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Resumen

Introduccioén. La branquia de los peces es el princi-
pal 6rgano de transporte y regulacién de gradientes
iénicos y osmoticos, asi como también del balance
acido-base, excrecion de desechos nitrogenados
y metabolismo de hormonas circulantes, constitu-
yendo el centro de las respuestas fisioldgicas a los
cambios internos y medioambientales. Objetivo.
Documentar la estructura, la vascularizacion y las
principales células constituyentes de este epitelio y
su relacion con los mecanismos de transporte ioni-
co para el mantenimiento de su homeostasis, para
argumentar el papel de la regulacion iénica en la ho-
meostasis del pez teniendo en cuenta que estos me-
canismos fisioldgicos suponen el éxito o fracaso de
la actividad piscicola. Criterios de selecciéon para
la busqueda bibliografica. Se hizo revision de au-
tores clasicos de la fisiologia en peces y de articulos
cientificos producto de investigacion y revisiones en
los ultimos diez afos, esencialmente los publicados
eninglésy portugués. Resultados. existe un campo
inexplorado sobre los mecanismos que mantienen la
homeostasis en los peces. Los trabajos para nues-
tras especies estan aun por realizarse. Las nuevas
herramientas moleculares podrian ayudar a elucidar
la contribucion de varios procesos de transporte de
membrana a la regulacion del balance acido — base,
al transporte idnico y a la excrecion de metabolitos
asociados a estos procesos. Retos. integrar dife-
rentes disciplinas para obtener una imagen clara de
cémo funcionan las branquias de los peces y cémo
tales procesos determinan su bienestar.

Palabras clave: Transporte idnico, epitelio bran-
quial, homeostasis.

lonic transportation in the branchial
epithelium of fresh water fish

Abstract

Introduction. The gills are, for the fish, the most im-
portant organ for the transportation and regulation
of ionic and osmotic gradients, and for the balance
acid-base, the excretion of nitrogen wastes and the
metabolism of circulating hormones, becoming the
center of the physiological responses to internal and
environmental changes. Objective. To make a do-
cument to register the structure, the vascularization
and the main cells of this ephitelium, and its relation
with ionic transportation for maintaining its homeos-
tasis, in order to sustain the role of the ionic regula-
tion in the homeostasis of fish, keeping in mind that
these physiological mechanisms can be a reason
to fail or to succeed in the fish breeding activities.
Selection criteria for the bibliography. Classic au-
thors on the fish physiology field were revised, plus
many articles produced from research works and
revisions from the last ten years. These materials
were published especially in English and Portugue-
se. Results. There is an unexplored field concer-
ning the mechanisms that maintain the homeostasis
in fish. The work for our species is yet to be done.
The new molecular tools could help to elucidate the
contributions of many membrane transportation pro-
cesses to the acid-base balance regulation, to the
ionic transportation and to the excretion of metabo-
lites associated with these processes. Challenges.
To integrate different disciplines in order to obtain a
clear image of how gills work and how the processes
mentioned before determine the well being of fish.

Key words: lonic transportation, branchial epithe-
lium, homeostasis.
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Artigo de Revisado Transporte i6nico
no epitélio branquial de peixes de agua doce

Resumo

Introdugao. A branquia dos peixes € o principal or-
géo de transporte e regulacdo de gradientes idnicos
e osmoticos, bem como também do balango acida-
base, excrecéo dos refugos nitrogenados e metabo-
lismo de hormdnios circulantes, constituindo o cen-
tro das respostas fisiolégicas as mudancgas internas
e meio ambientais. Objetivo. Documentar a estru-
tura, a vascularizagao e as principais células consti-
tuintes deste epitélio e sua relagdo com os mecanis-
mos de transporte idnico para a manutencgéo de sua
homeostasis, para argumentar o papel da regulacao
ibnica na homeostasis do peixe tendo em conta que
estes mecanismos fisioldgicos supdem o sucesso
ou fracasso da atividade piscicultura. Critérios de

selegao para a busca bibliografica. Fez-se revisao
de autores classicos da fisiologia em peixes e de ar-
tigos cientificos produto de investigagao e revisdes
nos ultimos dez anos, essencialmente os publicados
em inglés e portugués Resultados. existe um cam-
po inexplorado sobre os mecanismos que mantém a
homeostasis nos peixes. Os trabalhos para nossas
espécies estdo ainda por realizar-se. As novas fe-
rramentas moleculares poderiam ajudar a elucidar
a contribuicaéo de varios processos de transporte de
membrana a regulagéo do balango acido — base, ao
transporte idnico e a excregcao de metabdlitos as-
sociados a estes processos. Reptos. integrar dife-
rentes disciplinas para obter uma imagem clara de
como funcionam as branquias dos peixes e como
tais processos determinam seu bem-estar.

Palavras importantes: Transporte i6nico, epitélio
branquial, homeostasis.

Introduccion

Los peces son el grupo mas numeroso y diver-
so de los vertebrados superiores que dominan
el mundo acuatico gracias a sus extraordinarias
adaptaciones morfoldgicas, fisiolégicas y com-
portamentales. Actualmente existen aproxima-
damente 25.000 especies de peces. Su diver-
sidad y la gran variedad de hébitats, reflejan
su larga historia evolutiva de al menos 500
millones de anos. Este grupo ha evolucionado
en tres grandes linajes: Agnatha (lampreas),
Chondrichthyes o Elasmobranquios (tiburones)
y Actinopterygii (peces éseos), con el grupo te-
ledsteos, el mas representativo’. Independien-
temente de su linea evolutiva, la mayoria de
los peces usan las branquias como el sitio pri-
mario de respiracion. Este 6érgano de intercam-
bio gaseoso esta esencialmente compuesto de
un gran complejo vascularizado, rodeado por
una extensa superficie epitelial que provee una
delgada barrera entre la sangre y el ambiente
acuatico?. Varios autores coinciden en afirmar
que el epitelio branquial es el sitio principal de
los procesos de transporte y regulacion de gra-
dientes idnicos y osmoéticos, asi como también
del balance acido-base, de la excrecion de
desechos nitrogenados y del metabolismo de
hormonas circulantes. Ademas juega un papel
central en las respuestas fisiolégicas a cam-
bios internos y ambientales®#56

La presente revision tiene por objeto argumen-
tar el papel de la regulacién i6énica en la ho-
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meostasis del pez, teniendo en cuenta que es-
tos mecanismos fisioldgicos suponen el éxito o
fracaso de la actividad piscicola.

