatrés de la membrana calculado cani@Az,
dbéndeaV es el volumen del ovocito en determinado intervalo de tiempds, 4 es el area
medida del ovocito} es el volumen molaparcial del agua (18 c¢hmol?) y 40sm es la

diferencia de osmolaridad entre elkinor y el exterior del ovocito.

4.2.2. Resultados

4.2.2.1. Estudio comparativo de la permeabilidadsmoética usando la técnica de vaciado
en ovocitos de estadios IV y VI

La Figura 4.1 muestra el curso tempordlhvagumen relativo de un ovocito inmaduro
de estadio IV, obtenido luego dmlontaje y vaciado que se deb&ron en el capitulo 3 de
esta tesis. La técnica permitié establed¢er solucion citoplasmatica inicial en 154
mOsmol.Kgy?, y los cambios de volumen se siguieroies y después de la imposicion de
un gradiente osmético cambiando la solucién “extracelular’, de 154 mOsmdl & g4
mOsmol.Kgy’. La permeabilidad osméticadgh) (x10° cm.sed) de los ovocitos de estadio
IV (6,46 + 0,72, n=5) se calculd a partir dpkndiente al origen del gréafico volumen relativo
vs tiempo (figura 3.10).

Al compararla con la permeabilidad osmotigaovocitos tratados de la misma forma,
pero de estadio VI (0,05 + 0,01, n=6), se obseu® resultaba signifativamente mayor (p<
0.001) (Figura 4.2), indicando una disminucion epdemeabilidad osmotica a lo largo de la

maduracion de los ovocitos denopus.
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Figura 4.1. Respuesta de un ovocito d€enopus nativo de estadio IV ante un gradiente hipo-
osmotico. A.El analisis de las imagenes permite visuale@adesplazamiento de la membrana a los
120 segundos (t=120 s) después del cambio de laiGolde la camara abierta por otras de menor
osmolaridad (t=0 s)B. Representacion grafica del curso pemal del volumen relativo de un
experimento tipo, registrado con la té@aidel ovocito vaciado. El calculo dg,fse realizdé con los
primeros 40 segundos de la pendiatgda recta de regresion lineal tangente al inicio de la respuesta.

Posm (X :|.0>3 cm.s -1)

\ Vi

Figura 4.2. Permeabilidad osmotica de la memiana de los ovocitos nativos d&enopus laevis en
respuesta a un gradiente hipo-osmatico. IVMovocitos de estadio IV (n=5Y/l : ovocitos de estadio
VI (n=6).

4.2.2.2. Determinacion del cambio @ximo del volumen relativo

Al final de cada experimento osmotico salidiel maximo volumen tolerado por la
membrana del ovocito antes de romperse, aumeéota presion hidrostaa por medio de la
inyeccién de volumen en el lado interno. Bgta forma fue posible calcular el valor de
maximo cambio de volumen relativo en las poidnes de ovocitos detadio IV y VI. Este
valor fue similar en los ovocitos madurgsen los inmaduros (1.26 + 0.07 y 1.27 + 0.03,
respectivamente). Estos valsreoncuerdan con los informados por Kelly y Macklem (1991)

mediante otra técnica con ovocitos ergey@n respuesta a un cambio osmatico.
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4.2.3. Discusion

Los resultados presentados, obtenidos con ovocitO&migus nativos permitieron
sacar las siguientes conclusiones:

1) La técnica demostr6 ser confiable parainggtir entre ovocitos de diferentes estadios
mediante sus valores de permeabilidad osmatica;

2) La permeabilidad osmoética disminuye con la maduracion de los ovocitos;

3) Esta caracteristica justifica la utilizacién olocitos de estadio \ara la expresion
de acuaporinas;

4) A pesar de las diferencias morfologicas ytal@arfo entre los ovocitos de estadio IV y
VI, el valor de volumen relativo maximo gupueden alcanzar al aumentar la presion
hidrostética interna es el mismo, y reguce los obtenidos con otras técnicas;

5) La sensibilidad en la medicién de cambemaético abre el camino para el estudio de

canales de agua insertados en la mramdy aun de los que se espera baja

permeabilidad (como la acuaporina-0).

4.3. Estudios de perreabilidad en ovocitosvaciados que expresan

acuaporina-1

4.3.1. Introduccion

La AQP-1 es el canal de agua que maerha caracterizado. tAsproteina opera
como un canal abierto constitutivamente yriemmente selectivo (Tsunoda y col., 2004;
Beitz y col., 2006; Lahajnar y col., 2007). Bestula que AQP-1 podria ser regulada por
GMPc (Anthony y col., 2000; Boassa &Yool, 2003), se cuestiona si existe un mecanismo de
gating (Hedfalk y col.,, 2006) que permita regulel pasaje de agua, y se conoce su
mecanismo de plegamiento en la membrana mientras es sintetizada (Pitonzo & Skach, 2006).

Por otra parte, el cloruro de mercurioatsclasico compuesto usado para inhibir el
pasaje de agua mediado por casa través de membranas, ye$ecto se describid incluso
antes del descubrimiento de la AQP-1. Se sabeshsi#éio sensible al mercurio se encuentra
en la cisteina 189 ubicada en el lado extrdaede la AQP-1 (Preston y col., 1993; Zhang y
col.,, 1993), pero se sabe poco acerca depasible efecto del mercurio desde el lado
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intracelular (Kuang y col., 2001).

Los estudios clasicos de permeabilidadadeacuaporinas utdiando ovocitos enteros
se limitan a obtener el valor dgsRR0 el de permeabilidad por canaj)((Zeidel y col., 1992;
Hashido y col., 2005). El valor dgsR se calcula tradicionalmente a partir de la pendiente a
tiempo cero del curso temporal del volumael ovocito sometido a un shock osmético
(Preston y col., 1992; Mihelion y col., 2004).

En este apartado se presentan los r@dodt obtenidos en ovocitos vaciados que
expresan AQP-1, tanto en sus valores de permeabilidad como los del efecto de soluciones de
composicién conocida sobre loslts intra y extracelutade la membrana, y por lo tanto del

canal.
Los resultados estan organizadiesla siguiente manera:

1) La prediccion de la respuesta osmoticaeocitos vaciados con expresion de AQP-1,
a partir de las simulaciones con los valatedos parametros obidos por ajuste de

los experimentos con ovocitos enteros;

2) El estudio de la respuesta osmatica dedwocitos vaciados que expresan AQP-1 ante

gradientes de solutos permeables (iones);

3) El estudio del efecto del inhitor de transporte de agua, Hg@&n ambos lados de la

membrana; y

4) El estudio de la respuesta osmética en oveaitiziados ante gradientes de solutos no

permeables.

4.3.2. Materiales y Métodos

4.3.2.1. Construccion del plasmido y sintesis vitro

Las regiones codificantes del clon entero de AQP1 se insertaron en los sitios ECORI y
Xhol en ambos extremos del vector pSP64T derivado de Bluescript, llevando secuencias 5’y
3’ no traducibles del gen defaglobina deXenopus laevis (Abrami y col., 1994).

Se sintetizaronjn vitro, RNAs complementarios capeados (Daniels y col., 1994)
usando el kit T3 de la RNA polimeragkit T3 MMESSAGE mMACHINE de Ambion,
Austin, USA) y purificados como fuera degto por Preston y daboradores (1992).

Los productos sintetizados se susperadi en agua libre de RNAsa en una
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concentracion final de 1 pg/ul y sentuvieron a -20°C Ista la inyeccion.

4.3.2.2. Inyeccion de ARNc de AQP-1 en ovocitos

Para la expresion de AQP-1 se selataron ovocitos de estadio VI, segun la
clasificacion de Dumont (1972).

La inyeccién de ARNc se realizé con un inyector comercial (Drumond Nanoject,
USA) que permite inocular volumenes fijos derhOLas pipetas de inyeccion se prepararon a
partir de capilares (3.5” Drumond #3-000-203-G/X, Drumond Scientific Company, USA),
utilizando un estirador de pipetas calibradoapabtener puntas de grosor adecuado (10 a 40
pum de diametro) (microestirad®P-83, Narishigue Japan). Estagscaron en una caja de
Petri apoyadas sobre un soporte para impedisguwafnara la punta,dgo se esterilizaron y
se liberaron de nucleasas por calentamiento en estuf&@ 8dtante 2 h. La pipeta se cargo
en primer lugar con un aceite mineral (Biodgmcs) coloreado y kgo con agua (control
negativo) o con Lig.ul™* del ARNc de AQP-1. El aceite loveado permite seguir visualmente
los desplazamientos de toda lduoona de liquido de la micropipeta.

