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RESUMNEN.

£n

(14

ita Lesls he demuestrn e la polarizacion
apLcoysbasal de las proteinas de membrana, ademis de deberse al
mecanlsmo (Ya conocudo) de  ingerasion  direcegionada, inctuye oo
que guita a las proteinas mal ubicudas. Como en la enorme mayoria
de  las c¢elulas epiteliales, las MDCK  tienen su  Na-K-ATPasa
distribulida ex':lu_su'ament.e en 3u membrana basolateral. Sin
embargg, cuando son sembradas a confluepncia ¥y mantentdas 20 horvas
s Ca*" carecen de uniones estrechas (UE) gue delamiten la
Sreglin apical de la basolateral, ¥ su Na-K-ATPasa se encuentra
hamogeneamente <distribuidga por toda la membrana plasmatica. Al
adtredgar ¢a™™ a la hora 20, las UE se forman raplrdamente y, al
ntiLsmo tiempo, ie desarvolia una l'éSlStEI'IG'I.ﬂ slecLrica

transepiteliral que alecanza valores de ajrededor de 100

cem2  en 2 hm'n.s',' y 289  oem? en 4-5  nhotas, La
firjacibn especifica Je Ji-onabaina demuestra que wuna fraccion
importante de la Na-kK-aTPasa gueda asi atrapada en la vara
aprcal, Pepra, a partir de este momento, ¥ a pesar de Ja barrera
a la difusion constituida por ta UE, la @nzima es paulatinamente
fuittada de esta  rregrbn. Simultaneaments, la cantidad de Na-K-
ATPFasa en la carva basolateral 3e ncrementa, pero este Lncremnento
s agntilcativamente mavar Jque 1a cantudiad gquirtada e la apical,
sugrrlendo Jque se debe a Ll ncorpopacion Jde enziumi del interior

celuiar. £33t (neorporacion Fe evitd o eon cicloheXimida (10O

s mi, tndicandao gue fas Na-K-ATPasas adreaadas  requieren

.



3ér siuntetizadas Je novo, Tambrenn se blogquea con cloruro de
amonio (¢ mM, con  pruopaguina 20 pM o c¢on  clorogquina 1O
WM, sustancias gque 1nhlben la exocitosts, Por 1o tante, la
potarizacion, ademis de comprender la 1Lnsercion vectorial de
proteinas {(mecanismo que demostraron otros autores durante la
realizacion de esta tests), involucra un mecanlsmo gue quita
componentes ubicados en sitjos  1ncorrectos. Estimo gque tal
mecanismo puede gugar un papel fundamental despues de la mitosis,
en el desplazamiento ¥ migracibn de las céelulas , ¥y en todo otro
proceso en el que las celulas deban quitar momentaneamente la
estrecha unién celula-célula que las ancla a sus vecinas y (ue,
al misme tiempo, demarca el iimite apicalshasolateral celuiar. Me
resuita  pertihente sehalar ademis gue otras celulas no
epiteliales (por ejemplo 1as neuronas) muestran también una
dl.str..lbuclon zonal de sus proteinas de membrana, y ygue el
mecanismo gque agqui demuestro puede también cuidar de que no

"escapen” de los lugares debildos.



PROLOGO.

Los lones duelen tener coucentraciones distintas a ambos
lados e lasz membranas celulaves. Las razones de éstg asimetria
a¢ diversas . Asl por ejenpio, muchoes pPolielectrolitos del tipo
ik las proteinas o Je os Acidos rihoauclelcos, se distribuyen
astmetricamente dJdebwle a  gque o 300 capaces de atravezar la
membrana celutar ¥ aleanzal' un egquilihelo. En el ¢aso de clovro,
e oeambw, la aswmestrta F2 debe a3 que el inteprior celular es
eléctricamente nedativa ¢oll Prespecto al exterior, ¥y eso hace due,
ahedeciendo la  evuacion e Neprnst, la concentracion de este ion
Hd mucho mas baga en el citoplasia oue en tigquido extracelular.
Fero hay otras lones curas diferengtas de concentraciton no pueden
explhicarse en base a su3d permeabilidades nL al gradiente de
potencral  electrogulmico a  ambos lados Jde la membrana. Este
seria el caso del potdsio, cuya concentlracion  intracelulalr esta
muy povr encima Jde la extracelular, ¥y del sodic cuya distribucibn
&3 Justamente la apuesta. Fue para explicar la distpribucibn de
CE3tod dos ones que primero e postulsd v omas tarde se encontrd lo

que se ha dado en Damar "a bomba de sodio ¥y potasion

Tal wcomo s« detalla en  ia tntroducerhn, la bomba  dgue
capta potasto ¥ ogurta sodia del orcoplasma se wlentifrea hoy ocon

la enzima  Je memtrrand Na-K-ATPasa {ATP fosfahtdrolasa

Na" K "-activada. £ 3.0.1.3)



Mientpras que a3 Na-K-ATPasasd e una celula comun, por
sJempln las de  un bl rogo 0 de (ENT] Tvnfocito,  e3Ciln
distribuidas homodénesaments schre  toda la  superficee de la
memprana, las de las celulas epitefrales suelen acumularss en un
poloy generalments el basolateral. {iracias a esta asipetrta, 1os
lepltrlws pueden transportar  sustaneias veetoprlalm2uate. si las
celulas eplteliales no  tuvieran ©s4a  dstmetria, la absorcion
intestinal, la ftuacton hepatica, la funcidn renal, ete, sertan

tmposibies.

A pesar e du tmportancia, hoy a4 se sabe pardgue, nit
cOme, L en gue .m-:smento las céelulas epitetrales an‘lqlu-r:-ren esta
distribuclon  asanbtriea de sus bambis de  sodio Y potaasto. Una de
las hipGtesis mas aceptadas e yue esta asimeiria arranca del
monlenta mismo €n gue son sintsetizadas las Na-K-ATPasas, puesto:
que' postula gue el procesno de sintesis de proteinas tiene un
titime paso en el que estas se trasportan e lhseprtan va sea en la
cara apicatl, o hl_en en la bhasolateral. Hoy se esta muy lejos de
nompreitder bien este proceso, pPUes 1o se sabe cual e3 la sehal
que permite al aparato «e distrabucion discriminar entre uno ¥y
ot tipo de protetna, ni de gué faorma se las lleva hacia el

Jominte apical o hacvia el basolateral.

La eorganizacion de esta tesisd o3 la sigutente, Primeér:
caantroduernaas 1a pformdceron concernlente a la bomba y a3 la Na-K-

ATPasa qué hos permitia Pplantear 10 aspectos a que nos referimaos



e los pareidtos antelriales, Eve Sedguuda desspibomos Los metontaos
denéraies, =10 antralr pur ella S0 lus PDretecelos partieculares de
los  diversos estudios 1"_:3.1112;1‘1-_-1\ que Demos prefertds posterdar
hhasta Jos momentos peprtinentes. Luedo presentdmasd Ios resultados
¥, finalmente, ennumerdmaos de manetlra suwscinta nuesteras

conclusiunes.

21 bren las resultados obtenpdos 2on claros ¥y demuestran
sin ambigYedad los fenomenos oue encaramos ntestra linea de
itnvestiagagion  sohve l1a Na-kK-aTPasa continua Flendo fertel,
Juedando  par anvestidgar muchas  consecusenclas, A pesar de ello,
dada la cortedad el periddo para realizar m maestria, ¥y que el
Proposite de esta conslste fpdamentidiments en demastrar Jue upo
e ha capacitade para encarar un prc»merna,' dominar el an-.lar_umJe
conceptual, manejat tas téevnicas  covprespandientes y  obtenelr
resultados, he seguidao las directivas de my tutor de presentar
fos datos obtenidos hasta ahora. Cabe sehalar que 35103 datos ya
han  sido presentados a condresos (Soc, Mex. de  Cienclas
F‘l.su:hlt-glcas Y  American  Soc, for Cell Bial) y estan siendo

enviados para su publicacion al Joutaat of Cell Biology,

8-



INTRODUCCION.