Estructura Branquial

¢ Anatomia

Las branquias de los peces estan localizadas
en la region cefalica y estan compuestas de
varios pares de arcos ubicados en la faringe.
Anclados a los arcos branquiales se encuentra
un conjunto complejo de tejidos epiteliales, cir-
culatorios y nerviosos. Los radios branquiales,
constituidos por barras 6seas o cartilaginosas,
se localizan lateralmente proyectandose desde
la base medial de cada arco branquial. Junto
con el tejido conectivo presente entre éstos,
forman el septo interbranquial’. Este septo sos-
tiene muchas filas de filamentos branquiales
carnosos que reciben la denominacién de he-
mibranquias, que corren paralelamente a los
radios branquiales, craneal y caudal. Los fi-
lamentos branquiales son la unidad funcional
bésica del tejido branquial. Un conjunto de he-
mibranquias craneales y caudales del mismo
arco, son llamados también holobranquias®. En
teledsteos, sélo estan presentes cuatro pares
de holobranquias y el septo interbranquial es
mucho mas reducido y Unicamente se extiende
hasta la base de los filamentos, permitiendo un
mayor y mas libre movimiento comparado con
los elasmobranquios. No se distinguen abertu-
ras branquiales externas en teledsteos, pero si



el opérculo, que protege la camara branquial.
En este grupo, el agua entra a la faringe des-
de la boca, pasando por los filamentos y la pa-
red interior del opérculo, hasta salir via caudal
abriendo éste®.

» Anatomia y vascularizaciéon de los fila-
mentos branquiales

En muchos peces los filamentos branquiales
son largas y estrechas proyecciones latera-
les del arco branquial, que se alinean hacia el
extremo de su parte distal. Los filamentos son
planos aplanados dorso ventralmente y el area
de su superficie se incrementa enormemente
por pliegues secundarios denominados lame-
las, las cuales tienen apariencia de placas del-
gadas con un centro vascular recubierto por un
epitelio delgado. De esta caracteristica resul-
ta una pequefa distancia de difusion entre la
sangre que inunda cada lamela y el agua para
el intercambio. Esta distancia puede ser menor
de una micra en peces activos y hasta 10 pm
en peces menos activos'®.

El filamento branquial es considerado como la
unidad basica funcional de la branquia. Cada
filamento es irrigado por sangre de la arteria
filamental aferente (AFA), la cual se extien-
de a lo largo del filamento. La sangre en este
vaso también viaja a lo ancho, a través de las
lamelas. Esta sangre que fluye a través de la
lamela drena en la arteria filamental eferente
(AFE), que corre a lo largo del filamento y lleva
sangre en direccion opuesta de la AFA™. Las
lamelas estan uniformemente distribuidas a lo
largo del filamento y los espacios entre ellas
son los canales por los cuales fluye el agua.
Una mirada mas cercana a una lamela indi-
vidual revela que en esencia esta compuesta
de dos laminas epiteliales, sostenidas por una
serie de células individuales llamadas células
pilar. Olson, indica que estas células son uni-
cas en las branquias de los peces, formando el
forro de la vasculatura respiratoria, soportando
y definiendo los espacios sanguineos lamela-
res, influyendo en la resistencia vascular y a su
vez modulando los efectos metabdlicos en las
hormonas circulantes. Estudios en trucha arco
iris permitieron evaluar el efecto de la acetilco-
lina sobre la resistencia branquial y su relacién
con los espacios entre este tipo celular®®. Los
espacios alrededor de las células pilar y entre
las dos capas epiteliales, son inundadas con

sangre, que fluye laminarmente a través de es-
tos espacios (figura 1).

En todos los peces el flujo de agua a través de
la branquia es “contra-corriente” al flujo sangui-
neo. De esta manera la lamela esta adaptada
para el intercambio gaseoso, pero a su vez
este es el medio para pérdidas o ganancias
por difusion de iones y agua desde y hacia el
ambiente’®

e Sistema vascular

Existen dos vias de irrigacion de la branquia: la
via arterio-arterial (respiratoria), donde la san-
gre viaja de la arteria branquial aferente (ABA),
a una arteria filamental aferente (AFA), la cual
corre a lo largo del filamento. La AFA distribuye
la sangre a la lamela a través de las arteriolas
lamelares aferentes (ALA) y la sangre lame-
lar es recibida por un conjunto de arteriolas
lamelares eferentes (ALE), las cuales con-
ducen a la arteria filamental eferente (AFE).
La AFE retorna sangre del filamento a la arte-
ria branquial eferente (ABE), la cual distribuye
la sangre a la aorta dorsal para la circulacién
sistémica. La segunda via de irrigacion de la
branquia se denomina via arteriovenosa, en la
que la sangre de la AFE puede ser distribuida
a la circulacion arteriovenosa, en este caso a
los vasos interlamelares (VIL), por anastomo-
sis postlamelar arteriovenosa o por arterias nu-
trientes (AN), las cuales vienen de AFE o ABE.
Los VIL son presumiblemente drenados por
venas branquiales (VB), las cuales retornan la
sangre al corazén'®. La figura 2 indica de ma-
nera general estas dos vias.