Las inyecciones se hicieron en el @ovegetal de cada uno de los ovocitos
seleccionados (Figura 4.3) (ver en detalle m&taatk), que luego se conservaron en Barth’s

con gentamicina (ig.mr*) a 18C hasta el momento de los experimentos.

Figura 4.3. Fotografia de la inyeccion de los ovocitos denopus.

4.3.2.3. Estudio de la respuesta osmatica en ovocitos enteros

Para los experimentos con ovocitos expres#®@B-1 se apelo a lg&cnica clasica de
ovocitos enteros como control de la técnicdodeovocitos vaciados, realizando experimentos
en paralelo.

Como se menciono en el capitulo 1, la iégme ovocitos enteros fue la utilizada por
el grupo de Agre para detectar funcionalméatgrimera acuaporinen el afio 1992 (Preston

y col., 1992). La adaptacion de la técnica eastmo laboratorio se ba en la observaciéon
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directa, mediante una lupa estereoscopica, de los cambios de volumen del ovocito cuando se
lo somete a cambios de osmolaridad en el smmexiierno. Para esto, @focito secoloca sobre

una capsula con medio Barth, isosmadtico con el interior del ovocito. Se acepta que la
osmolaridad del interior del ovocito es 200 mOsmelkgSe deja equilibrar el sistema y

luego se reemplaza la solucién externa por otra de diferente osmolaridad.

En el sistema de medicion utilizado, cadgerimento se graba en video en formato
AVI, mediante una camara de video conectatialapa y que transmite la informacién a una
computadora. Posteriormente se extraenviido las imagenes individuales que se van a
analizar. El volumen del ovocito se calcula asumiendo una geometria esférica.

Para cada experimento, se inyectaroro@dpradamente 15 ovocitos con el ARNc de
la AQP-1y 6 con agua (controles).

Una vez inyectados, los ovocitos selocaron en placas de 2¢l/ls con solucion
Barth’s, individualizando cada uno de ellos. La incubacion se realiz6 durante 24 horas a 18°C.
Para analizar el cambio de volumen y, conseigumeente, la expresion la actividad de la
AQP-1, los ovocitos se sometieron asinck osmotico transfiriéndolos desde Barth's (170
mOsmol.Kgy') a una dilucién 1/10 del mismo (40 mOsmolky. El coeficiente de
permeabilidad osmotica fue calculado a partir de la siguiente ecuacion:

Py = Jw/A. V. Aosm
dondeJy es el flujo de volumen de fluido a través de la membrana calculado 4Bmo
dondeaV es el volumen del ovocito en determinado intervalo de tiempd:, 4 es el area
medida del ovocito}y es el volumen molar parcial del agua (18.cml™) y 40sm es la

diferencia de osmolaridad entreirglerior y el exterior del ovocito.

4.3.2.4. Configuracion para trabajar con ovocitos vaciados expresando AQP-1

A diferencia de la técnica de ovocitos enseren la de ovocitos vaciados es crucial
identificar el lugar de la inyeion para que la membrana &besté intacta. Es por eso que
para facilitar la identificacion del lugar deifgyeccion, ésta se realiza sistematicamente en el
centro del polo vegetal (Figura 4.4 A). El volunmdEninyeccion utilizado es de 50 nl, con una
concentracion de ARNm inyectado de 1ug/ul.

Luego el ovocito se monta sobre el sopakeacrilico, alineando el lugar de incisién
(en rojo) con el conducto, y se vacia el ovocitdadmanera descripta &h capitulo anterior
(Figura 4.4 B). Este procedimiento permite mdds movimientos de agua sobre la parte

intacta de la membrana celude células que expresaron AQP-1.
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Figura 4.4. Descripcion de la metodologia utilizada para trabajar con ovocitos inyectados con
AQP-1. A. Esquema del protocolo de inyeccién y dejjgao del ovocito en el soporte de acrilico.

Para identificar el lugar de la inyeccion, esta se realiza sistematicamente en el centro del polo vegetal,
para luego poder alinear este punto ebeanal del soporte de acrilidd. Luego, el armado de la
camara experimental se realiza de la manera descripta en el capitulo 3.

4.3.2.5. Modelos matematicos y simulaciones

Con la colaboracién del Dr. O. Chara se desarrollaron dos modelos matematicos para
el estudio de la permeabilidad. El “modelotdensporte de agua” (MA) considera al agua
como la unica especie transportada a través de la membrana, y el “modelo de transporte
simultdneo de agua y solutos” (MAS) tiene en cuenta, ademas, el movimiento de solutos.

Ambos modelos son adaptaciones del formadigle transporte de dos parametros.
Este formalismo fue usado por (Jacobs, 1988)isado por Kedem y Katchalsky (1958) vy,
considerado por Kleinhans (1998).

4.3.2.5.1. El modelo de transporte de agua

Este modelo asume que solo el agua puede ser transportada a través de la membrana
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por un mecanismo osmatico y que los solutopueden atravesar la membrana. Este proceso
fue modelado usando una expresion fenuitgica y el Teorema de Continuidad.

Esencialmente, el modelo establece quexigte una relacion linéantre el flujo de
agua Yy la diferencia osmética entre ambos latok membrana del ovocito y 2) la tasa de
cambio de volumen del compartimiento intraceldarel flujo de volumen a través de la
membrana.

La variable mas importantdel modelo es el volumen relativo delimitado por la
membrana del ovocito. La concentracién totalsdéuto es computada en el modelo. El
parametro relevante es la permeabilidad osmatiga) (FEn el modelo aqui desarrollado, el
area de la membrana del ovocito fue considecano una variable gdendiente del volumen
del mismo. El modelo no considera interaocialguna entre el transporte de agua y el

potencial de membrana.

4.3.2.5.2. El modelo de transporte de agua y solutos

A diferencia del modelo anterior, ent@smodelo se considera que puede haber
transporte de soluto a través de la membdmh@vocito. Nuevamente, la concentracion total
de soluto es computada en el modelo.n8®lelé el movimiento de solutos usando una
expresion fenomenoldgica lineal entidlujo de soluto y la difeencia osmaotica. Este modelo
incorpora la permeabilidad al soluta)(Pomo otro parametro.

El desarrollo detallado de ambos modelosdeueonsultarse en el Anexo al final de

este capitulo.

4.3.2.5.3. Simulaciones

Las simulaciones se hicieron usandargtodo de Euler con un programa original
desarrollado en codigo de Visual Basic con un plesmtegracion de 1 s. Este paso garantiza
el orden de precision y la estabilidad del adét de Euler. El procedimiento resulté en una
prediccion del curso temporal de los camsbide volumen relativo después del shock
osmoético. ElI programa permite hacer ajustes modelo-dependientes sobre los datos
experimentales para obtener los valores de mejor ajuste de los paramgtrosRJ asi

como también la visualizacién simultanedaedatos simulados y experimentales.

4.3.2.5.3.1. Comparacién entre los modelos
Para la comparacion de los ajustes de los modelos a los datos experimentales se

utilizé el método de Akaike (Motulsk® Christopoulos, 2002). Este método permite
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comparar modelos frente a una serie desdexperimentales, estimando para cada modelo un
puntaje, el nimero de Akaike (AIC). BAIC es la diferencia dre los puntajes estimados
para cada modelo, lo cuéles se calculan a p#etla suma de cuadrados (SC) y pondera el
ndamero de puntos experimentalesanto se aparta la simalon de cada modelo de estos
puntos y el numero de parametros que @onén cada modelo. De este modo, el mejor
modelo es aquel que, por urdéagenera la simulacion que nus se aparta de los datos
experimentales, es deciretie la menor SC, y por elrotutiliza el menor nimero de
parametros. La clave esta en tpeelacion entre el nimero de paedros y el SC es inversa.
La ponderacion de un modelo redpede otro se dva a cabo medianta relacion de
evidencia (RE), la cual refleja la diferenenatre los niumeros de Akaike correspondientes a
los modelos consideradosAIC). La RE es una funcidén quene en cuenta el crecimiento
exponencial dehAIC, indicando cuantas veces es rpésbable un modelo, comparado con

otro, para explicar una serile datos experimentales.