Los oryganismos  supellores  Lpteraedamhian mateviae con el
medio & teaves de las eplielros, Las eelulas epiteliales se unen
fntie i mediante 1os complejus de union  farmando  capas  gue
impiden la digasitn ¥y Jgue son capdces de teansporeadr substanciris
anidurecctenalmente, La <aracteristica  qgue eonfiere a estas
celutas la funcron Je transporie veotorial e substancias es la
potarizacion de sus membranas plasmaticad en un daominlo apecal ¥
vira  basclateral (Cereygtdo v al, (9784 Estos: dominioes, Jgue
T nen Prupledacdes estrncturiales, broqulimleds b fisiologicas
diferentes, fstan separados  pat ik union esteeachia,  alrounstanela
giuée ha Hevads a  sospeslial gue edds Witoenes ¥ la potarvizacion
podrian estar  ascciadas. Algunas linga- veluwlares cultivadas
retienen un grada eomsuderable de distribucren polarizadad de
mivyovello, partivulas Latramembranalées, enzimas, antigenos, ¥y
receptores hovmonales (Tuener et al, (285; Rodriguez-Boulin et
al, 1784; Richardson vy Simons, (979 be cCamulld et al, 1974
Cererido et al, to80; Lamb et al, 1984¢; Rabito, (98.4;
Hertzlinger v Opakian, 1984; Futler v 3Simons, 1286L Tambikn,
tos movimientos de i1o0nes a  traves de las células MDCK seon
operades  Por megaiismos queée  estan distribuides  potarizadamente
sobre sits membranas: (1} una Na-K-ATPasa basolacteral (Rabiwo ¥
Tehao, (980, Cerelgudo et al, 1980; Lamb et al, {(%81; BarkKer et
al, 1974 Cerejido st al, 198ta; Fernandez-Castelo et al, (983
Cevesrjirdo =34 at, 1785; Bolivar et al, tRavT); (2} un

cotransportada NaT, H” apteal {(Geretgrdn et al, ivdta;

..l)_
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_al. 1982, Sater y Buvden, 9845 b uwa

funcviones a multituvdg de fities disrintes en la

@I @F bd

Rindter ¥ Faier, 1781), {1} un colraqsportidar LESE Mg

+NatrKT basotatepral {MuBRoberbs 33 al, t1ad; Rindler et

mecamismo  bhasolateral e
eflujo de K* gque puede ser esttmuiade por epinettina {(Brown ¥

simons, 1982 {5} un canatl ge K voltage-dependlente

sensible 4 Ca*r probablemeate  loealizado e el lado apical

{Boltvar y Ceveijido, 9875 ¥ ) unn canal apical de -

sensible al voliage (Sater ¥ Boyden, 1984}

B vista deé que la cetula tiene regiones «de Composiouon

.

distwnta, debée vealizar Ot 1tenso trafice  iatraceilutar cue

peérmita a4  las  proteioas  sintecrzadas flegar a  reatizar sus

misma  obluia.
Esto evideneia Ja existencia de un mecanismo yue redonoce, sepala
¥ envia las prateinas o s3us  respectlivos destiaos. Para las

proteinas  secretorias e integrales de membrana tanto deil RE,
Golat ¥ lisosomas comoe de ta membrana plasmbatica, se ha
establecido gque la primera separacibtn {("sorting’] ocurre cnande
tla cadena gpolipeptidica naciente 3¢ 1nserta en la membnrana del RE
{Blobel ¥ Dabberstein, 1975a,b; Hortsch, vineszsa Yy Meyer, 198oj,
La regittn amine terminal det polipeptide recién stntetizado,
1‘;05,’&& una secuencia sepal dondge e uae la  particuld reconocedora

de la  sehjal (SRP, WwWalter ¥y Blobel, 1928, provocando gue 1a

ejondacinog del pohipeptide se Jdetendid ¥ que el complego ribosoma-
ponpeptido-3RP pueds a su  vez dnilse al receptor de ia 2RP,
localizado en ta membrana Jdel RE iMever y Dobberstewn, 1980} se

propone que 1a Seauenata e ALNOACLE0S Y el avereyglo
“tl—
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trudimensional de  esta senal, determinan . que ja procetlaa en

Aititesls sea apvopparada a o omembrrsna o transtocada al lumen del

‘RE. Las proteinas toderpodsadias san sepatradas despues ¥y, las

destinadas a2 1a membraga plasmitiea, dehen vegonocer ¢l Jdomintd
gque les cartesponde. Estg sugede con las preoteinas endbgenas ¢
con jas externas., Rodirtguez-Boulan v Sabatint (19785 demostravon
que en las ebluias eprteliales, los virus dgeman polarizadamente.
El virus de la influenza (FLUJ), por edemplo, d¢na por ia membrana
apical y el da la esrvomatitiz (VIV} pot fa  baseolateral. Las
trrroteinas G del vivus VEYV oy la hemagluouinlaa (Hay del FLU,
localizadas en Ia envoltura #Xteraa, 3¢ acumulan dutante {a
pfeaalan tempratia s0lo en et dominiv por dande gesga el virus
{Radtlguez-Boulan vy Pendeprgasatl, 1980, Roman vy Zarotf, 1985),
tadependientementes e la 9licusilacion (Green et at, 1984) ¥y d=2
fa.  presenciiz de ias otras protelpas virales (Roth ev  al, 1987

Ezto indica gue la senal para £} "sorting” 3e encdenira ea la

mrsma protelina, Tratando e enconirat esta sehat e han

S eonsteulds proteinaz:  guimericas donde oz prancipates dominios

gue tas copstLtuyen {intpracttaplasamicn, transmempranal ¥

extracitopliasmico) se han quitado o intevcambiado. Algunos e

f&tos resultados ingican gque la  sehai puede tocalizarse en el
dominto E-xwacu.oplasmwﬂ: {Roman y Garoff, 986, McGeen et al,
t‘?ﬁ!’:; Roth et al, t987) &1 Dbien otroi: presuitadoes o coptradicen
tGundilez <t al, 1987j). En su wransito a ia membrana plasmatica
tas proteinas Ha ¥y ¥ =igunen 1la misma ruta kasta las ultimas
clatertas et lCJ"Hl._\‘ tobasr (Rindjer et atl, 1984, Fuller et ai,

1985), ¥ probatitements sean soprlteadas eun el compartimeto

.



styuienls,  Mawade  ¢ed  wabelace det trans  Gotgr (Hughson et

al, 1287 dGrrrryuhs ¥y Frmoits,  1084),

El  desavroilo dde ta paolavizacion en celulas epiteliales
recten sembradas ocurpre simultiineamente ¢on el desavvello de las
unones  estrechas  (Gonzitlez-Mariscal et al, 1985b; Hwol Sang et
at, 128u) Cuando se guaita el Carvt  del medio  cultiva e
celulas eprteltales, o 3¢ je adicionan drogas para  duelarle, la
union  estrecha  se ahipre, s prompPpe en  fragmentos, es endacitada
{Menntesi et al, 1978, Pitelka et al, (983; dadalli et al, 1976}
¥y lea maveadores de menbrana e mezetan ¥y odistmbuyen sobie la
Fupertivle celular (Pisam ¥ Rlpache, 1274% Rodriguez-Boulan et
al, 1984 dGaliv et al, 14To) Este hecho flevi a4 proponer  que
las  uniones estreaftasds  dctuan como  Parreras  dJque  restrinden la
difusion de moléculas nplca!es..y bazolaterales, Para plrobar esta
fhiipdtesis, la membrana apical se marcd selectivamente cop varias
sondas (Dragsten ev al, 198)1; Dragsten et  al, (982, Spiegel et
al, 13985). Las leccinas untdas a la membrana, (aglutininas de
germen de trwgo Yy cacahuwate) algunas  sondas  lipitdicas ({(5-{n-
Rexadecanail) amino tluorescelna, ¥ {-acrl-2-(it=4-
nitrobenceno-2-oxa-1,3-dtazol}; amiaccaproll fosfatidilenlina) -y
de gaungliesidaos, fueron incapaces: de pasar a wraves de la union
estrecha, Fstas moléculas  tienen unia  vetocidad de “flip-flop”
despreciabie, No ohbhstante, otras sondas lipldicas {rodure e
3, 3'-dihexadecirlina docarbacianina b4 S=[H=-dodecanotrl]
aminafluaorescetnal gue pueden haecer “flip-ilop” de  1la hojga