e El epitelio branquial, células branquiales
y su papel en la regulacion iénica

Perry'® indica que el epitelio que cubre el fi-
lamento branquial y la lamela, suministran un
limite entre el ambiente externo del pez y los
fluidos extracelulares, jugando un papel critico
en las funciones fisiolégicas de la branquia.
El epitelio branquial esta compuesto por dos
superficies epiteliales diferentes: el epitelio fi-
lamentoso y el epitelio lamelar (también llama-
dos lamela primaria y secundaria, respectiva-
mente), que a su vez estan compuestos de tres
diferentes tipos de células: células de moco o
neuroepiteliales, células del pavimento (PVCs)
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Figura 1. Esquema y fotomicrografia electréonica de transmisién de un corte transversal y una
porcion exterior de una lamela de trucha arco iris. La forma de carretel de las células pilar
(PC), con sus proyecciones citoplasmaticas (PF) limitan los espacios sanguineos lamelares,
los cuales estan llenos con glébulo rojos (RBC). Las células pilar cubren paquetes de co-
lageno (C), los cuales se conectan ala membrana basal (BM) que une por debajo al epitelio
lamelar (por ejemplo a las células del pavimento PVCs). Dentro de las células pilar existen
microfilamentos (MF), que pueden estar involucrados en la contraccién de las células pilar.
El canal marginal exterior (OMC), en su limite interior, estd formado por células pilar y, en su
limite exterior, por células endoteliales (ECs). La barra indica 5 ym. Modificado de Olson'.

Figura 2. Esquema generalizado del flujo sanguineo a través de los vasos mayores de un
arco branquial y un filamento. ABA: arteria branquial aferente, lleva sangre pobre en O,
ABE: arteria branquial eferente, lleva sangre rica en O, AFA: arteria filamental aferente.

ALA: arteriola lamelar aferente. L: lamela. VIL: vasos interlamelares. AFE: arteria filamental
eferente. ALE: arteriola lamelar eferente. AN: arterias nutrientes. VB: venas branquiales.
Sistema pobre en oxigeno color gris (ABA, AFA, ALA); sistema rico en oxigeno color
blanco (ABE, AFE, ALE, AN). Modificado de Olson
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o células epiteliales y células ricas en mitocon-
drias (MRCs.), o ionocitos o células de cloro.
De estos tipos de células las mas representa-
tivas son las PVCs y las MRCs, y comprenden
respectivamente entre el 90% y el 15% del
area de superficie epitelial’®. Segun Wilson y
Laurent?® se definen las PVCs como células
escamosas delgadas o de tipo cuboidal, que
poseen una extensa superficie apical de tipo
mucoso, aparato de Golgi desarrollado y reti-
culo endoplasmatico rugoso con numerosas
vesiculas, caracteristicas que evidencian una
alta actividad metabdlica a pesar de tener muy
pocas mitocondrias y son usualmente el primer
tipo de célula que cubre los sitios de este tipo
de intercambio en la lamela.

En las branquias de teledsteos de agua dulce,
las PVCs pueden jugar un papel muy activo en
la toma branquial de iones, principalmente de
Na* (asociado a bomba de protones) y en el
transporte acido-base. Los trabajos de Goss?',
y Baylli, et al. 22, mencionan que en periodos
de acidosis respiratoria este tipo de células au-
mentan su area de superficie, permitiendo un
mayor intercambio de Na*/H*. Goss, et al.
2425 reportan, por medio de estudios ultraes-
tructurales del epitelio branquial del Catfish (/c-
talurus nebulosus), la presencia de vesiculas
cerca de la membrana apical de las PVCs, las
cuales se parecen a la ATPasa vacuolar rica
en protones (V-ATPasa o bomba de protones).
Este tipo de vesiculas también se encuentran
en otros epitelios iono reguladores?®, como
ejemplo en la vejiga urinaria de la tortuga y en
los tubulos renales de los mamiferos. Un re-
porte de inmunolocalizacion en trucha arco iris
(Onchorynchus mykiss), verifica la presencia
de V-ATPasa en las PVCs?. Subsecuentes es-
tudios de aproximacion inmunoldgica realiza-
dos en tilapia (Oreochromis mossambicus) y
en trucha arco iris (Onchorynchus mykiss), han
verificado la presencia de V-ATPasa en PVCs?.
Estudios mas recientes de Galvez et al?®. han
aislado una subpoblacion de PVCs ricas en mi-
tocondrias (MR-PVCs) de la branquias de tru-
cha arco iris que sonricas en V-ATPasa. Estas
MR-PVCs, al parecer, también participan en el
intercambio iénico y en la salida de protones
(extrusion acida)

Las MRCs, son consideradas como el sitio pri-
mario del influjo transepitelial de ClI'y Ca*?y de
la regulacion acido-base, por su relacion con
el antiporte CI/HCO,. Son usualmente mas
comunes en el borde de salida del filamento
branquial, asi como también en las regiones
entre la lamela individual, manteniendo su su-
perficie basolateral en cercana proximidad con
la circulacion arteriovenosa. Por lo general, las
MRCs son células de forma ovoide-alargada,
alta polarizacién y con altas densidades de mi-
tocondrias en su citoplasma®.