4.3.2.5.3.2. Ajuste de curvas en ovocitos enteros

Para analizar cuantitativamente las curegpgerimentales geradas ante un cambio
osmoético en ovocitos enteros (OE) se usé el toodie agua (MA). Para simular la respuesta
osmoética durante condiciones deooio entero se usaron lostds experimentales de estos
ovocitos (volumen inicial, osmolaridad extempaolumen molar parcial del agua), excepto
P,sm La osmolaridad inicial internae consideré igual a 200 mOsmolkg Para cada
experimento se cubrieron todas ¢anbinaciones fisicamente posibles.

Cada simulacion se realiz6 hasta los 40 segundos posteriores al cambio de
osmolaridad, que es el tiempo que clasicamsetaitiliza para calculael coeficiente de
permeabilidad osmatica a partir de los registros de volumen relativo en funcion del tiempo, y
en cada simulacion se uso un valor distinto gg [El rango de valores dedR que se probd
fue de 10 a 1 cm.8. Este intervalo cubre ampliamente los valores ggiRformados en la
literatura. Las simulaciones se hicieron iatervalos solapados, con un rango dé® 10
unidades cada uno y con paso que variaba en ‘iQnidades entre una simulacién y la
siguiente.

Para cada experimento sdeseiond, por el método de adrados minimos, el valor
de RsmcCapaz de generar la curva simuladamegor ajustaba a los datos experimentales.
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4.3.2.5.3.3. Predicciones

Los valores de Posm seleccionados dendaera descripta se utilizaron para hacer
otras simulaciones, esta vez como predicciatgeta respuesta osmatica en las condiciones
utilizadas con la técnica de logocitos vaciados. En este cas@ssrul6 el curso temporal de

los cambios de volumen de una semiesfera.

4.3.2.6. Estudio de la respuesta osmatica deocitos vaciados con solutos permeables

Se hicieron experimentos sometiendo los ovocitos vaciados a gradientes
hipotdnicos, a partir del cambio de dalucién Barth (182,00 + 7,94 mOsmol kY del
compartimiento extracelular por otrailuitda cuya osmoladad era 46,22 + 2,57
mOsmol.Kgy'. De esta manera los ovocitos fueron sometidos a una diferencia de
osmolaridad de 135,78 + 5,93 mOsmolKy

Usando el modelo de agua (MA) y los datos tomados de cada experimento (volumen
inicial, osmolaridad interna y osmolaridad ert®, se hicieron los agtes individuales hasta
los 40 segundos posteriores al cambio osmotico, para obtener asi el valgy sleniado
gue mejor ajustaba a los datos experiment&élesmportante destacar que en este caso la
osmolaridad interna era controlada.

También se simuld, con el valor dgfPobtenido y con los mismatatos iniciales, la
misma respuesta osmatica, pero hastal®® segundos posteriores al cambio osmdtico.
Estos experimentos se simularon con el noode agua (usando como parametro el valor
promedio de R, obtenido en la prediccion) y con mlodelo de agua y solutos. En este
ultimo caso se obtuvieron los parametros gg P Ps que mejor ajustalmaa los resultados
experimentales. Estos valores se usgama simular las respuestas osmoéticas.

Se compararon los valores promedios gg, Bbtenidos por simulacion y ajuste con
los valores promedios desR calculados por el método traminal de regresion lineal (REG)

realizada sobre los datos experimentales.

4.3.2.7. Estudio del efecto del Hggkn ovocitos vaciados

Durante los experimentos con HgGe trabajé con una concentracion de 0.3 mM
final en cada compartimiento (Amodeo y col., 2002).

Los gradientes se generaron por didmcide la soluciénBarth (182,67 + 7,67
mOsmol.Kgy'). La osmolaridad de la soluciéhipoténica fue similar a la de los

experimentos con AQP1 (45,11 + 2,91 mOsmohKy De esta manera, el gradiente
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osmoético aplicado fue igual al de los esipentos con AQP-1 (137,56 + 5,18 mOsmolKg
1
).

Se hicieron controles de efecto de mercesitracelular con los ovocitos enteros. En
este caso se preincubd con Hg(@,3 mM) durante 7 minutos ldedo extracelular y luego
se lavo con solucién Barth.

Los ajustes y las simulaciones plra casos en que se utilizé HgGE hicieron de la

manera descripta anteriormente.

4.3.2.8. Estudio de la respuesta osmatica en oitos vaciados con solutos no permeables

En esta etapa se hicieron experimentos para estudiar las propiedades de permeabilidad
osmoética de los ovocitos inyectados con AQRwddiante la técnica de vaciado, usando
soluciones de distintas concentraciones deitmlaque fueron preparadas con solucién Barth.
De esta manera se lograron soluciones de tstismolaridad pero con igual fuerza idnica a
ambos lados del canal.

Se aplicaron dos protocolos distintos. Ut ellos, para probda respuesta de la
membrana con AQP-1 ante un gradiente hipoatem (HIPO) vy, el otro, para probar la
respuesta ante un gradiehtper-osmatico (HIPER).

Ademas, para ambos protocolos se hiciaiorulaciones de los cursos temporales del
volumen y la concentracién de la solucion ednlado interno de la membrana, haciendo
pequefias modificaciones a los modelos deswjgtsumiendo que los solutos que se mueven
a través de la membrana difunden de tal maanee la dilgion en cada compartimiento es

instantanea. Estas modificaciones estan detalladas en el Anexo.

4.3.2.8.1. Protocolo para el gradiente hipo-osmético

Los ovocitos se aislaron de la misma mamgra en los experimentos anteriores y se
inyectaron con la misma cantidad de AQP-1.

Los ovocitos se vaciaron de la manera dpszrén el capitulo 3, pero en este caso,
para vaciarlos de su contenido y reemplazarfdgsolucion de trabajo, se perfundieron con
una solucién con una osmolarnitiinal de 288,67 + 6,04 mOsmol.Kg que se prepard con
manitol diluido en Barth (200,50 + 1,88 mOsmolKigde la solucién Barth, mas 88,17 +
4,16 mOsmol.Kg ™ de manitol). El ovocito se mont6 éncamara conteniendo esta solucion
en su interior, y tanto la cAmara cerrada céencdmara abierta estaban cargadas con ella. A
esta condicién se la llamé issmaotica (ISO) y el sistema sejé estabilizar durante 60

segundos después del armado de la camara.
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Luego se realiz6 el cambio de la soluciorialeamara abierta. Seemplazé por otra
con una osmolaridad final de 239.50 + 5.14 mOsmag}.:K¢200,50 + 1,88 de la solucion
Barth mas 39,00 + 3,27 de manitol). De esta mae generd un gradiente de solutos no
permeables de 49,17 + 0,74 mOsmolKglesde el lado interno hacia el lado externo de la
membrana. A esta condicion se la llam@adiosmoética (HIPO). Se dejo evolucionar al
sistema en esta condicién durante 60 segundos.

4.3.2.8.2. Protocolo para el gradiente hiper-osmético

En este caso, los ovocitos se vaciaron perfundiendo con una solucién de 230,00 + 0,46
mOsmol.Kgy* (184,47 + 5,57 de la solucién Barth mas 45,53 + 6,02 de manitol), la cual se
usé para reemplazar el contenido de los iwsc Cada ovocito se monté en la camara
conteniendo esta solucion en su interior, ptdda camara cerrada como la camara abierta
estaban cargadas con ella. Al igual que enasb anterior, el sistema se dej6 estabilizar
durante 60 segundos. En estos experimentasees la condicion iso-osmotica (1SO).

Luego se hizo el cambio de solucion en la cAmara abierta. Se reemplazo6 por otra con
una osmolaridad final de 280,53 + 1,92 mOsma)Kg184,47 + 5,57 de laolucién Barth,
mas 96,07 + 7,49 de manitol). De esta marmragenerd un gradiente de solutos no
permeables de 50,53 + 1,46 mOsmolkglesde el lado externo hacia el lado interno de la
membrana. Esta diferencia de osmolaridad es de sentido inverso a la del protocolo anterior y
no es significativamente diferente de aquelNaesta condicion se llamo hiper-osmotica

(HIPER). Aqui también se dej6 evoianar al sistema durante 60 segundos.