externa a la intevna de la membeanga plasmatica, fuelon capaces e

13-



=viLar la uantbn estrecha ¥ paszar -prezumiblemente por la haga
tatelrng- de la et apical a la biasoliteral, Lastas

conciusiongs hian spdo confrrmadas por Yaag Meep v 3imand: en 12860,

Rodriguez-Boulan ¥ calaboradores iHy7s, 12810, tea33a,h)
han demosirada que s1 las celulas MDOK tnfectadas con viras de la
intluenza o VEV “zon levantadas <con uapsina-EUTA ¥ mantentdas  en
stspensian, 1a gemaclon no procede polarizadamente. La adhesion
de  estas otlutas al susurato o a otras oelulas,  restaura 'la
gemacion Polarizada (Rodeidguez-poulain et al, 173830 La {irwgacitn
de las celulad MDOUK a2 un suaitrata pusde  constitulr el paso
inicial  de la palarizacion epritellal (Veda-2alas et al, (967,
1978 falas et al, 12684}, l.a adhestin durerencial e fas

protetnas de membrana a o un sustrate puede  prezultar

distribucibn diferencial de praoteinas Jde membrana adheridas o no
adheridas (Michl et  al, 1973). Netson v Veshnock (1276} han
detectado cambios sion)ficativos en las propledades bhiofisicas,
e ta distribacion 2ubeelunlar, & ey 1oz miveles de  eatado
estacronariao  de  la faodiina {(una riofotma de la espectringl
durante el Jdesaprrollo de una monocapa continua de eélulas MDCK, ¥
han notada  dque In formacion e una capa estable, «densa ¥
altamente 1naoiuble de fosdi-Inmaa it a0 peruderia ceduiar solnctde
temporal ¥ eipacialments aon Un eXtenst contacto celula-celuta y
con la distrabacion paolarizadaa de la Na-K-A¥Pasa. Rodriguez-
Boullapr (1983) ha hpaotetiZade gue oa comnbinacton de adhesion al
FOParte AUBYRCERLE, Gl R MOV LGLentn ennpVedlivo e meinbilrana e

s Dovdes diteridos hdota a0 redaibn apreal,  wasds ReLilir o salo

en una



COMO el e afé sorted, S0 que tambien puede dar cuenta de la
locatizacion Liprea Jde la oot fextiecha en ef exuremo luminal

det espacie tatercelular.

La relacion entre la adhesion, los copntactos celulares, y
ta unien estprecha estd apayady  por estudies realizdados con
moléeculas semeganies a la uvomorulina en celulas epiteliales
{EEblom et  al, 19885). A3Y, Boller ¥ ¢olaboradores (1985) han
encontrado gque el suero antiuvomorualinag se une a  las uniones
intermedias de las oeluias epitellales tntestinales, y Yashida-
Noro et al  (1984) demostiaron gue antleuverpos  contra  la
Ltvc-mt:a:.*ulma de celulas de teratocarcinoma i1nterfieren con fa
aidheszirtn cklula-celula en pPreseacia de ca*-. Imhott Y
dolabaladoves {Imhotf et al, 1984; Behrens et ati, 1985)
obtuvieron un anticuerpo conwra la uvomorulina localizado en el.
compleJo de union de las ceélulas MDCK, ¢que desacopla -a las
¢elulas ¥ destrruye su polavidad, Aunticuerpos que reconocen un
fragmento de uvomorulinas de 26 Kdalton ¢ue carece de metionina
desbaratan las monocapas contfluentes Je MDCK {(Vestwebherr ¥y Kemler,
1985} UJnr de esos anticuerpos jrrip bloguea ta reformacron e
los complegos de union en el ensayo de recuperacion de la
resistencia electrica transeptrtelial diseflado en nuestro
laboratario, que se realiza Jquitanda y restaunrando Ca~*
(Gumbiner ¥ Simons, t786). Anticuerpos Jque na 3e unen
especifreamente a la redgion de unihn Nnes bloguean esta

recuperacibn (EKklom et al, 19814},

~4 -



proliterzadas  aun ERLbew. o etoat, 1981, ERKrican,  (28La,D). Durantces
[a Niasloyenesis dei Pt redas e lars mamireraos, la Jdifusion
tateral de glivecevonpdadadas apleales puede e restringuda aun en

ausenuia de wnwenes estrechas (Madden ¥y Sarras, (989).

Gomo sUCede con la Na~-K-ATPasza de 'los epitetles
transpaottadores  aaturales [(Kyte, 1970), las «<élulas MDCK tireneh
cala enzinma datmelrrcdimente distribuida en la membrana
hasolateratl (Cerergido et atl, 1280, t9s1a; Lamb et al, 1981).
Caplan &t al 986 mostriaron <laramente -1ue. esta distribucion se
dehe a una mnseraeron polavizada oue sigue a la sintesis de esta
enZuna, Ya yue una traceron omportante e esta proteina dJdirfunde
lLibtemente en el plane de la membrana (Jesaitis y Ydguerabide,
1286), el mantenuslents dJde estd asimetirla se atvibuve salire tolo
a ia barrera copstiturda por las uniongs estrrechas. Este papel
de la untbn estrecha se acentua ademas por el hecho de gue el
desarrolle de la polavizacibn apicalsbasolateral colncide en el
tiempo c¢on e! dezartolle de Fa union estrecha {(Rabito et al,
1984; Nelson ¥ Veshnock, L3 86H). Na  obhstante, hay adalgunos
fentmenas de peolavizacitm que no pueden explicarse combinando la
insercion polarizada con la restriccion a la difusibn a nivel de
la unidon estrecha, 1o gque suglere la  participacion de otro
mecanismo  adicional. AsL, cuando Jazx «aelulas MDCK son tratadas
con teipsind mas EDTA, tas uniones eztrechas se desintedran y la
disiribuvion polarizada de la Na-K-aTPusa se  prerde, pero  es
recuperada ea unas pucixs horas despues Jde sembrar las cetulas e

nuevo. En dwcho momento una barrera a este tivmpo no solamente Ao

-1n-



padria redastribuir oS compaitentes,  f110 0 gque prevendeia in
redisteibacitn o1 LR S esta oclrrriera ot despliizamiento

lateral =n el plans de la membrana.

En este trabaje presentamos un pbrotocold experimental en
el cual, al ciempe en Jue lox rllamentos de la unibn estrecha son
-ensamblan.las v o sellados con tos de las  celulas venlnas, una
fraccron Lmportante de  Na-K-ATPasa gueda atrapada en ei lado
apLeal {"erponec”), que €5 posterlormente guitada e esta redidbn
a  pesarv de la bartera t@mpuesta por la unioen  oclusopa. Esto
ndica que la celula tviene al menos dos mecanismos Jdistintes pava
la t‘ll.éil.-l‘ll}l.ll.‘.].f:ll‘l astmetrica Jde  esta enzima: t) una insercion
Pofarizada cuando es  sintetrZada dJde novo (Caplan et al, 1985), ¥
o) oire gque guita las Na-K-ATPasas de lugares donde npno  se
encuentra normalmente. Hay evidencias tndirectas  que tat
mecanismo de reéemocibn  puede existil. Asi, .la densidad de
particulas wntermembranales (EMP) en el lado baszeolateral de las
celulas MDCK es mucho nmas alta gue en el apical {Cereijlido et al,
1980), ¥ esta asimetria, Jque inovolucra una remocion de IMP dJdel
lado apical ¥y una adicion en el bhasalateral, puede alcanzarse en
la preszencia  de  unianez eatrechas ensambladas Yy  selladas
fGonzaiez-Mariscal et el, 17805). Ademas, Matlin et al (i983) ha
demwastrado gue cuando la proteilna G del virus de la estomatitis
A3 tmplantada e la  superficie apical de una ¢eluia MDCK
palarizana, la proteina ex raprdamente endocitada v preaparese en
la superttaie basolateral, desde donde €l virus gema normalmente

{RodriJguez-Boulan ¥ Penderdgast, 1380). Na obstante, COMmo

-T-



recomiendan Captan et al {9Bus, s tinporiadote vecordat gue ot

compariamtento e fas praoteinis extgenas de 1os virus rtupilicos

NG ptede deperdlizatse tidcihnente A 1as trutins e Tsortiadg”

celwlar wnoedrmales, ¥y 3 nevcesario verifivar S1 un mecanlsita
similay apera Fohre componentes ete celulas normales, sin

tnfectar. Fsta reseprva fe Justrtieg por et hecho  de  que,

mientras 1a dgemarion asimetrica Jde 1oz virus dJde la wntfluenza o de

ta estomatitis ne es afectada por drogas come o citocilacing gue

rompen las uniones estrechas (Satas et al, itvah; -dMeza ev atl.