En las branquias de varias especies de teleds-
teos de agua dulce (Salmo salar; trucha café;
Poecilia reticulata; Cobitis taenia; Gobio gobio
y O. niloticus), se han detectado subtipos mor-
folégicamente diferentes de MRC. Asi se des-
criben los subtipos a y B, basados en el gra-
do de tincion con osmio (claro u oscuro) en el
citoplasma®'. Las funciones especificas de a y
B —MRCs en teledsteos de agua dulce aun no
han sido identificadas, pero no podria excluirse
la posibilidad de que estas células representen
diferentes actividades en la regulacién acido -
base y/o sean estados de desarrollo de un solo
tipo celular®2. Galvez y colaboradores®® deter-
minan los dos subtipos de células ricas en mito-
condrias, que estan asociadas con la reaccion
de aglutinacién positiva o negativa a la lectina
de Mani (PNA*(B)/PNA-(a)) vy, junto a andlisis
de Western blotting, indican que ambos sub-
tipos expresan altos niveles Na*-K*-ATPasa.
Ademas PNA- muestra una mayor expresion
(el doble) de V-ATPasa en relacion a PNA* y
responde apropiadamente a estimulacién por
hipercapnia, incrementando la expresion de V-
ATPasa. Estos resultados sugieren que el sitio
de excrecion de H*, esta presente en el subtipo
PNA-, que en unién con las PVCs, pueden ser
los sitios de intercambio Na*/H* (Influjo/Eflujo).
Como resultado de este trabajo, Parks* et al.
proponen un nuevo modelo que implica que
uno de los subtipos de células de cloro (PNA-)
esta involucrado en el intercambio Na*/H*, via
canal apical de Na* en unién con una V-ATA-
Pasa y que la salida del Na* del interior de la
célula de cloro esta directamente acoplado a
un cootransporte basolateral Na*/Base (NBC),
en contraste con la teora en la que se sostiene
que la Na*-K*-ATPasa es la unica ruta para la
salida de Na* al torrente sanguineo.
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Mecanismos de transporte
iéonico branquial

Para peces de agua dulce la consecuencia de vi-
vir en un medio hiposmatico y de tener una gran
area de superficie de intercambio (la branquia),
sujeta a grandes gradientes externos como la pér-
dida continua de sales por difusiéon pasiva y una
ganancia de agua por ésmosis, se ha convertido
en un reto fisioldgico al cual estos vertebrados
han respondido de maneras muy particulares.
Para el caso, los peces manejan la ganancia de
agua mediante la produccion de grandes cantida-
des de orina. Sin embargo esto supone una pér-
dida de iones, debido a que el rifidn no es capaz
de reabsorber todas las sales. Por esta razon, la
toma branquial activa de Na* y CI- es crucial para
mantener la homeostasis i6nica®-%

Modelos para la entrada (influjo) de Na*

El modelo clasico para la toma de Na*, incor-
pora un cambiador electroneutral (antiporte)
sensitivo a la amilorida Na*/H* o Na*/NH,* pre-
sente en la célula de cloro. Ambos representan
un acoplamiento Na*/acido®*%*. Sin embrago
otros reportes indican que los niveles de Na*
en el epitelio branquial son mas elevados que
los encontrados en el agua circundante (que
usualmente son menores a 1mM). De esta
manera, el gradiente electroquimico del Na* a
través de la membrana apical no podria favore-
cer un intercambio Na*/H**%4', En consecuen-
cia Avella y Bornancin*?, trabajando con trucha
arco iris (Salmo gairdneri), proponen un modelo
alternativo para la toma de Na*, el cual implica
su entrada a través de canales de Na* presen-
tes en la membrana apical, acompafada de un
gradiente electroquimico creado por la salida
activa de H*, mediada por un proteina de tipo
vacuolar (V-ATPasa) o H*-ATPasa (bomba de
protones) localizada apicalmente en las PVCs.
Un trabajo posterior de Lin y Randall*®, in vitro y
de inmunolocalizacién de H*-ATPasa en bran-
quias de trucha arco iris, da evidencia clara de
la existencia de una bomba de protones activa
(H*-ATPasa) en la membrana apical. Los autores
concluyen que una bomba de protones indirec-
tamente acoplada con un canal de Na*, en vez
de los antiportes electroneutrales Na*/H*(NH,*),
es la responsable para el influjo de Na* y la ex-
crecion de H* en peces de agua dulce, y que
esta bomba esta contenida tanto en las MRCs
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como en las PVCs. Por lo tanto, la toma del Na*
a través de las branquias probablemente tenga
lugar en los dos tipos celulares.

Sin embargo, la pregunta de cual de los dos
tipos celulares es el responsable para la toma
de Na* en peces de agua dulce no esta total-
mente clara. Otras investigaciones sugieren
evidencia clara de que las PVCs, mas que las
MRCs, son las responsables del influjo del Na*.
Las investigaciones de Morgan et al*. en bran-
quias de trucha café (Salmo ftrutta), revelan
que los cambios en las concentraciones am-
bientales de Na*, tienen influencia directa so-
bre los niveles intracelulares de Na* en las cé-
lulas del pavimento, sin afectar a las células de
cloro. Para Sullivan®® y colaboradores, quienes
trabajaron con trucha arco iris, la localizacion
de V-ATPasa es exclusivamente las regiones
apicales de las células del pavimento. Por
otra parte, Goss y Perry“éafirman que duran-
te periodos de acidosis respiratoria (disturbios
acido-base) el area de superficie de exposicion
de las células de cloro se reduce y simultanea-
mente la tasa de entrada de Na* y excrecién
acida se incrementa, indicando que no existe
una correlacioén entre la superficie de las célu-
las de cloro y los procesos mencionados.

En general, los modelos para la toma de Na+
han sido trabajados en salmonidos y tilapias de
agua dulce, en los que la salida de protones a
través de la V-ATPasa (v) genera el gradiente
eléctrico necesario para conducir el Na* a tra-
vés de la superficie apical via canal apical para
el Na* (ENaC). El paso de salida del Na* a tra-
vés de la membrana basolateral y del esperado
rol de Na*-K*-ATPasa es aun poco claro, aun-
que también pueden estar presentes antiportes
de la familia NHC *'.