4.3.2.9. Andlisis estadistico
En todos los casos, los resultados se eapresmo el promedio + SEM. Los datos se

analizaron por el método de Studgrse considerd significativo P<0.05.

4.3.3. Resultados

4.3.3.1. Los valores de permeabilidad osrtiéa medidos en ovocitos enteros

Los experimentos con ovocitos enteros ahieresultados similares a los que se
encuentran clasicamente en la bibliogréfigre y col., 1993b): losvocitos inyectados con
AQP-1 mostraron un rdpido aumento de voluraete el shock osmético, mientras que esta

respuesta era mucho mas leeta ovocitos tratados con HgC{0,3 mM) en el medio
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extracelular. En este caso se observl anhiicion del 76%. Los antroles realizados con
ovocitos inyectados con agua tuvieron urgpuesta de cambio de volumen muy lenta.

La Figura 4.5 resume estos resultados § ¢arsos temporales de las respuestas
osmoéticas simuladas con los valores gg, Bue mejor ajustaron a los datos experimentales.
Como puede apreciarse, los registros obtenp@odas simulaciones hechas con los valores
de Rsmque mejor ajustaron a los datos experimalkestse superponen muy bien sobre estos.
En todos los casos, el valor promedio ds toejores ajustes no fue significativamente
diferente del calculado por regresion lineal.

Los valores de &nde los ajustes (x10cm.s") fueron 35,39 + 2,70 para los ovocitos
inyectados con AQP-1 (n=7), 10,63 + 3,72 pagdwocitos inyectados con AQP-1 y tratados

con HgC} extracelular (n=3) y 3,49 + 1,84 para lavocitos inyectados con agua (n=3).

1.25
1.201
1.151
g 1.101
1.051
100{ ® H / -
0.95 T T " . ‘ : . .
-20 -10 0 10 20 30 40 50
tiempo (s)

Figura 4.5. Curso temporal del volumen relativo de ovocitos enteros ante la imposicién de un
gradiente osmotico.Los cuadrados azules representan lpuesta de los ovocitos inyectados con
AQP-1 (n=7). Los rombos rojos representanréspuesta de ovocitos inyectados con AQP-1,
preincubados con Hggl(n=3). Los circulos celestes representan la respuesta de los controles
inyectados con agua (n=3). En todos los casegjej6 estabilizar el sistema durante 60 segundos
antes generar el gradiente osmético. El tiempoirtd@a el inicio del cambio de la solucion en la
camara abierta. Las lineas continuas representeacpéa caso, las simulaciones realizadas con los
valores promedios de, & que mejor ajustaron a los datos experimentales.

4.3.3.2. Prediccion de la respuesta osmética en ovocitos vaciados

En los experimentos con ovocitos inyectadoa agua y luego vaciados (controles
negativos), el shock hipotonico produjo un leve desplazamiento de la membrana reflejando
un pequenfo flujo neto de aguéravés de la membrana celular. Sin embargo, el mismo shock
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osmotico produjo un desplazamiento notorio ldemembrana en los ovocitos vaciados

inyectados con AQP-1 (Figura 4.6).

Figura 4.6. Desplazamiento osmotico de la membrana de ovocitos inyectados con AQP-1
estudiados con la técnica de vaciadd.a figura muestra la superposicién de los bordes de la
membrana, obtenidos de las imagenes tomadas en los tiempos indicados en la figura (en segundos)
después de la imposicion del gradiente osmético (t=0).

El valor promedio de &, de los ovocitos enteros fuemado para predecir la
respuesta de cambio de volumen hastadldssegundos en ovocitos vaciados, como se
describié anteriormente en la seccién de Malies y Métodos y que se esquematiza en la
Figura 4.1 B, en la seccion de resultados con ovocitos nativos.

El andlisis de los desplazamientos miembrana y las mediciones realizadas en
experimentos con ovocitos vaciados, comgasacon las simulaciones para predecir el
comportamiento osmético de estos ovocitos muestra que la prediccion obtenida por
simulacion no difiere cualitativamente deréspuesta observada experimentalmente (Figura
4.7).

Este resultado confirma que, en el sistel@avocito vaciado, la AQP-1 se expresa y
gue el vaciado citoplasmatico no le impide &ercional. El andlisis del promedio de las
permeabilidades experimentales, obtenido port&juspor regresion lineal, indica que esta
correspondencia es también cuantitativa,qua no se observan diéncias significativas
entre los valores de permeabilidad medidosnwukidos en los dos sistemas. El resumen de

estos resultados esta mostrado en la Tabla 4.1.
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Figura 4.7. Prediccion de la respuesta osmética en ovocitos vaciadhes cuadrados violetas
representan el curso temporal de los ovocitgedtados con AQP-1, vaciados y sometidos a un
gradiente hipo-osmotico (n=9). Los circulos celsstepresentan la respuesta de los controles
inyectados con agua (n=4). Las lineas continuas represqrdem,cada caso, las simulaciones
realizadas con los valores promedios gg, ue mejor ajustaron a los datos experimentakesinea

azul discontinua representa la prediccién deetpuesta de los ovocitos vaciados hecha a partir del
valor de By de los ovocitos enteros.

4.3.3.3. El efecto asimétrico del HgGlsobre la permeabilidad de la membranaen
ovocitos vaciados

Obtenidos los valores de permeabilidaché8ca en ovocitos vaciados que expresan
AQP-1, se probo el efecto del Hg@lo solo sobre la cara extedglar sino por primera vez
sobre la cara interna de la membrana.

Como era de esperar, agjente mercurial agregadotmcelularmente produjo la
disminucién de la permeabilidad osméticala@enembrana con AQP-1 (Tabla 4.1). En estas
condiciones, el porcentaje dnibicion que produjo el Hg fue del 83% (Figura 4.8).

Aunque se describié en laeratura que el Hg produce la inhibi@n del flujo de
agua a través de la AQPdctuando sobre el puente disutfude la Cis189 del lado
extracelular, el efecto que este agente ppdiaocar desde el ladoaterno no habia sido
probado en condiciones controladas. Los Itadas experimentales, representados en la
Figura 4.9, mostraron un aumento no significative@levalor de la permeabilidad (Tabla 4.1).

Los valores de £, obtenidos por ajuste con |asmulaciones generadas por el
modelo de agua hasta los 40 segundos (ceendescribié en Materiales y Métodos) no

fueron significativamente diferentes de lokatados por regresion lineal (Tabla 4.1).
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Figura 4.8. Efecto asimétrico del H§ sobre la permeabilidad osmtica de la membrana de

ovocitos vaciados.Los cuadrados celestes representanetgpuesta osmaotica de los ovocitos con
AQP-1 (n=9). Los triangulos azules represeri@nmespuesta de los ovocitos con AQP-1 que se
trataron con HgGlen el lado citoplasmatico de la memiagn=9). Los rombos naranjas representan

la respuesta de los ovocitos con AQP-1 tratados con,HgG}l lado externo de la membrana (n=3).

Las lineas continuas representan, para cada caso, las simulaciones realizadas con los valores

promedios de £, que mejor ajustaron a los datos experimentales.

Tabla 4.1. Valores de B, obtenidos durante los primeros 40 s después de un shock hipoténico

en ovocitos vaciados

Prediccion por el MA Regresion lineal Ajuste por el MA
Aqua 3,08 £0,96 3,67 1,73 3,15+1,31
9 n=3 n=4 n=4
35,39+2,70 41,62 + 6,38 40,28 £5,75
AQP-1 n=7 n=9 n=9
10,63 £3,72 7,24 +3,14 5,33+2,25
AQP-1+HgCl, (ext) n=3 ned n=a
AQP-1+HgCl , (cit) n.d. o755 = 1027 0361 » 1307

Agua: ovocitos inyectados con agusQ)P-1: ovocitos inyectados con AQP-AQP-1+HgCl, (ext):
Ovaocitos inyectados con AQP-1, tratados con H@g@lel medio extracelular de la membrah@P-
1+HgCl, (cit): ovocitos inyectados con AQP-1 tratados con Hg®I el lado citoplasmatico de la
membranaMA : modelo de aguay.d.: valor no determinado. Todos los valores estan presentados
como el promedio = SEM en crit.§x10%).
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4.3.3.4. Respuestas largas y respuestas cor&asovocitos vaciados con altos valores de
Posm

Como fue descripto en el capitulo 3, diamte la técnica de “emptied-out” pudo
calcularse el volumen relativo maximo en el ¢pgeovocitos nativos estallaban. Este valor de
1,26 + 0,07 se obtuvo aumentando la presion hidroatétiinyectar soluén Barth en el lado
intracelular de la cAmara de medicion (Ozu y col., 2005b).