A8, 1a golavezacidn de lod co@mponentes nalivos (por ejemple {a

Na-K-ATPasal s pirerde.

En £l presente trabago deinosticamas  primera ue un gqumero
grande de Na-K-ATPaszas puede ser atrapado en et ifadoe apival.
Segulimous entoitces el curso. en el tiempo de lu remocion de Na~K-
ATPazas del lade apieal en fa  pressncia de uniloned estrechias’
seliadas, asl tambien c¢omy su  wnsercibn en el lado basolaterat,
Nuestros resultados indican que la enzZima Juitada de la vregion
apical no e3 necésarliamente In misma insertada en la basclateral
Finoalmemte, nuestros resuiltados aos permiten analizar alguanos
aspectos de la interrelacion entpre §a  ftormacion de la  union

estrecha vy 1a polarizacidon aprweal/sbazolatepral.

- 5=



METO0DOS.

Cuyttivoe celuijar,

Las celuwlas MDCK fuerony obtepnidas ode 1la Ammerican Type
culture Collection (MDCK, CCGL-34}. En la mavorla de los
expertmentos las céeflulas estuvieron entre los pasajges G a  8a,
l.as celitlas fueron orecidas a 365 9C en botetlas de plastico
desechables (Coatar 3150, Cambridge, Mass,), can una atmesfera Jde
aire ¥ 5o e CO, {Incubadora VIP COa 17, Lab Line
Insteuments, {nc, New Brunswie, NY) v 30 ml de medio esencial
minimo Jde  Eagle madificado por Dulbeco (DMEM, Grand [stand
Bialogical oo (BIBCO) 430-1600, Grand Island, N.Y) con 100 U,ml
e penteilina, 100 pgrsml de estreprtomicina (It Vitro, MeXico
D.F.), 08 U,ml de insulina (Eil1 Lilly, Mexica D.FJ) ¥ 10 2 de
suero fectal de bobino (Flow Laboratories, McLean, Virginia); este
medio completo 3epd referido en el texto sigttiente como CDMEDM.
Las celulas fueron despegadas de su sustrate ¢on una solucton de
tripsina-EDTA  (In Vitro S.A., Meéextco D.F.} Yy sembradas a
confluencia sobre un filtra de niterocelwlosa (Millipotre HAWP 293-
25; diametro de poro:; 0.45 wm. Milliponre Corpoaration,
Bed tord, Massachusetts) pegado a la base de un anwllo de plastico
0.0 .7 em; altura: 0.7 cm) coemoe  propusieron  Steele et al
(1780), estertlizados en  autoctave ¥ deposttadaos en grupns  en

ceaJgads pety de 100 X 15 inm o (Lux 5211, LuXx Scienttifle Covrporation,

California). El fondoe de la caga petrr s¢e cuabrit ¢on una maya

19
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camenzic 2l protocglo

deuesy e prioa (Nrtex, TetKoo Ipe, EBElmsiord, N.Y. de manerad
dque el wedio Jde cultive tavieea E8erl acaeso al ladao pazotatesal
de las celufas, atn &0 moneciipds maduras con uniones cstbechas
setladas.” Despubs de upa hora, con fas ceiwias ya adheridas, se

deseand &1 mhip de ambos  lados, 163 anuleos s lavaron tres

veces  con PR s Catt (GIBCO  450-4300), vy ambos  lados  del

antito e lenaron con Medls  ezencial Mipgrmo s Gatt (GIBOO

F{O-1300]. No  obstaante, deterMminaciones COn un elecLprodo
sensible a1l Ca™  se  detectan  concentraciones  de -4 pM  de
gate  ton  igenzilez-Mariscal ev al, 1Y8TH A pesar de e2llo nons

retRrirenss o  e3te  medir  coms sin Gattt. 20 horas  despuss e
experimental cambiiado el medio en ambos
tados  dal anuile por  atirda fue  contenta  Catr, Maz detailes

expeprimentales se ddan enn relaciHn con cada estudio.

Fijacion de 3H-ouabatna.

Los antilos con las mondcapas preparados como se describe

arvipa, se. lavaron  tresy  veces o una solucibn ringer  Jgue

coptenta (MM} 140 Nadl; .8 CaCly 1.0 MgCiy 5 dextrosa

Yy 106 de Tras, piH T4, o temperatura ambiente. Esta solucibn seri

referuvia  como  *ringer sin KM Los amiilas  fueron  entonces

sostentdas desde arriba con wn disco de pltastico de 85 om  de

diamerro mantenude sobe o cagl petrl de 100 X 15 | eoino 3e

muestra e ta reguira 1. alambres  metaliceds  targos ¥y delgados

o

cubrertos o2 Videiow, gue se extendian por tosda a0 caga, fueron
20
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Fig. 1: Dispositivo experimentat para medir - la fijacion

especlfica de 3H-nunabaina del lado basolateral Jde monocapas
crecidas sobre Filtro Mullipore. Firltroes  eon poros de 0.45

. se pegan a la Dbase de. antlles de plastieo, ¥y  e50s anillos
se¢ adhleren a soportes cbhnicos fijgados a un disco de plastico de
8.5 cmm e diametro que  esth  sostentdo  por arriba. El l1azdo
basoiateral es banado con una  Felucién contenlda en una ¢aga
petry ate 1o x 14 mm. Esta solucitn se agita vigorosamente con
una  batra madgnetica larga y delgada. Solao dos de los  seis
anilios e plastico 3¢ replesentarn. El anillo de ‘!ado derecho
musstra en una  secclba traansversal las  lnterrelactones  entre el
anitlo, el ELltra ¥ la monosapa.



Haddat  odmo i il ed AYNELLCOA, Fe adigcionaron LT ool de
I-ouabalna tamersiian TRE. 27 atvvededor e (1 S Mot
Eugland}l a ciada mulilttie de e solucibn gque bana el lado a  sel
marcado. La concentracuon de ouabalna en 1as solucianes: usadas
pava medir ta marsa total vy o la 1nespecirlca fueron 107 vy 5
10-+ M respectivamente. Grrupox  apavreados de  monacalpas tueron
espuestos A las solucLones total & wnespecifica. ElL nivel de la
soluctbn  con FH-ouabatna en la camara exterior es 3 mm  mas
Bajo que el de 1o interiopr S0 marear. Laz manocapas Euweron
marcadas por arveiba (@apical), poro abago (bazolateralj o por anbhos
ladas, La tongrtud del periodo de marveade fue eledida sobre las
Frdse e gue fuera saftclenpte para alecanZar und maresd conscante
iver mas adelante). Al nnal‘ de o tncubacion, la ¢aga Jde petrt
gue estaba en contacto con el lado basolateral se cambto por otra
que contenia MacCla 01 M oenfriado en hielo. Esta manjobra se
vrepitidr dos veces a intervaloes dJde o3z minutos Y cuatro veaces a
Lntervalos de cainco minutos 3e enconirt que el primer pertodo
qutta el 95 7 de 1a radiactividad, el segundo 54 v la actividad
el 3H en et resto de 1as soluciones de favados no  Jdiflrieron

de Ja vadiactividad de fonda.