Modelo para la entrada (influjo) de CI

Segun Marshall*é, la naturaleza de la toma de
CI- a través del epitelio branquial no ha sido
aun firmemente establecida. Sin embargo exis-
te evidencia indirecta de que su absorcién ocu-
rriria via cootransporte electroneutral apical de
membrana (antiporte) CI/HCO,". Este plantea-
miento ha sido apoyado por varios trabajos en
los cuales, mediante adicién de inhibidores de
intercambiadores anionicos al agua o mediante
remocion del CI-, se obtuvo una reduccién en
la tasa de influjo de CI y retencion de HCO,,



desarrollando una alcalosis metabdlica*®*°.
Para Perry y Laurent®', la proliferacion de cé-
lulas de cloro en peces expuestos a ambientes
pobres en iones parece ser una respuesta que
incrementa la capacidad de transporte bran-
quial para el Cl- y el Ca**. No obstante, pese a
los trabajos desarrollados, se debe dilucidar el
mecanismo a través del cual un intercambia-
dor electroneutral para el Cl-podria operar bajo
gradientes quimicos desfavorables a través de
la membrana apical. Una posible explicacion
podria ser que el antiporte esté conducido por
un gradiente quimico favorable para la base
(HCO,). Claro esta que la concentracion de
CI- intracelular es de 40 mmol L', y ademas
la concentracion intracelular de HCO, (2 mmol
L") es insuficiente para superar el gradiente
desfavorable del CI%2. Es importante notar que
la actividad intracelular del CI- puede ser sig-
nificativamente mas baja que la concentracion
medida. Ademas, la concentracion de Cl- en la
capa limite de agua que esta junto al epitelio no
ha sido bien determinada.

Si se considera la concentracion de CI'y HCO3-
tanto en el agua como en el interior de la célula,
se pensaria en que un antiporte CI/HCO,™ no
seria operacional. Por esta razon Tresguerres et
al’®, proponen un nuevo modelo para la toma de
CI- que incluye un antiporte aniénico apical (AE),
funcionalmente unido a la anhidrasa carbdnica
(AC) y al trabajo de una V-ATPasa en la mem-
brana basolateral conectada al sistema tubular,
la cual provee la suficiente fuerza conductora
para vencer el gradiente desfavorable para el in-
flujo de CI-. Los autores han denominado a este
arreglo como “metabolon”, definido como un
complejo de enzimas metabdlicas o cualquier
grupo proteico que actuan siempre efectuando
una funcion metabdlica particular. Su importan-
cia metabdlica, es debida a la union estrecha
entre enzimas que permite el rapido movimiento
de metabolitos de un sitio activo a otro, lo que es
conocido como canalizacién de sustratos. Las
ventajas de este arreglo son limitar la pérdida
de iones o metabolitos por difusién y crear un
grupo especifico de sustratos a altas concentra-
ciones. Este modelo que resulta de la uniéon de
AE, AC y V-ATPasa podria crear concentracio-
nes de HCO, lo suficientemente elevadas para
conducir la toma de CI- del agua via AE.

Estudios de hibridizacion in situ demostraron la
presencia de un ARN mensajero (mARN) espe-

cifico para el antiporte CI/HCO, en branquias
de trucha. La sefial de la hibridizacion fue mas
abundante en las regiones interlamelares. Es-
tas regiones contienen la mas alta densidad de
células de cloro y, ademas, durante alcalosis
metabdlica la cantidad del mARN, incremento
marcadamente®, lo cual es consistente con lo
reportado por Perry et aP®, El modelo que indi-
ca la salida del CI- del citosol al compartimiento
extracelular puede ser presumiblemente a tra-
vés de un canal basolateral de CI%¢; que implica
ademas un antiporte electroneutral CI/HCO,y
el anioén bicarbonato es suplido por la hidrata-
cion de CO, en presencia de anhidrasa carbo-
nica (CA), que pasa por difusién a través de la
membrana basolateral al espacio intracelular®’.
Es preciso anotar que el transporte del CI- del
citosol hacia la sangre no esta aun establecido,
excepto para el modelo del metabolon.

La figura 3 resume los posibles caminos para el
transporte de Na*, Cl-y Ca** en un modelo de
intercambio en una célula 3 de cloro (MRC)

y en una célula del pavimento (PVC).

Por lo anterior el papel de los antiportes o de
NHC no puede ser descartado, dados los va-
cios por dilucidar en los procesos de transporte
o intercambio iénico.

Regulacién acido-base.

Al igual que en otros vertebrados, los peces
pueden mantener su homeostasis del pH intra
y extracelular. Como en mamiferos, los peces
utilizan estrategias paralelas de excrecion y
sistemas buffer, que controlan las variaciones
intra y extracelulares del pH®. Los procesos
metabdlicos celulares estan constantemente
generando compuestos acidos, con la libera-
ciéon de H* e indirectamente la produccion de
CO,. Al mismo tiempo, el CO, puede virar y ser
convertido en H* y HCO,". Este proceso en la
practica se puede simplificar en la reaccion de
equilibrio CO, + H,O < H* + HCO, . Bajo cier-
tas condiciones las branquias, el intestino y los
rifones participan del intercambio acido-base,
pero es aceptado que el epitelio branquial es
donde ocurre la mayoria de los movimientos
acido-base (90% o mas)®'.