Usando este valor, y teniendo la posibilidiel simular las rggiestas osmoticas, se
realizaron simulaciones para predecir en cui@topo se alcanzaria este volumen relativo en
los ovocitos vaciados que habian sidaeittados con AQP-1, ante un shock osmético.

El resultado obtenido predijo que los ovositton AQP-1 debian alcanzar el maximo
aumento de volumen a los 80,5 segundos después de hacer el cambio de la solucion externa.
Sin embargo, los resultados experimentales mostraban dos comportamientos diferentes.

No todos los ovocitos se comportarorperimentalmente de la misma forma,
pudiéndoselos ubicar en dos poblaciones difese Una poblaciéon constaba de ovocitos que
explotaban a los 55,00 + 5,38 sadas (n=4) después de realizado el shock osmético, y que
fue llamada “poblacién de respuesta colfaC). La segunda poblacién agrup6 a ovocitos
gue no solo no explotaron hasta después3 dainutos de experimento (n=5), sino que
tendieron hacia un estado estacionario, y geednominada “poblacion de respuesta larga”
(RL) (Figura 4.9).

Aunque los valores de los voliumenes relativos de estas dos poblaciones a los 40
segundos fueron significativamente diferefffe€: 1,22 + 0,03 vs RL: 1,12 + 0,02; p < 0,05),
los de Rsm (x10° cm.s") observados experimentalmente nfedan significativamente entre
ellos (RC: 50,40 + 7,90; RL: 31,64 £ 9,50, calculagos regresion lineal). Ademas, estos
valores no diferian significativamente de tosjores ajustes obtenidpsr simulacion (RC:
48,7 +6,50 y RL: 31,19 + 9,70).
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Figura 4.9. Respuesta osmoética de los ovocitos vaciados inyectados con AQPBek. rombos

azules representan el curso temporal de lagodabi respuesta corta (RC, n=4). Los cuadrados
turquesa representan el curso temporal de la péblaitg@ respuesta larga (RL, n=5). Los triangulos
celestes representan el curso temporal de los controles inyectados con agua (n=4). Las lineas
continuas representan, para cada caso, las simulaciones realizadas con los valores promgglios de P
(obtenidos en los primeros 40 segundos) que nagjmtaron a los datos experimentales. El inserto
muestra la superposicion de las respuestas de las dos poblaciones de ovocitos con AQP-1.

Resultados similares fueron encontradoglegrupo de ovocitos inyectados con AQP-
1, vaciados y tratados con Hg@n el lado intracelular de la membrana. (Figura 4.10). En
este caso se uso el valor promedio glg 8btenido por el ajuste de estos experimentos hasta
los 40 segundos para simular una respuesta de mas de 3 minutos.

El tiempo esperado para alcanzar elunoén relativo méximo fue de 52,73 + 8,74
segundos (n=9), observandose también dos comportamientos diferentes.

Un grupo de ovocitos (n=5) alcanaste volumen a los 39,80 + 7,47 segundos
(“poblacion de respuesta corta” (RC)), mieniag otro grupo (n=4) tendié hacia un estado
estacionario y no explotd hasta el final dgbexmento (mas de 3 minutos) (“poblacion de
respuesta larga” (RL)).

Otra vez, el valor del volumen la¢éivo alcanzado por los dos grupos fue
significativamente diferente en un deteradn momento, en este caso a los 30 segundos
(1,15 £ 0,04, p < 0,001).

Como muestra el inserto de la Figura 4188, respuestas de las dos poblaciones se
superponen en los primeros 40 segundos, y camel caso de los ovocitos inyectados con
AQP-1, los valores de oB, (x10° cm.s") calculados por regresién lineal no fueron
significativamente diferentes entre ellos (RC: 71,30 + 13,40, n=5 vs RL: 37,40 £ 5,10, n=4).

Ajustando los datos de las dos poblae®rpor separado tampoco se observan

85



diferencias significativas en los valores dg.®x10° cm.s) entre ellas (RC: 81,60 + 19,00,
n=5 vs RL: 40,80 + 9,80, n=4). Estos valoresgaoo fueron diferentes de los promedios.
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Figura 4.10. Respuesta osmotica de los ovocitmyectados con AQP-1, vaciados y tratados con

HgCl, del lado citoplasmatico de la membranal.os rombos violetas representan el curso temporal

de la poblacion respuesta corta (RC, n=5). Los ascaobranja representan el curso temporal de la
poblaciéon de respuesta larga (RL, n=4). Los tudog) rojos representan el curso temporal de los
ovocitos con AQP-1 tratados con HgQ@el lado extracelular de la membrana (n=4). Las lineas
continuas representan, para cada caso, las simulaciones realizadas con los valores promgglios de P
(obtenidos en los primeros 40 segundos) que nagjmtaron a los datos experimentales. El inserto
muestra la superposicion de las respuestagsdeéds poblaciones de ovocitos con AQP-1 tratados con
HgCl, del lado citoplasmatico.

En las Figuras 4.9 y 4.10 se observa que en ambos casos de respuesta corta, las curvas
simuladas por los valores desR que mejor ajustaron a los primeros 40 segundos se
superponen muy bien a losgistros experimentales.

Sin embargo, en el caso de las respudstgas, las simulacionégchas hasta los 120
segundos, a partir de los valores dg,Bbtenidos por ajuste conmlodelo de agua hasta los
40 segundos, se superponen muy bien en los primeros 40 segundos y luego se alejan
progresivamente delgestro experimental.

Esto sugiere que el modelo que solo tienecuenta el movimiento de agua explica
muy bien la respuesta osmotica durante lowgnos 40 segundos, y que hasta este tiempo el
comportamiento osmotico de la membraste ovocitos con AQP-1 se explica por una
respuesta lineal.

Sin embargo, un modelo que considera solm@&imiento de agua no es suficiente
para explicar la segunda parte de la resfauesmatica donde las curvas tienden hacia un

estado estacionario.
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Los resultados mencionados hacen referemaaeficientes de alta permeabilidad (es
decir, cuando AQP-1 esta presente en la membrana). Contrariamente, no se observaron
respuestas similares en ovocit@ciados con bajos valores dgJ°como se ve en los casos
en que fueron inyectados con agua (Figurayé) los inyectados con AQP-1 pero tratados
con HgC} del lado extracelular (Figar4.10). En ambos casos, el modelo de agua ajustaba

muy bien al registro experim&l en todos los tiempos.

4.3.3.5. Existencia de un fenébmeno no osmatiea las poblaciones de respuesta larga

Dado que el modelo de agua (MA) asursolo el transporte de agua por un
mecanismo osmatico, las diferencias observadae &s curvas de las simulaciones y la de
los datos experimentales, en los casos de alta permeabilidad y a tiempos largos, representan el
efecto de un fenédmeno no osmatico.

Para cuantificar este fendmeno, se réalina sustraccion matematica entre las dos
curvas (Figura 4.11, Ay B). La contribuciébn no osmatica al volumen relativo muestra una
latencia aproximada de 40 segundos seguidauparomportamiento monotonico creciente.
Entonces, es necesaria oteglecacion para dar cuenta d contribucion no osmatica al

volumen relativo.
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Figura 4.11. Diferencias entre los datos experiméales y las simulaciones con el modelo de agua

en las poblaciones de respuesta larga. Bos puntos representan las diferencias observadas entre los
valores de volumen relativo obsado experimentalmente y simulado en la poblacion de RL de
ovocitos con AQP-1B. Los puntos representan las diferencias observadas entre los valores de
volumen relativo observado experimentalmente y simulado en la poblacién de RL de ovocitos con
AQP-1, tratados con Hggén el lado citoplasmatico de la membrana. En ambos casos se observa que
la diferencia no es distinta de cero hasta 40 segundos y que luego tiene un comportamiento
monotonico creciente.