cuando el marcadoe e real1zéo en el lado apiecal, los
antlios e e zostuvieron come i la frguara |, sino que fueron
depositados directamente sobee una malla de nvion. En eSle s
1a aagrtaveen s hrzao con un o adgitador orbrtat (Belloo 7740-20020,
Bellco  Bintechneloay, Vineland, N.Jg ¥ el tiempo  de  1ncubalon

el 1as soluciones de matcado fue de 4 gilputos. Los lavados 3e



tedit2aran deseviianila fa sobneran e mureiacdo v lavanda
Phprdamente dos veces, d 0 wbkids aleds Ias e periodas dde cineo

HiliuLona,

Los filtros que contentan la monecapa se coltalron c¢on un
Listurl, se depositaron  sobre un papel fLlitro con  las  celiulas
haecia aveitha, ¥ s transfivieron a vidles gon 3ml de  Acuasol
fAaguasol NEF-23+, NEW  Reseatch Praducts, Boston, Massachusetis),
Estos, Jjunto con kb viales fue cvontenitan 20 .t de una dilucion
(/50 de cada solucion de aredgdy, e contaron en un contador de
centeiien  PacKard 20008, Infovmacibn adicional sobre la
exactitud  de gste méetodo, aplicardeo a  este tipoe de celulas, han
s1do va publivados popr Cetverndn et al o avat 1981y vy Bolivar et

al, LLYBTY,

Flujos de 3g-ouabaina.

Para medir 1a fuga de ouabaina Jde un lade a otro, lasx
monccapas  fleron  preparadaz: en anillos  sundlares, pero de un
difietro Loterny mayYor (33 mm) ¥ con tirres ioportes, La cantidad
‘n'le celulas sembradas fue propaorcionalments  etementada, vy la
agditacion 3¢ efectulr con barrasd: magneéticas de 7 omm. Se agl‘egb'
"‘lrl—«:'un!?-:.llna, a0 ls chmard  superior a o misma congentrracitn oy
actividad tadieada At Lormente. L.a  camara  woteror fue  una
vaga petre ode b0 X 13 mm iLux 5220, Lux Serentific Colporation,

Galttorniay, ¥ el volumen de rtuado agveaado fue 1.5 bk El wedio



de o chmara idteriolr e mUestibwd (20 8 S0 o) peribdinamente.
Tambien s&  towaron suesteas (20 X 30 b del fa faelueitdn o de

cardgd «dtlulds donveplenteinentis ¥y ose conbillon.

Resistencia electreea transepitelial TEKR.

El #vado Jde zeflado de la uwnibp estrecha fue evaluado 20
base a l1a determinagibon de la resistencla eletrrica a4 traves dge
la monosapa. Deaspues de la neuvwbacion bags las  condiciones
indicacdas, el falure con la manm':upa S8 corth con un bhstart vy ose
munto ui:a_l'n:;a una hodga extendida éentire dos camaras Jde Luela con o oun
area  expuesta Jde 0.9 am-. Lir cvovrtrentes  fue  libervada via
electraodas  de  AgrAaQl situadosx a 2.0 e de a0 monoeapa, la
deflecyrton e valeade producida se  eidid con .0“.0 par  de
electrodos colacados a 1.0 min de o monocapa. Se  restaron las
conteribucitnes Jdel filitro ¥y de 1a  solucion del bana, ¥y los
valores coniignados en esta tesis  corvesponden exclusivanmente a
la nmn-:nmpn.. Cada monovapa 32 usth e2n una sola determinacion ¥y o se

desechn para evitar fugas debidas al dane de los bordes

Los resultados se eXpyesan LEAND (] promedio t gerror

estandatd sedundo del numero de observaciones enteve parentesis,



RESULTADOS.

Para lnvest1gar las tnterreiacliongs entre la unton
estrecha y la distribueion Jde la Na-K-aTPasa y, en particular, ia
suerte de esta enzima cuando es atrapada en el lade apical de las
celulas MDCK durante la tormacion de la untbn estescha, Usamos  un
Protocolo  originalmente 1deade  parva estucliar 1a sintests vy
ensamblajge de la unibn estrecha. Cuando las weoeiulas MDCK  ze
stembran a confluencla, uvoempletan la  formacion de  tla unton
estrecha en (12 a (0 horas (Cerergrdo et al, (278; 1983). Par et
contrario, 1 despues de t hr de sembradas, las monocapas  son
transferidas a un medio con 1=+ R aT" flibpre de
Catrty, 20 s despues, mlentrads  las monoeapds  contlol  tiensn
una resistencia eléctrica transepltelial {TER} e 200-5300
.em?, el valarp de la TER en e3ax monocapas es
despl‘ecl:ible. 3in embargo, s{ a este tiempo las monocapas  son
cambtadas a un medlo gue c¢ontiene Ca*t, las uniones estrechas
Saon ensambladas ¥ selladas vy la TER alcanza los valores contral
en unas 4 hrs {Goanzalez-Martscal et al, 11785%a.b). Este ha 3si1do
demostrado en monovcapas crecidas sobre malla de nylon cubielrtos
de ¢olagena. La tabla | muestra ogue el mismo feabmeno se puede
producir en menccapas crecidas en fos flltros Millipore usados en
el presente estudiypo, Monoeapas tnecubadas  contintamente  én
carr tienen una TER de 478 e L el las mantentidas
2 medio libre de  Ca™  tivne uni resisteaela despreciahbtle

floem=, JAin embarygn, s1 estas  suir transiertdas a4  medio



Tabpla 1. Reststencia Electrica Transepitelial (RET} de
noeeapas de celulas MDCK sembradas en filtro
Mitlipore,

ComlLlcLion RET

|s2.cme)

Fiitrs sn cetylas al : i {6)

GOMEM (24 hrst +78 0+ 6T (D)

Medin z3in calerd (20 hrs) 1 4 i {6)

Mealpor stn galero (20 hrs) ~=« COMEM {4+ hrs) a8 + 35 (6}

La RET sze midib por medio de la deflecaibn de vc:_l’tuJe praducidi

pov un pulso  de corriente de 100 HA.cm-=, El valor

obtenido en el tritre sipn celulas se pestb a los vatores
obtentdos en las otras tres condicliones.

=26



oty waTT. desavierallan Wik TER e and e 1 + ners.

Patra mavcar especitieamente la Na-K-ATPasza en laz lados
apical G baszolateral uwsamas pulics cortos (5 mim ae  JH-
ouabaina v, por lo tantd, fue necesario lnvestigar s1 durante
esta coarta exposicion el marcadaor gana acceso al otro  lado en
cantidades sranificativas y lledga a dJdistorsionar l1las medidas. La
figura 2 muestra el fluge de JH-ouabaina del lado apical al
basgtateral. La curvla superior fue uobtenida con el filtro solo
encre dos  saluciones  al mesmo nivel La «curva 1ntermedia 3se
obtuvo  pagoe las: mismas  condiciones  pero copn el nivel de la
soluciton del  Ltada basolaterat 3 mm arprila del nivel de la
solucrbtn del lado intevior del aonilin. La gran dJdifevencia en las
pendientes muestra que esta simple maniobra es suficienté para
reducirr significativamente el fluge del  trazador. Los e¢ireulos
llenos corgesponden a un grupo Jde monocapas en esta un.lma
condicion. Ello 1ndica queée durante ios & min de exposicion usados
para marcar las bombas, el escnpe- de “H-conabaina es muy
Pedueno. Para medur pasteviormente en Jque grado el pegqueno flujo
de wtrazador Jue puede existirr entre las Jos camaras llega a
marcar las Na-K-ATPasas del otro iade, dividimos un grupe de
monocapas en tre: subdrupos, ¥ lax marcamaes polr arriba, por abajgo
Y por ambos jados respectivamente, Esta prueha fue aplicada a
IO Pias gfue hakian estado 20 Nrs en  mediy  sin cart, ¥y salo
una hora s medio coapn Catt. fLa tabla 2 muestra ygue la marca
en  ¢ada grupoe fue 4T : 042, 307 0+ 028 Y 46T Ot Ot8 (X

10y sitios PO cenptimetro cuadrada respecstivamente. El
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de JFH-ouabaina del lade superior (aplecal)
cuadrados c-:u‘responqen al tilero 300 sin
superior  fue cbhientda con las  soeluciones
apical y basclateral al mismo nivel, fta curva de cuadrados
inferior ilustra e] efoecto de una presion hidrostatica pegueha
"originada por el hecho de que el nivel de ta soluciOn en contacto
con el lado basolatepral esta 3 mm arrviba del nivel de la soluclon
de carga en contactoe <on el ladoe apical. Los c¢lirculos llegos
reprezentan el fluyce a ctraves de wuna moncecapa transferida a un
mediro con €Ca** 4 hrs antes, ¥ sugeta al gradiente de 3 mm.