Segun Randall y Tsui®?, la transferencia acido-

base a través del epitelio branquial es domi-
nada por la excrecion de gas carbonico (CO,)
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Figura 3. Esquema donde las lineas sélidas indican transportes activos; lineas punteadas
indican difusion o intercambio a través de canales de membrana o a través de la célula.
Bombas de H*-ATPasa estan representadas con circulos sélidos; cotransportadores (anti-
portes) por circulos abiertos y canales iénicos por lineas paralelas. Anhidrasa carbénicay
sus productos estan presentes en ambas células, pero estas caracteristicas son excluidas.
En las células MR una V-ATPasa presente en la membrana apical (tipicamente con micro-
vellosidades) genera un gradiente electroquimico favorable para la difusién pasiva (toma
o influjo) de Na+ a través de un canal epitelial para el Na+, acidificando el medio de la capa
limite entre el agua y el epitelio branquial. En la membrana apical un intercambiador CI/
HCO, (tipo 3), el HCO,', posiblemente aprovechando su baja concentracion en la capa limi-
te, conduzca CI- al interior de la célula, saliendo via canal aniénico (tipo NBC) o canal ani6-
nico especifico. La toma de Na* se completa por intermedio de una Na*-K*-ATPasa ubicada
en la membrana basolateral. El K*, es bombeado al interior de la célula via Na*-K*-ATPasa y
reciclado a través de un canal especifico para él en la membrana basolateral. La toma de
Ca**, se hace a través de canales apicales y en la membrana basolateral por intermedio de
Ca**-ATPasa o por un antiporte Na*/Ca**. El intercambio de Na*/H* en la membrana baso-
lateral previene la acidificaciéon del citosol. Entre las células estan bien desarrolladas las
uniones estrechas que impiden o minimizan la pérdida de iones por difusién a través de
canales paracelulares. La linea punteada que forma una burbuja, podria ser un microam-
biente propicio para mantener la regulacion acido-base. Adaptado de Marshall®.

y amonio (NH,), pero especialmente por el
primero, debido a que éste se excreta en ma-
yores cantidades en comparacion con el se-
gundo. El amonio excretado por las branquias
incrementa el pH y, por el contrario, el CO, lo
disminuye. Esta relacion tiene una gran impor-
tancia en el aumento de la excrecion de NH,,
debido al atrapamiento de H* por parte del NH,
para formar NH,* (menos tdxico), pero la forma
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de excrecién que predomina es la difusion de
NH, por su mayor permeabilidad. Sin embargo,
es posible que la proporcion de NH,* excretado
por difusion sea alrededor de un 2-3%. A su
vez, el CO, también puede ser excretado en
forma de HCOS3- a través de un intercambia-
dor aniénico en la membrana apical de la bran-
quia. Esta clase de excrecion es considerada
generalmente pequefa en relacién al flujo de



CO,%. Segun Goss y colaboradores® , existe
una estrecha relacion entre los mecanismos de
regulacion idnica y el balance acido-base debi-
do a que el CI es removido del agua en un in-
tercambio por una base equivalente, el HCO,,
mientras que el Na* es removido del agua en
un intercambio por un acido equivalente, el
H*. Se puede indicar entonces que entender
dichos mecanismos predice el comportamiento
acido-base.

En resumen, los mecanismos celulares y mo-
leculares involucrados en el balance acido-
base son: 1, los antiportes (intercambiadores)
de la familia NHE, principalmente los del tipo
[I'y lll que son tipicos de la membrana apical
y del tipo | en la membrana basolateral. Estos
intercambiadores permiten la entrada de Na*
del agua y la salida de H* del medio intracelu-
lar (Il y I). Los del tipo I, permiten la entrada
de Na* al medio intracelular desde el plasma,
acompanados con la salida de H* del medio
intracelular al plasma, segun trabajos de inmu-
nolocalizacién que soportan estos datos®. 2.
Canales apicales (epiteliales) de Na* en rela-
cién con una bomba de protones (H*-ATPasa/
ENaC), concepcion principalmente soportada
por el trabajo de Avella y Bornancin, quienes
indican que la salida de origen eléctrico de H*
por medio de una V-ATPasa en la membrana
apical genera un potencial eléctrico negativo,
el cual genera la fuerza conductora suficiente
para el influjo de Na* desde el exterior a pesar
del bajo gradiente electroquimico, por medio
de canales apicales de Na*. 3. Intercambiador
o antiporte CI/HCO,, responsable del inter-
cambio aniodnico en el epitelio branquial. Este
modelo fue sugerido por Maetz, En el modelo
propuesto por Wright et al’®, se puede observar
cémo el movimiento del CO, a través del epi-
telio branquial puede modificar el pH del agua
de la capa limite entre la membrana apical del
epitelio y el agua del medio, todo mediado por
la anhidrasa carbonica que actua no sélo den-
tro de las célula epiteliales, sino también en la
capa limite®’.

Excrecioén de Nitrégeno.

Segun Wood®%, la desaminacion del exceso de
aminoacidos libera esqueletos de carbono que
pueden ser conducidos dentro de rutas me-
tabdlicas como la gluconeogénesis y el ciclo
del acido citrico, para la obtencién de acidos

grasos, cuerpos ceténicos y carbohidratos,
proceso que conlleva a una gran produccion
de amonio toxico (NH,), que es excretado al
medio principalmente por via branquial. En los
peces la mayor produccién de amonio toma lu-
gar en el higado, aunque enzimas asociadas
con la desaminacion de aminoacidos pueden
ser encontradas en otros tejidos tales como
musculo, intestino y rifdon®. En solucion, el
amonio esta determinado por el equilibrio en-
tre sus dos formas: no ionizado (NH,, toxico) y
ionizado (NH,"), siendo altamente dependiente
de pH. La reaccion indica esta relacion: NH,* +
H,O0 < NH, + H30""°. Ademas de la excrecion,
las concentraciones de amonio en el medio
se pueden incrementar por la degradacion de
materia organica presente en los sedimentos
y puede ser especialmente pronunciada cuan-
do la nitrificacién es impedida como resultado
de bajas concentraciones de oxigeno. Otras
condiciones que se suman a este aumento
son las altas densidades de siembra y las ac-
tividades propias del hombre en sus procesos
agroindustriales”"’2. Estas concentraciones
elevadas y/o cronicas de amonio causan da-
fios en el epitelio branquial (hiperplasia, fusién
lamelar, hipertrofia, necrosis y descamacion),
interfiiendo en los procesos de intercambio
gaseoso, regulacion idnica y regulacion acido-
base, lo que conlleva a desbalances en la ho-
meostasis, generando episodios de estrés que
pueden conducir a la muerte”.