Una posibilidad a explorar es que el aguaria no ser la Unica especie que se esté
moviendo a través de la membrana. Para invesgjarhipotesis, se skarollé el “modelo de

agua y solutos”, que considera también el mmieto de estos ultimos (ver Materiales y
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métodos). Este modelo incorpora otra ecuaab algoritmo del “modelo de agua”, que
considera la permeabilidad al solutg)(mo un pardmetro adicional.

Los resultados obtenidos con las simulacidrexshas con esta modificacion ajustaron
muy bien a los datos experimentales tangidnbbs 40 segundos como en tiempos posteriores
en la curva de cambio de volumen en funcilel tiempo de las ptdriones de respuesta

larga, como muestran las lineas continuas en la Figuras 4.12 Ay B.
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< 1.3 = 1.3
> 1.2 > 12
11 1411
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0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
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Figura 4.12. Superposicion de los datos experimentales y las simulaciones con el modelo de agua
y solutos en las poblaciones de respuesta larga. @ursos temporales de las respuestas osmoticas
de la poblacion de RL de ovocitos con AQP-1 (n=5).Cursos temporales de las respuestas
osmoticas de la poblacion de RL de ovocitos con AQP-1, tratados copéigélllado citoplasmatico

de la membrana (n=4). En ambos casos, los puefwesentan el registro experimental promedio (+
SEM), y las lineas continuas representan las sinarasirealizadas con el modelo de agua y solutos
usando los pardmetros promedios gg ¥ P obtenidos por el ajuste dada experimento teniendo en
cuenta todos los tiempos registrados.

En los dos casos de poblaciones de respleegta (RL), la relacion de evidencia (RE)
del método de Akaike, que se us6 para coarpas ajustes obtenidos con los dos modelos
(MA y MAS), indica que el de dos parametross¢gPy Ps) es al menos 10000 veces mas
probable que el de un solo parametr@HP

Los ajustes con el modelo de agua ltss en ovocitos inyectados con AQP1 (n=4)
arrojaron los siguientes valores para estos parametias: 31,18 + 9,70) x16cm.s'y Py
= (12,07 + 4,34) x18cm.s".

Para el caso de los ovocitos inyis con AQP-1 y tratados con Hg@el lado
citoplasmatico de la membrana (n=4) los valores de los ajustes fugsgnr: (B0,08 + 9,80)
x10°% cm.s'y P, = (30,00 + 6,79) xI®cm.s'. Considerando que las soluciones usadas en los
experimentos solo estaban compuestas @ues, y asumiendo que las principales especies

involucradas en el movimiento a través de la membrana sénKNay CI, Ps podria

88



considerarse como la permeabilidad neta lt@ste del movimiento de estos iones. De
acuerdo con Costa y colaboradores (1989), lodaeefes de permeabilidad de estos iones,
medidos en ovocitos deenopus, serian del orden de ¥@m.s’. Sin embargo, mediciones
directas de estos coeficientesediante flujos déones radiactivos, dien valores del orden

de 10° cm.s! (Tupper & Maloff, 1973), los cuales son mas aproximados a los determinados

por las simulaciones.

4.3.3.6. Estudio de la permeabilidad osméticde ovocitos vaciados, con AQP-1 y en
presencia de solutos impermeables

Con la intencion de probar las propiedades de permeabilidad de la AQP-1 en
condiciones de gradiente osmaético con un salmgermeable y fuerza idnica controlada se

hicieron experimentos con maditiluido en solucion Barth.

4.3.3.6.1. Respuesta de los ovocitos vaciadoen AQP-1 ante un gradiente HIPO-
osmotico

Después de un periodo de estabilizadié@h sistema en condiciones iso-osmaticas
(ISO), se cambié el medio de la camara @hipor uno de menor wwlaridad (condicion
HIPO), y se dej6 evolucionar el sistema durante 60 segundos (Figura 4.13 A).

El valor promedio de . (x10°) registrado en esta®udiciones fue 20,88 + 4,40

cm.s', n=6).

4.3.3.6.2. Respuesta de los ovocitos vaciadmmn AQP-1 ante un gradiente HIPER-
osmatico

Cuando se realiz6 el protocolo inversodesir se generd un gradiente de condicion
HIPER, se observo como repuesta la imageeasdar del protocolo aerior (Figura 4.13 A)
y los valores de &, (x 10°%) en esta condici6rf15,26 + 5,40 cm$ n=5) no fueron
significativamente distintos a los sdrvados en la condicion HIPO.

4.3.3.6.3. Simulaciones

En las simulaciones de estos experimentasioelelo de agua ajustd mejor a los datos
experimentales que el modelo de agua lytes, segun se prob6 por el método de Akaike
(Ver Materiales y Métodos).

Los resultados de las simulacignadicaron que ® valores de R, ajustados por el

modelo de agua no fueron significativente diferentes de los observados
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experimentalmente, calculados por regresiéealinEn la condicion HIPO, el valor promedio
de los RBsm(x 10°) obtenidos por ajuste fue 21,87 + 4,02 ¢hrs=6.

Las simulaciones de los experimentogendicion HIPER (n=5) ajustaban mejor con
el modelo de agua por las mismas razones etqmipara el protocolo tarior. En este caso,
los valores de &y (x 10°) fueron 19,88 + 4,54 cm’s Como se puede ver, estos valores de

PosmNO son significativamente distintos lds observados experimentalmente.
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Figura 4.13. A. Respuesta osmatica de los ovocitos con AQP-1 sometidos a gradientes hipo e
hiper-osmaéticos con solutos no permeablekos puntos azules representan la respuesta (promedio +
SEM) ante un gradiente hipo-osmdético (HIPO) (n=6). Los puntos rojos representan la respuesta
(promedio + SEM) ante un gradiente hiper-osnm{ldIPER) (n=5). Las lineas continuas representan

las simulaciones realizadas con el modelo de agua modifiBadturso temporal de la osmolaridad

del lado intracelular simulado para cada caso.

El valor de la osmolaridad del lado imerde la membrana obtenido por simulacion
al final de la condicién HRO fue 265,63 + 3,25 mOsmol.fg, n=6. Como se puede ver en
la Figura 4.13 B, este valor tedrico difiere en casi 20 mOsmgl'Kespecto de la
osmolaridad inicial de la commén HIPO (288,67 + 6,04 mOsmol.lg, ver Materiales y
Métodos).

90



3.3.4. Discusion

3.3.4.1. La técnica del ovocito vaciado

Pueden mencionarse como desventajas tixkaca de vaciad@n comparacion con
la técnica clasica) su mayor complejidad para el montaje de la célula y el trabajo y tiempo
invertido para cada medicion.n"Sembargo, las ventajas quedcddienen justifican su empleo
para el tipo de mediciones requias para el trabajo presentaBtias son: 1) Poder controlar
de la presion hidrostéatica ejercida sobe la membrana cetulty,desde el lado interno como
desde el lado externo de la misma; 2) Padmtrolar la composicién de las soluciones a
ambos lados de la membrana, no solo el ext@h®&ermitir el vaciado parcial o total del
contenido citoplasmatico, segun sea el interéestiedio; 4) Realizamediciones sobre una
membrana intacta, ya que se evita la za®ala membrana dafiada en el momento
experimental de la inyecciébn de material gaxégn el ovocito; 5) Determinar al final de
cada experimento el volumen méaximo real quede alcanzar cada ovtocy poder utilizar

este dato como indicador cualitativo de la integridad de la membrana.