. Fig. 2: Fluyo
‘al- bhaszolateral. L3
mopnocapa. La curva




Tabla 2. Marecasion de Na-K-aATPasas: ea celulas MDCK sembradas en
tilitrro MLllLpOre.

Marcacion desde el Stios de  figacion
1aela especifiLons

(o=t -3

Aplcal [ g : L Pd (1)

Basolateral 307 4 0.28 (1
Fuma 4.0

Ambos 6T t 0.18 {H)

Las monacapas se 1ncubaron hasta la hora 20 2n medio sin caleio ¥
entoneces se transtorieron a medio coh caleio por ihr. Los Sitlos
especlificos © se obtuvieron como 1a diferencia_ entre las
marcacibnes con una  solucion dJde JH-cuabaina 10°% M ¥y otra
ffue tenia ademas un exceste de 5 x 10”4+ M Jde ouabatina fria.

9=



heclio de ques la suma Jde cada lado exeede enn un 3 % la marea de
ambos  ladoas  Lodtea fque con este protocolo el numero de Na-K-
ATPasar aterbuwdas a  un tado determinada Ao estuvoe selrramente

Lelrdgrversado polr el marcado de Na-K-ATPasas Jdel ado opuesto,

El sigutente punta fue medir la cantidad de Nn-K—ATPa-.sas
atrapadas en el lagto apieal. La f193. 3a muestra los marcajes
total ¥ competido con ouabaina fria, ¥ ita 3Ib la ditferencia entre
ambos  arupoes de  valores, la  cual se toma como  os 3itios
especifices de figaeilbn de ouabalna. e ha mostrado previamente
ue con este protocold las uniones estrechas aparecen #n replicas
de  criofractuva en  sclo 15 min, confierren una TER dJde 200
Sae o oen unas 2 hes, ¥ gue a TER atcanza su valor masing
en 4+ hrs (ver tambien tabla 1) Esto indica gue pavie de la
enzina  e3td  realmente atrapada en et tado "eguivocado” de la

cejuia ¥ gque es guitada en la presencia de uniones estrechas

selladas.

Nuestro siguiente punto fue seguir la aparicion de Na-K-
ATPasa en el lado basolateral. El primer paso consistio en
determinat la.extenslt-n de exposicion reguerida para alcanzar el
mar<ado e saturacion. La Fig. 4+ muestra lasz marcaciones total ¥y
competida con ouvabaina fria en funcion del tiempo en monocapas
maduras (Ezto es gue han sido incubadas 20-24 hrs con €a*t*)
Estas monocapis 'fm::-on excugldas para esta |nrueba porque tienen
uniones estrechas blen establecidas, las células vecinas esthn

muy Juntas, el interespaceo €35 tortuose, ¥ la membrana

a0
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F!g. a3: a) cursg temporal del marcado total, f{curva

superior y el competido (curva inferiarp) del lado-apreal ¢on
H- ouabalna Las monocapas han sido cultivadas podr 200 hrs en
un medio con (-5 uM de Ca*t, y fueron cambiadas a otro
medio con t.8 mM de Ca*t al tiempo cero en la abseisza, b)
Curso temporal del marcado especifico de Na-K-ATPasas en el lado
apical, despues de la adicion de Ga*t™, obhtenida como la
diferencia entre las dos curvas anteriores, '
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FiL9. 4: curso temporal del marcadao de

monocapas maduras de celulas MDCR prepatradas
esth en contacio

La solucion de 93H-ouabaina

inferior {(basalaterall de la monocapa. Al final

de marcade, el filtro con  la

M, se ¢or'th ¢on un bisturt ¥

inferjoy (cuadrados vacios)
ouabaina 107" M en ausenicla

de ouabaina no marcada respectivamente,

moncecapa se lavo

se  conth. Las culrvas superaior

representan  la
Y en presenctia

Ig-cuabaina

como 1a figura

curva

diferencia entre las matrcas de 105 dos grupos

cual se toma como marca especifica

de monocapas,
de Na-K-aTPasa.



Lasalateral presenta un Jrado  considerable de  interdigitaciones
Y, por constguliente, contituyen el limite juperior  a ins
dificultades de alcanzar las s1tios de bombeo con 1 trazador
agregado a la soluciton basolateral. Se obsevrveo (fig. 4 cuadrados
Lllenos) gue el nuirera de s1ties especificoes alcanzan un  plateau

en S omin. De acuerdo <on esto la marcacion de Na-K-ATPasas de

esve lado se midio con exposiciones de (0O man.

La Fig. 5 iluzctra el numero de  sitiox de figacion
especi ficoz: en funcion del viempao de tpanFferencia Jde la mondacapa
de un mediv si1n Catt (20 hrsy a otrao Jgue coentiene L8 mM
Ca*T, Los c¢ircujos lilenos muestran la dizminucion de sitios
en la region apical, ¥y 1oz cuadrados llenes lag ingereiin en 1a

baseolateral, La curva superior (wisandulos) corresponde al numero

Jde sitios totales en la superficie de las celulas, y refleja el
hecho de gue, ademas de 1a -lupe:»tt:t.ica.- transferencia de sitios
de una vedglbn a 1a otra, lda celula esth incorporando nuevas Na-k-
A’I_C'Pasas. El estudio del origen de nuevos sitios reguliere
exXperimentos  control previos, los cuales se muestran en las
figuras ¢ ¥y 7. Ya gque involucran el marcado de monvcapas porr el
lado—"pasolateral en funcion r;l-el tiempo, fue necesarico “determinat”
que tan 1rapido podemos lavar la AH-ouvabaina que no se unid a
sitios especificos. Para ello se march especificamente un grupo
de monocapasz: maduras vy el numero de sitios obtenido se Lomo coma
100 74 (fig. 6). Un segqundo grupo de memhranas se trataron 15 min
con ouabaina fria para saturar todos los sitios especificos, ¥

luego se marcaron c¢on JIH-ouabaina, Este drupo  se  lavod

a3



Y
'y
o -
tE al
¥
3
2 .l —a
g —a
wy
&
o
[ ™
SRS
ob w . ""."""""I"’"""‘_",:""?' '
[ 2 <+ 6 T 7 24
TIME IN Co** (hra}

FiE. H5: Curso emporal del numere de Na~-K-aTPasasz de los
Indos apical {(¢ivrculosi y basolateral (cuadpados) en {funcion del
tiampo desputbs de ta adiLelion de Ca~" .6 M -al tiempo