Existen varias razones que han influido para
que los mecanismos de transporte de amonio a
través del epitelio branquial aun permanezcan
en controversia. Entre ellos esta la dificultad
para medir o controlar los gradientes transepi-
teliales del pH, presion parcial de NH, y NH,*y
el potencial eléctrico que se genera en todo el
pez o en el tejido que se esté estudiando. La
mayoria de los datos experimentales soportan
principalmente tres caminos para la excrecién
de amonio: 1, Difusion de NH, y de NH; 2,
Difusion de NH, y atrapamiento y 3, Antiporte
Na'/NH,". No existe un mecanismo exclusivo,
y su contribucién cuantitativa esta determinada
por factores externos del agua como salinidad,
pH y capacidad buffer.

1. Difusion de NH,

Como se describié anteriormente, la mayor
parte del amonio total que cruza el epitelio
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branquial lo hace en forma de NH,, bajo un
gradiente de difusién favorable entre la sangre
y el agua. Este mecanismo esta soportado por
los siguientes argumentos: a) La disminucién
moderada del pH externo implica una caida en
la concentracion de NH, via protonacion. Esto
genera un incremento en la tasa de excrecion
de amonio total, lo cual es observado en trucha
arco iris™, carpa’ y goldfish’. b) Segun Ca-
meron y Heisler’”’, en trucha arco iris el incre-
mento en el pH externo del medio incrementa
la concentracion de NH, en el exterior debido a
la pobre disponibilidad de H* en el medio para
conjugarse y formar NH,*, lo cual influye en la
disminucién de la tasa de flujo de amonio total
y ¢), el mismo autor, usando inyecciones con
NH,Cl o (NH,),SO, (cloruro de amonio o sulfato
de amonio) en trucha arco iris y en bagre del
canal™ (chanel catfish), causan un incremento
inicial en la excrecion de amonio total, lo cual
favorece la red de excrecion acida y sugiriendo
que al menos algo de la infusién o solucién in-
yectada de amonio ionizado se disocia y cruza
las branquias como NH, La difusion de NH," es
probablemente minima en peces de agua dul-
ce, debido a su baja permeabilidad con respecto
al epitelio branquial, pero Karnaky™, indica que
factores hormonales podrian estar implicados
modificando la permeabilidad de la membrana
apical para que el NH,” pase a través de las
uniones estrechas entre las células epiteliales
(caminos paracelulares). En este sentido se
sabe que la accidén de la prolactina reduce la
permeabilidad del epitelio branquial a los iones
y al agua, pero nada se sabe de su accion frente
a la permeabilidad branquial para el NH,*.

2. Difusion de NH, y atrapamiento

Tedricamente, sostener la difusion de NH, de-
penderia de la remocion constante de NH, de
la capa limite debido a que la acumulaciéon de
NH, en esta capa podria reducir la presion par-
cial del gradiente de difusion (pNH,). Para esto
existen dos vias de remocion: una, fisicamente
a través de difusion continuada del flujo que vie-
ne de las branquias hacia la capa limite y lue-
go al agua del medio vy, la otra, por remocién
quimica uniéndose (atrapamiento) con el ién H*
para formar NH,* en la capa limite. Mantener
los gradientes de difusion de NH, a través de
la branquia podria depender de la disponibilidad
de iones H+ en la capa limite, lo cual facilita-
ria tal conversion o atrapamiento. Un posible
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papel de la anhidrasa carbdnica seria servir de
catalizador para la conversion de CO, excretado
como HCO, + H" en la capa limite, proceso que
supliria los iones H* para el atrapamiento®’

3. Antiporte Na*/NH .

En este modelo, el influjo de Na* a través de
la membrana apical en la branquia es unido a
la salida de NH,*, el cual reemplaza el ion H*
en el antiporte electroneutral Na*/H*. Esta hipo-
tesis fue formulada a partir de observaciones a
través de la adicion de amilorida con remocién
del Na* del agua externa e inyecciones de sales
de amonio. La primera implica una reduccion
de la tasa de excrecion de amonio y la segun-
da incrementa la absorcion de Na*2. Wilson et
al®®, quienes trabajaron en trucha arco iris, no
encontraron evidencia directa de un intercam-
biador Na*/NH4* aplicando la misma metodolo-
gia de Maetz. Ampliamente debatidos por varios
autores, indican que el antiporte Na*/NH,* nece-
sitaria ser energizado para poder funcionar, de-
bido a los gradientes bajos del Na* en el exterior
con respecto a su concentracion interna, que
imposibilitarian si influjo®®%._ Estas afirmacio-
nes reafirman el modelo presentado por Avella
y Bornancin® quienes descartan el antiporte (al
menos para peces de agua dulce) y explican la
entrada de Na* a través de un canal epitelial en
relacién con una V-ATPasa. Wilkie® indica que
este modelo es casi especifico para peces mari-
nos y que, bajo ciertas circunstancias, en peces
de agua dulce el NH4* podria competir con el
Na* o con el K* de la Na*-K* ATPasa o con el an-
tiporte Na*/2CI/K* de la membrana basolateral.
Aunque el reto para futuras investigaciones se-
ria identificar una potencial Na+/NH4+-ATPasa
en la membrana basolateral.