4.3.4.2. Adquisicion y andlisis de imagenes

En cuanto a la fase de adquisicion ylsis de imagenes, en comparacion con la
técnica de ovocitos enteros, eatbestacar como ventajoso la @eipad técnica de no perder
el foco del ovocito en estudio aun en elmemto de realizarse el cambio externo de
soluciones, como es el caso de efectuar mekslbosmoético. De esta manera, se evitan los
desplazamientos del ovocito caracteristicos de la técnica clasica. Debido a las corrientes
producidas durante el cambio experimentakdiecion se producen cambios de posicién en
el ovocito suelto, lo que perjiod el andlisis de imagenebtenidas secuencialmente sobre
una misma cara de la célula. Cabe destacalogueumentos de volumen en el ovocito no son
siempre homogéneos, sino que muchas veces una zona celular aumenta de tamafio mientras
gue otra no lo hace. Esto provoca errores tiaéimbs en la medicion de la permeabilidad
con la técnica clasica. Otrartefacto se produce en la téen clasica por el empuje de
desplazamiento que ejerce el ovocito sobrwrdlo de la camara al aumentar su volumen,
variando la posicion optica de enfoque. En taiga de vaciado las desventajas comentadas
se descartan por estar el ovocito fijado assporte de acrilico. Esto permite obtener

imagenes a tiempos mas cortospexto de los ovocitos enteros.
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4.3.4.3. Efecto del HgGl

El HgCl, clasico inhibidor de las acuapa#s) no produjo efectmhibitorio alguno
desde el lado intracelular de la membranda(ka de inhibicién es awistente con el hecho
de que el residuo sensible, la Cys189 en laAQ$§e encuentra en el lado extracelular). Se
descarta, por lo tanto, la existenciarégiduos sensibles ehlado intracelular.

Pero también se descarta la posibilidad de que Elaigviese la membrana desde el
espacio intracelular al extracelular. Tal sugiaefue planteado por Kuang y colaboradores
(2001), al proponerse que el manio atraviesa la membrart@acia dentro de la célula
inhibiendo el pasaje de agua smtantes de acuaporinas selesbal mercurio en el lado
intracelular.

También se descarta un efecto toxico dercurio sobre la parte interna de la
membrana celular que provoque cambios en la permeabilidad ante un shock osmético. Los
controles realizados en ovocitos sin inyectar con H@@lel lado interno, y con ovocitos
inyectados con agua con HgGCén el lado interno, nouvieron respuestas osméticas

diferentes de las de ovitas inyectados con agua.

4.3.4.4. Los experimentos con solutos permeables

Los modelos mateméaticos desarrolladoseste trabajo validan por prediccion y
ajuste las mediciones efectuadas en ovocitoggas que tienen expresada la acuaporina-1
en su membrana celular.

Esta tesis extiende el estodie la respuesta volumei mas alla de los 40 segundos
después de aplicarse un gradiente osmoétichaéérlo, se encontraron dos poblaciones en los
casos de ovocitos con alta permeabilidad: descitos de respuesta corta (RC) y los de
respuesta larga (RL), segun el tiempo en sgigoroduzca 0 no su ruptura por aumento de
volumen.

Los comportamientos de la primera poblacién, asi como la primera parte de la
respuesta de la segunda poblacion, hasta Ieediihdos, pueden ser explicados en términos
estrictos de un fenémeno osmatico.

Por el contrario, mas alla de los 40 segunt#oéltima parte de la curva de cambio de
volumen en la poblacion de respuesta largaedser comprendida teniendo en cuenta un
fenémeno no osmotico.

Aunque en este trabajo se consideré deersformal el movimiento difusivo del
soluto a través de la membragaeda abierto el interrogante sleeste es el Unico fenbmeno

no osmoético que esta teniendo luga este tipo de respuestas.
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4.3.4.5. Los experimentos con solutos no permeables

Los resultados de los experimentos comitoé prueban de manera directa, en un
sistema controlado, la bidiccionalidad de 1aAQP-1. Los resultados obtenidos en
condiciones HIPO coinciden con los obtenidos condiciones HIPER, ambas totalmente
controladas. Si bien, habia un antecedente Heligeccionalidad de la AQP-1 en ovocitos de
Xenopus (Meinild y col., 1998), nunca se habia probado colocando el soluto impermeable del
lado interno del canal, generando gradieraamente simétricos y no solo inversos.

Los resultados también indican que la respuesta osmoética de los ovocitos con AQP-1
vaciados es la misma si el gradiente se itwigkdemas, los ajustes de la respuesta osmética
hasta esos tiempos siguen favoreciendo al matkebgua, sosteniendo que el movimiento de
estas moléculas es mucho mas rapido que ekdenes. Las simulaciones de la osmolaridad

interna dan cuenta de ese movimiento.
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4.3.5. Conclusiones

Esta seccion de la tesis presenta los resultados experimentales obtenidos usando
ovocitos deXenopus nativos e inyectados con AQP-1ymestrando que la técnica de ovocitos
vaciados puede reproducir cualitativa y cuativamente los resultados obtenidos con la
técnica clasica de ovocitos enteros, con las \&nf@opias de la té@a, y proveer de nueva

informacion que de la otra forma no es posible obtener.
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Anexo metodoldgico

1. Desarrollo de los modelos
1.1. El modelo de agua

Este modelo fue desarrollado teniemgiocuenta las siguientes suposiciones:

1) El shock hipoténico es modelado usando fumeion escalon (funcion Heviside). Se
asume que a tiempo t=0, la concentracion extracelular es igual a la intracelular. Con el
shock osmotico, la concentracion extraaaiulisminuye inmediatamente hasta el
valor estacionario.

2) Cuando se uso el método clasico de medicibfiige de agua en ovocitos enteros, se
asumio una geometria esférica para el compartimiento intracelular. Por otra parte,
cuando se estudiaron ovocitos vaciados, semgsuna geometria semi-esférica para
el compartimiento intracelular.

3) La membrana del ovocito es permeable al agua.

4) No existen interacciones entre el potenei@ctrico de la membrana y el flujo de
agua.

5) El area de la membrana involucrada erflgb de agua esamsiderada variable y
dependiente del volumen intracelular. En&sjcla siguiente expresion relaciona el

area con el volumen:

Al)=xV (1)

donde & era (367)" o (187)", cuando se simularon ovocitos enteros o vaciados,
respectivamente.
6) El agua puede ser transportada pormgranismo osmotico. Aqui se propone una

expresion fenomenoldgica:

Jy(t)=P,, (), 10°(C,(1)-C.) ()

osm

donde P, , 4() v, Cit) y C. son la permeabilidad osmética de la membrana del

osm !

ovocito, el area de la membrana mencionaderimmmente, el volumen molar parcial del

agua y las osmolaridades inyr&xtracelulares respectivamente.

7) La tasa de volumen intracelular solo es afectada por el flujo de agua (Teorema de
Continuidad):

av,(¢)/de=1,(t) (3)

8) La concentracién total de soluto es gutada, como se hace habitualmente, en

95



términos del nimero total de osmolit1mf(f)) y el volumen intracelula|V,~(f)):
Cl)=m )V, () (a)
9) La membrana es impermeable a los soluisgonces, el numero total de osmolitos

intracelulares es constante:

m,(t)=m; (5)

A partir de las suposiciones previagpsede deducir la siguiente ecuacion:

dv,(t)/dt = P,.,x(V, 1))V, 20°((m, /¥, (1)) -C.)  (6)

Asi, se obtiene una ecuacion diferenciatlimaria no lineal. En esta ecuacion, el
parametrcl, se asume igual a 18 émmor?, C. es medido \ es obtenido a partir de las

condiciones iniciales. La coraidn inicial para la concertcion intracelular del ovocito
entero se asume igual a 200 mOsm. En elitve@ciado, la concentracion intracelular

es controlada con exactitud.

1.2. El modelo de agua y solutos
Son validas todas las suposicieranteriores, excepto la numé&p En este modelo, esta
es reemplazada por las siguientes:
9") La membrana es permeable a los solutos.
10") ElI movimiento de solutos ocurre pam mecanismo de difusion. Entonces, aqui se

propone otra expresion fenomenologica:
J(t)=-PARO(C()-C.) (7)

donde es la permeabilidad de la membrana a los solutos. El signo menos es debido a
que el flujo de solutos ocurre santido contrario al del agua.