Cera. Los wrifingunlos correzponden a ta  suma A€ o los T oEitiossee
aplcales mas los asolaterales, Cada rupto experimental
representa el proemedico de 4-p monocapas indrividuales. Las
marcacionas apical ¥ baselavepral fueron realizadas

spulitaneamente en diferentes drupod <de monocapas,

T .
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Un garupoe de monocapas e marceh como en la figura 3, ¥y su numerao

de  sit10s especificos, 1.36 0.9 x ol o sitkes----popr—-
centimetiro cuadrado (n = §3), s&¢ tomd como b 100 FHi——E]esto-de-s b

las moanocapas fueron incubadas con cuabkaina fria 05 mM durante
15 min para saturar todos jos sitios de figacion especificea,
lavadas intensamente con ringer sin K, ¥y marcadas polr* 5 min con
3H-ouabatna. £e¢ supuso que, debido al Dblogueo previo con
couabaina fria, la Jg-guabaina no se f1gb especificamente.
Estas monocapas fueron -lavadas con MgCla 04 M enfriado en
hiela, quitadas perijibdicamence ¥ contadas. El MacCla se
cambit despues de cada muestreo. Gada monocapa se usd como una
muestrra tunica y luega se desecht. Los resultados se expresan
como  porecentajes del grupo  control. cada valor representa
promedio de 3 monocapas,



entonses de la mwanera mostrada en la figura I, ¥ las monocapas se
guitalon ¥ o contaron peribdicamente, La flgura & muestira gue ¢l
vrazador =e lava rapidamente, y alcanza un minimo en 10 min. La
tigura T omuestra un segunda tipo de experimento, comprende varios
grupons de monocapas maduras idénticas. ‘En el primers contamos el
numelrd total de s1tios especificos, ¥y en el restda las blogqueanos
con un pulse de ouabalna  f1rta (blogue apia). En bhase a 1os
resultades Jde la filgura 6 DPuede esperial'se gue la ouabaina {1ria
fuera lavada en unod 1O min, ¥ gus la cantidad remanente en la
monaciapa es despreciable, En este grupo de monecapas medimos la
cantidad de sitios especificos en  funcion del riempo uvsapndo
pulsos de 10 min. Los rezultados obtenidos indican gue, a pesar
del blogued e sus sitios de bombed, jas monocapas miduras no
agreJgan s1ti0s nuevoes al menos por 2 hirs, Esta cvonstlituye una
clara diféerencia  con lad monecapas wransferidas de medio #2in
cat+t a medio con Catt (££3. 5). Por constrguiente, los
$itivs nuevos no £on insertados comd una respuesta al blegueo con

ouabaina, s1noe gue son disparados por la adicioen de Car-.

Tras de esta sgerie de cantroles imprescindibles, estamos
ahora en - condiciones de estudlar ol origen -de —lgos - s1t1os———
insertados en la membrana basolateral despues de transferir ias
monacapas a un medio con Catt, La figura & rmuestra en las
dos 1:-1.‘1mer35 columnas el numero total de 31t103 antes y despues
de la transferenc¢ia a ca‘t*. La tercera coluimna (gris)
corresponde a monocapas expuestas al Ca*t en presencia de (0

pg/ml de ecicloheximtda. El hecho de gue este inhibidor de la

L]
o
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sintesls de  proteinas previene el incremento en el numero  dJde
Sitios en el lado basolateral, imdica que estns S1tivs son
snterizados Je pove, ¥ na parecen derivar del lado apieal. La
figura 9 muestra que el inhilldor no evita a retmmocibon de si1tios

en la regibn  aptcal.

cama  prueba r;le-nnxt.u'a de gue 1oz sitios de Bombeo
quitados dJdel lado apical na son  transferitdos al bhasolaterat,
vdeamoas un protocolo donde 1la mayaria dJde los ottos origenes de
los  s1tios pascolaterales  {uepron mintnirzados, Asl los  s1tL08 va
exlstentes en este Jado, antes de la adicibon de CaT™t, ftueron
Blogqueados durante 10 min con Guabaina fria como en la figura 7.
La insercion de FLTLIOS recién sintetizados &e evito Con
cicloheximida como en la figura 8. Las monoacapas e dividieron
entonges enn dos  grupoes: 1 primero tiene tamblén blogueados sus
sitios apicales con ouvahaina fria; y e! segundo 3 mantuvoe camo
coptrol, © sed, Sus S1Lt103 apicales no  se blaoguearon, cuatro
horasz despues, los sitios especlificos bpasolaterales se marcaron

de fa manera usual. Se supuso gque, 31 lo

in
trr

1tios aplcales eran
transfer:das a la  bhasolateral, el szegundo g:‘ulml podria exhibar
una mayor poblacion de sitios en esta eara. La takla 3 muest.-a
que no fue el caso, ¥ o qgue ambos Jgrupos de ronodapas tienen una
poblacion similar de si1tjo3  basolaterales, El numero de sitios
encontrados en ambos casos es mucho mMis pequeno gue las figuras
4, & ¥y 8 porgque, como mencionamos arribka, los sitlos pre-
existentes se  blogquearon antes: y los recien sintetizadas se

evitaron <on <iceleheximada. Aungue la  conelysidn  principal es

a9
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ig. 0 Lifecto de la elicloheximida en la remocibn de sitios

de figacitn apicales, E! protocola experimental es &l mlasmo que
en la figura &6, ¥ la concentracion Jde la droga’ fue’ 107 pg, ml
como en la figura 8 (1 = oL DA P

EN ¥ P



Tabla 3. Instalacitn de Na-K-ATPasas en la membsrana basolateral.
Laudo Apical Jitios de figacaion
masolaterales
{1o-11 opp-2y
Bivgueado c¢on duahaina fria 0,42 : 0.3 (D)
Fin blogguen .39 t 0.02 {)
Ambos grupos de MOoRAcapas tuvieron sus £1t10s basolarerales pre-
blogqueados con ouabaina fria como en la figura 7, ¥y la sintesis

de  proteinas inhipida can

-l -

crelohexinmida

como, en la figura 8,



Jue los  sitios apleales no pueden llegarr a la  basolateral, los
resuftados de la tabla 3 confirman ademrmis que {a ntibraidn e la
sintexls de proteinas mpide el reaproavisionamients Je Na-k-

ATPasas hasolaterales.

Para completar el estudia, quisimos: analizar ! mecanlsino
de  1ncorporacibn de Na-kK-ATPasas a  la cara Dbasolateral. Este

anadlrsis se deétalla a continuacion.

La figura |10 muestra gue el cloprura «de amaenio, la
Primagquina ¥ la cloroguina, gue son inhtbidores Je la exocitosis
{Moore et al, 1983 Brown et al, 1984;  Ztrous et al, 1385;
Foteliah et al, 1986) impiden la incorporacion de Na-K-ATPasas
gue cocurre en las monoeapas coniral despues de la adicion  de
Gat+, Esto  concuerda  ocon  1los  resultados obtentdos en  este
laboratorio con técnicas de figacion de voltage en celula entera
(Gonzalez-Mariscal et al, 1987) gue indican gue la transferencia
de medio sin <a*r a medio con Catr pl‘ovocé un  incremento
srgnifrcative de la cantidad de superficie de membtana, ¥ Jue
es3te  incremento es evitado popr las mismas Jdrogas usadas en el

experiment. de Ja figura 0. e e



el

| R— |

] )
] ;
1 Ed-
] b
NS
ﬁ.
] H H
gef
L&)
& Ik
} ) CONTROL CONTROL AMMONIUM PRIMAGUINE CHLORQQUINE
Cott — . CHLl?._ﬂIDE -
T
i Fig, 10: Efecto de 1oz inhibidores de 1a exooliosis en el
. incremente de las Na-K-ATPasas Pasclateprales que siaue despuées de
| exponer 4 hrs a 1.8 mM Ca*t,  Las mencocapas se mantuvieron

i durante 20 hrs en pedio sin ca*t, 8§ min antes de cambrarlas a
medio con ¢att fueron wratadas ¢on  cloruro de  amonio 10 M,
primagquina 25 1M, o clorogquina {0 . Eatas drogas
estuvieron presentes dutante las 4 hrs de exposicibn ™ al™ cat™vrm o
Las primeras dos columnas de la ilzgulerda, corresponden a™
monacapas mantenidas sin Catt oy con 4+ hrs de exposicion a
este lon respectivamente, y sirven como control del! efecto del
Ca*t sobre el pumero de sitios de homheo, Las tres columnas
de la derecha, corresponden a4 monocapis qgue, a pesar de que
estuvieron en medjio con cCa*t por 4 hrs, no incrementaron su
poblacion de sitios de {figacibn debido al tratamienta con  las
drogas especificadas.
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BISCUSION Y CONCLUSIONES.