Concluyendo, bajo condiciones normales, el
CO, excretado a través de las branquias es
hidratado en la capa limite o en el citosol de
la célula branquial (célula de cloro), para for-
mar H*y HCO,"; ademas, el H* generado, tanto
de la hidratacién del CO, y por medio de la V-
ATPasa, acidifican la capa limite. Esta acidifi-
cacion implica el atrapamiento del NH, a NH,*,
que permite la difusion pasiva de mas NH, a
través de la membrana branquial (incremento
de gradientes de presiéon parcial favorables
para pNH3, entre el citosol y la capa limite).
Estos gradientes son conservados aun bajo
condiciones ambientales elevadas de pH y



amonio. El amonio que entra por difusiéon pa-
siva a la branquia podria estar relacionado con
un unica Na‘*/NH,"-ATPasa desde el plasma
a través de la membrana basolateral. El po-
sible papel de poros acuosos (acuaporinas)
y su participacion en el transporte de iones y
metabolitos en la membrana apical aun esta

por resolverse, pero ellos podrian estar impli-
cados en la difusion pasiva del NH,* teniendo
presente que en la generalidad que el NH, es
capaz de atravesar las membranas bioldgicas,
debido a su apolaridad. La figura 4 resume las
posibles vias de excrecién de amonio a nivel
del epitelio branquial.

_________________ c.L
NH.* 3 4NHS AGuA
YaR) :
A c.EO
NH* 3
~
A | SANGRE

Figura 4. 1.Difusién de NH,. 2. Atrapamiento de H* para formar NH,*. 3.
Antiporte Na*/NH,*. 4. Difusién de NH,*. Adapatada de: Maetz®; Maetz®,
Cameron & Kormanik®! (1982); Wright®? ef al., Cameron & Heisler®;
Calirborne & Heisler®*; Avella & Bornancini®®; Lin & Randall®®* Wood®” Perry®;
Wilkie® et al., Wilson'® et al., Wilkie'®'; Evans et a/’®?

Excrecion de amonio bajo condiciones
anormales

Segun varios autores, los peces tienen res-
puestas que estan directamente asociadas
con la concentracién de amonio en el medio
externo, a la cantidad y calidad de la dieta, a
los periodos de ayuno y a factores fisicoqui-
micos entre los cuales se destaca el pH. Los
tipos de respuestas van desde la conversion
de amonio a sustancias menos téxicas, como
glutamina'®y urea'®; incremento de enzimas
especificas para la disponibilidad de amino-
acidos' (GDH Glutamina deshidrogenasa y
AAT alanina aminotransferasa) y la reduccion
en la produccion de amonio; volatilizacion de
amonio en la forma NH,'%, excrecion activa de
iones de amonio y mantenimiento hasta don-
de les es posible de las condiciones de acidez
en la capa limite'””, ademas de modificar la
morfologia de las células que participan en los
intercambios iénicos en el epitelio branquial'®

(células de cloro y células del pavimento). Es
de anotar que muchas de estas respuestas
estan ligadas con las variaciones acido-base y
con el intercambio iénico. Cuando estos meca-
nismos no funcionan, el pez se enfrenta a una
serie de acontecimientos que pueden bloquear
todos los transportadores asociados, crear un
desbalance ionico y acido-base, perder la ho-
meostasis y conducirlo a la muerte.

Segun Baldisserotto'®, la influencia del pH aci-
do en los mecanismos de transporte idnico en
el epitelio branquial se traduce posiblemente
en bloqueo de la bomba de protones, impidien-
do la entrada de Na* ya sea por los canales
apicales o por el antiporte Na*/NH,*, causan-
do acidosis metabdlica al interior de la célula
y acumulacion de NH,*. Si estas condiciones
se mantienen, el pez perderia su homeostasis
y moriria. Por el contrario, si el pH es alcalino,
el sistema de atrapamiento de NH, se veria se-
riamente afectado y, en esta circunstancia, el
amonio no podria ser excretado y seria acumu-

95

REVISTA LASALLISTA DE INVESTIGACION -Vol. 7 No. |



lado en la célula. Otro sistema afectado seria
el antiporte CI/HCO,, causando alcalosis me-
tabdlica y potencializando la toxicidad del amo-
nio al interior de la célula.

Se puede concluir que el epitelio branquial po-
see una serie de mecanismos para transportar
los iones de Na* y CI, los que a su vez estan in-
volucrados en la excrecion de iones de amonio
y equivalentes acido — base. Desafortunada-
mente la compleja estructura de las branquias
no ha permitido aclarar de manera contunden-
te los diferentes modelos propuestos para el
transporte idnico, teniendo en cuenta que el
transporte iénico en peces de agua dulce in-
volucra varios tipos celulares y que el medio
dulceacuicola varia ampliamente en su compo-
siciéon (los sistemas de agua dulce son todos
temporales), lo que hace que la confirmacién
cientifica en laboratorio sea mas dificil. Desde
hace tres décadas la combinacion de estudios
in vivo, combinados con aproximaciones inte-
grales usando técnicas celulares, bioquimicas,
inmunoldgicas y moleculares, han incrementa-
do substancialmente el entendimiento de los
mecanismos branquiales bajo los cuales se da
la regulacién acido — base en peces.

Este panorama indica entonces que existe un
campo totalmente inexplorado sobre los meca-
nismos que mantienen la homeostasis en los
peces y que los trabajos para nuestras especies
estan aun por realizarse. Las nuevas herra-
mientas moleculares podrian ayudar a elucidar
la contribucion de varios procesos de transporte
de membrana a la regulacion del balance acido
— base, al transporte idnico y a la excrecion de
metabolitos asociados con estos procesos. En-
tre los retos queda mantener la habilidad para
integrar las diferentes disciplinas para obtener
una imagen clara de cémo funcionan las bran-
quias de los peces y como tales procesos deter-
minan el bienestar de estos animales.
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