117) El ndmero total de osmolitos intracelulagsscontrolado por un proceso de difusion:
dm,(t)/dt=J(c) (8)

Las suposiciones previas nos llevan al sisteompuesto por lasgsiientes ecuaciones:
av,(t)/d = B,,,x(V,0)) 7, 10°((m, () V(1) - C.) (9)

dm,(¢)/dt ==P, A(tL0°(C,(¢)-C,) (10)

Estas ecuaciones diferenciales contr@hcomportamiento del modelo.
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2. Modificaciones hechas a los modelos para simular los cambios de volumen en
presencia de solutos impermeables
Como se puede ver en lasgepcion de los modelos, la osmolaridad del lado interno

de la membrana(;) es funcion de la relacion entre la masa de solutos permeableg €l
volumen de solucioni{) en el compartimiento cerrado am€ion del tiempo. En el modelo

de agua la masa se considera constantgupono se mueven solutos a través de la
membrana, y por lo tanto el cambio de la osnidéa de la solucion solo se debe al cambio
del volumen interno, que es directamente laidad de agua que se mueve a través de la

membrana. En cambio en el modelo de agua y soldaiepende dE y de m, porque

ambos pueden variar a lo largo del tiempo.

En los experimentos donde los gradientes osmaticos se generaron por dilucion de la
solucién Barth, los Unicos solutos presentes lmiones de la solucion. Sin embargo, en los
experimentos con manitol se suma un solufoemmeable, el propio maal. Por lo tanto, es
necesario tener en cuenta el comportamialgoeste soluto para simular las respuestas

osmaticas en estas condiciones. Por ello, es necesario tener en cuenta que ensestscaso
ahora la suma de las masas de solutos permeahb|gsrhas la de solutos impermeables

(m,,,), es decir quen, = m + m,,, .

Estas modificaciones se aplicaron en amioslelos, de manera que las ecuaciones
gue describen la variacion dedlumen en funcion degiempo y de la msa en funcién del

tiempo se reemplazaron por las siguientes:
av, 1)/t = B, x(V, ()7, 10°((m,, +m,,, )7, (0))-C.) (11)

dm,(0))dt = =P, A0 (((m,, +m,. )}V, ()-C.) (12)
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Capitulo 5

Resumen y perspectivas futuras

El tema desarrollado en este trabajo dsisTéa sido el estudio del movimiento de
agua a través de las membranas bioldgicas y su eventual acoplamiento con el movimiento de

solutos. A continuacion se resumen Ipsrées de esta tesis al tema dedicado.
5.1. El acoplamiento agua-solutos en las barreras epiteliales

Inicialmente se intent6 explicar el movimiemeto de agua asociado al transporte de
solutos (especialmente iongs,mas particularmente Na como destinados a disipar un
“gradiente de concentracion de soluto” generaddalgun lugar” de ldarrera ejelial. En
el caso del transporte transepitelial de’,Nse propuso y fue aceptado como cierto por
muchos afios, que ese sitio era el espaciosiitial, de acuerdo al denominado “modelo del
gradiente sostenido (“standing gradient modes®gun el cual el movimiento de fluido es
isotonico.

Pronto se vio que la situacién era mucho o@spleja y que, en distintos epitelios y
circunstancias el fluido traportado puede ser isotonichipotonico o hipertonico. La
complejidad del sistema parecia ser mayor en los epitelios secretorios en los que el modelo
antes descrito no es evidentemente aplicable.

Los resultados presentados en esta tasigjue dificiles de anahr, permiten extraer
una primera conclusion importante: no es pesitonocer el flujo de agua asociado al
movimiento electrogénico de iones, auncendiciones de hiperestimulacién como se probo
con 1-EBIO y DC-EBIO. Midiendo simultaneamte la corrientele cortocircuito dc) y el
flujo de agua (@) no se observo la secrecion de fluglee se esperaba que generaran estas
drogas, asumiendo que dicha secrecion estudeoplada isotbnicamente a los altos valores
de kc observados. Como en el caso de STa (Toriano y col, 2001), esto puede sugerir un

movimiento de agua asociado a un transporte no electrogénico.
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5.2. Las acuaporinas como facilitadaas del movimiento de agua en la

membrana celular

Por la complejidad del sistema epitelipdra poder hacer un estudio minucioso del
fendmeno de 6smosis y del transporte de agoeia al de solutos es necesario contar con
otro estructuralmente masncillo, dénde los grados de libertad sean menores.

Quizéas, el modelo fisiologico mas sim@ea el de una célula aislada sometida a un
gradiente osmoético a través de su membrnalagmatica. Tomemos ahora el ejemplo de
exponer a esta célula a un medio hipoténmm lo que aparecen simultaneamente dos
gradientes: 1) Un gradiente osmotico que temdehacer entrar agua en la célula y 2) un
gradiente de concentracion que tendera a hsaler solutos del interior de la misma. La
presencia de acuaporinas en la membrandacelacilita enormemae el movimiento de
agua a través de la membrana.

Una contribucion de este trabajo es matemostrado, experimentalmente y haciendo
simulaciones basadas en modelos mateméaticosermed caso de la acuaporina-1 expresada
en el ovocito deXenopussolo hay movimientos significativage agua durante los primeros
cuarenta segundos posteriores agkcacion del gradiente osmatico.

Un interrogante de peso con respecto sitlzacion anterior es conocer el mecanismo
de transferencia de agua, a nivel moleculareleraso de canales como las acuaporinas que
poseen una estructura tal que irolel pasaje de las moléculasaggia en fila india a través
de la estructura. Clasicamente se postubipkricion de un flujo deolumen (“bulk flow”) a
través del canal al aplicar un gradiente osrooti€sto explicaria las diferencias observadas
experimentalmente entre los coeficiente de permeabilidad por difusigh yRysmaético
(Posm-

Otra contribucion de este trabajo, y quizaddamayor relevancia, es haber disefiado y
concretado un desarrollo experimental quermite hacer mediciones de permeabilidad
conociendo las concentracionds soluto en ambos extremos del canal. La técnica del
“ovocito vaciado” fue validaa por la expresion de lacuaporina-1, habiendo podido
reproducir las propiedades estudiaen el ovocito entero pero con ventajas adicionales.

El estudio de los efectos de distintagentes quimicos o farmacolégicos sobre las
acuaporinas, mucho ha contribaial estudio de sus propie@ad Sin embargo, hasta ahora,
particularmente se tenia informacion sobre taraccion directa de estos agentes con sitios

extracelulares. La técnica dedvocito vaciado” permite estudial efecto directo de estos
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agentes sobre ambos extremos del car@li Ae aplicé para los casos del Hg@tracelular
y la introduccion de un soluto no permeable (manitol) del lado citoplasmético de la
membrana.

En futuros trabajos, con diferentes acuagas, se podran estudiar los efectos de
agentes como el €ao el pH sobre la regulacién det@s canales, siendo esta una primera

perspectiva de importanct@mo desarrollo futuro.

5.3. El acoplamiento agua-solutos en #lansporte a través de la membrana

celular

Hasta ahora hemos hablado en este resumen de las acuaporinas como facilitadores del
pasaje de agua en células aisladas. \gnrs#o fendmeno de importanaa el denominado
acoplamiento de agua y solutos transportadivavés de la membrana. Por muchos afios se
creyl que los movimientos de solutos, actieqsor co-transporte, inducian movimientos de
agua a través de la bicapa lipidica tendiente a disipdigtaslientes de concentracién de
soluto” generados en “algun lugar” del interior celular. Hoy dia se sabe que la situacion es
mucho mas compleja y se ha propuesto lstemcia de diversos mecanismos de co-
transporte de agua y solutos. La expresirel “ovocito vaciado” del cotransportador'Na
glucosa permitird, por ejemplo, estudiar mejorables condiciones, la propuesta del
cotransporte acoplado N&lucosa-agua propuesta originafrtee por Wright y Zeuthen (Loo
y col., 1996).

Acoplar mediciones eléctricas a las meatigis de permeabilidaad agua en ovocitos
vaciados es una perspectiva fatule importancia originada et trabajo aqui presentado,
que permitira profundizar tanto ém naturaleza del fenédmeno osmaético como en el andlisis
del acoplamiento agua-solutos a nivel moleciBabre la base de tibservado en las células
T84, un proximo paso es expresar el caBBITR, que permitirAd estudiar el desacople
observado entre el flujo de agyal de iones. Una vez obteos estos resultados, los mismos
podran ser extrapolados a las barreras epésjiga que siempre serdn necesarios estudios
sobre las mismas para comprender cabalmestéet@®menos de transpera nivel de estas

estructuras.
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