Esta bien establecrdo dgque €l glicosido c¢ardlaco ouabalna
&3 un inhibideor poderaso y altamente especifico de la Na-K-ATPasa
{Ruchia ¥y Kyeve, 1974 Forbush et al, 1978, ¥y gque las Na-K-ATPaszas
e las celulas MDCE po  son eXcepeibn (LererJido el al, 19280,
198ih; Rabito y Tchao, {380, Lamk et al, 1981). En monocapas
maduras de celulas MDCK esta enzima estl eipecificamente
localizada eéen el tado basolateral (Cerelgido et al, 1980;
Louvard, 1980; Caplan <t al, 1980}, ¥y esta asimetria ha sido
atribujda a la existencia de las unjones estrechas. No obstante,
mientras la distribucion de enzimaz tales vomo la  y-glutamil
transpeptidasa ¥y la fosfatasa alcalina .esta  retardada  con
respecto al desarrollo de las uniones estrechas (Rabdito et al,
19843, las interrelaciones ocon esta  esvructura ¥y la Na-K-ATPasa
ne son claras. Por un lado, la ruptura dJde ja union estrecha con
gquelantes de Gatt destruye tambien la  disctribucion  asimetrica
Jdde 1a enzima (Louvard, 1980 ¥y provaca una reduccion de o7 4 de
su pobilacion en la membrana plasmitica (Rahito et al, (980} Aun
mas, esto podria  ser un efecto directo de  Ja -remocinn  del
ca™t, ¥ no necesariamente deberse al desensamble de la union
estrecha,  Por otroe lado ahservamos en el presente estudio Jgue
tales Na-K-ATPasas pueden ser distriburdas en presencia de

A

unicones estrechas ensambladas y selladas.

Receptores Yy ligandos pueden transferirse dlrectamente de

.



un  ladoe de la celula a3t opuesto lMt:-.':-t.n.‘a\"}' Slmlstey, t9835), ¥y la
pProtetna G del virus e la estamatitis artificiralmente pmptantada
en la superficie apical dJde las celulas MDCE es endocitada ¥y
regparece &n el lado rasalateral iMatlin et al, 1982 NGO
abstante, la comparacibn de Jas cantidades de Na-EK-ATPasa en los
lados apical y basolatveral (tabla 2) econ la ecantidad de sitiosz de
ombeo tnsertades en el dominlg hazelateral cuando la sinteszis dde
PFroteinas esta inhiblda (flg. 84, sudlere que las 3ltas aprcales

Proddriann no ser wransteraidos al dominio basalateral.

Yega-3alas et al {1980a,ln han mostradae gue celulas MDCK
mantenidas por 20 hrs en medic libre de C€a™" wsando el mismo
protocolo que segulmoes en el presente estudio {Gonzalez-Mariscal
et al, 1985a.by retlenen marcadores apleales en un compartimento
intracelular garande (VAQ), ¥ gue es3tos apateden en la region
apical despues tie la adiecion de cavt (fig. {1). Exto sudiele
gque el dominto apleal puede insertarse masivamente bajo el efecto
del cat**. El hecho de que podamos detectar la Na-kK-aTPasa en
el lade apleal en la presencia de uniopes estrechas, mfncmlque

la tnsercion de VYAC: no constituye la c¢reacion de una redion

apircal completa (unibn  estrecha-, -union estrechal), "31n0° "QuUe ~Ian

inzertadas en un dominio apical gue es definido en el momento en

gue 1a unmbon es ensamblada.

La membrana plasmatica estd continuamente endocitandose ¥

st péprdida es balanceada por la 1nsercidon de membrana et
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"Fig. 1i:  Remocitn de Na-K-ATPasa » formacifn e f1a  redgion
apicai. Las ctlulaz: MDCK levantadas cont tripsina-EDTA endocitdn

unpa fraccion grande de  superficie  membranal. Las celulas
sembradas ¥y mantenidas hazta - la hr d en medio zin Ca*t
restauran  parclalmente #0 superficle membranal a un 78 n del

valor en una cefuia MDCE madura (Gonzalez-Marizecal v al (9884,
-Bagn esta condicion contiensn un conpartimenta antracelulalr {(VAG)
donde  se acumulan marcadores aplcales (Vega-falas et al 12380l
c¢uandge 1as monecapas e transfieren a medio con  Ga*t*t, las
untones estrechas comienzan a formarse (Gopzalez-Mariscal et al
1985 ¥ las VaACs e funden a la parte superior de la ciélula
{Vewaa-Falas ev al 3286, Este pProceso nvolucra la adicion de un
22 4 de zuperticie membratal extra {Gonzalez-Mariscal et al 1987)
y puede criginar en princlplo dos sitdaciones principales: a) que
ios CoOmpPponentes de la union {(hlogues vaclios) estuvieran
contenidos en la VAC ¥ se adhirteran durante la fusion; o I ogue
pudiclan ser insertados c¢on un Jgrupo andependiente o vesfiouias
exocasnticas, .. En este segundo caso un numero Na-R-ATPasas es”
atrapade mas alla de las unienes estrechas, ¥y debera ser quitado
e esia pospclon. La intormacion en el presente trabajo favorece
esta  ultima posibilidad, Tambhien 1dica que la enzima <quitada
{1} puede no seprr insertada en la membrana hbhasolateral (23, sino
gqu¢ las bombas gue llegan a esta redgion parecen ser sintetizadas
de nove (3. El dibugeo de la «derecha representa uvuna  célula
epitelial madura 2an us unitohes eitrechas completamente
formadas, b 3us compPponentes apicales by raszolacerales ya
soprteadons.

— -
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nteiriop celutar (Z1lverstoun TR 8 al, 1377 Los organeloss

participan on este trafica extensiva b4 temparalmente,

comuinicandase a  weravés de una  complicada  <gdena  vesicular

(Goidsvein et atl, 1985). El grado de gambico estructural mostrado

Pl este nwergainpio puede Ser muy impresionante. AsL Champard

et af {1981 dJdemnostravoen  que monoesapas de  aelulas epilteliales

tiroldeds cubiertas én la e<atra apledl can una capa di calagena,

e ddezaraanizan en X4 hirs b -1

4

revrganizan en  4-8 dias, en

foliculas donde fas ekfulas tienen la redion apreal wransferada

al ladeo opuesto, Todavia no hay informacitn sobre el estado de

Ia unibn estrecha durante e3tas  canbios, vy Ia desorganizacion

descrita parr £s5tod autgres  sudlere gue las o unjiones han s53de

desensambladas. ' Las celulns epiteliales se Jdividen, migran ¥

cambiran de vecinaz ¥y fronteras en  condiciones en que un

rampimiente en  la  bhdrreyra constiturda poar  ia union estrecha

podria  ser extremadamente peligrosa al organizmo (por ejemplo

duvante la renovacitn celular normal de In mucoasa Intestinaly,

Las celulas epiteliales en cultivo pueden dividirse sin disminuir

et  sella de unibn, como lo reaveln el hechta de gue se  Ban

alservado fiauras: wmitoticas en el aApice de domos gue contlenen

fluido (Mullins, 1985). Adeypld s, a to Jjargao dJdel c¢icto celular,

ajo el efecto del AMP ¢iclica, ¥ de inductores quimicos de la

diferenciacidy, las celutas MDCK  increméentan et itransporte de

fluidos, presumiblemente por adicitn de fpecanismeos de permeacion

sin  perder el fuerte sello de igs uniones entre 1as  celulas

(Kennedy y Lever, 1284), En ¢l preéesente trapajo moestramos que, al

menes en el c¢aso de log Na-K-aTPasa, eswns enmbias en la pobilacion

g~



. Y dastrabucion de mecanlismos e permeacithnn son reatizados a nesial
de la presepcia de 1as uniones esirechas ¥OEin que S abran en

ellas brechas peligrozas para el pasage de substaneias.

-1 8-
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