
MECANISMOS DE POLARIZACION DE LA Na-K-ATPaÍ¡;pÉ· LAS 
CELULAS EPITELIALES. 

T.ESl.5 quE PARA t)BTENER EL TITl;LO DE' L\-IAE5TRO EN CIENCIAS 

BIOL\IEfllCAS (BIOLc)G!A l\IOLEGULARJ PRESENTA EL ALUMNO: 

RUDEN GERARDO CONTRERAS PATIÑO. 

OIVl~ION CIE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTJGACION, 

DEPARTAMENTO DE B(C)<~UIMICA, FACULTAD DE MEDICINA, 

IJNIVERolOAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXIGO. 

CIUDAD U.'HVER.511'ARL\, MEXIGO D.F., '1'>88. 

t FIUA DE crGtN 1 · 
-1-



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



CONTENIDO. 

Pagina 

GI) NT EN [ on - -- - ----- -- ---------- - -- - -- - - - - ---- - - - 3 

RES tJ L\I EN ----- ---------- ---- ------ -- - -- - --- - - -- -- 4 

PROLOGO ---------------------------------------- 6 

l:-fTROOUGGION ----------------------------------- . 9 

NETO DOS 19 

RESULTA 005 -- - ------ - -- --------- - --------- -- ---- 25 

D!SGUS!ON \" GONGLUS!ONES ----------------------- .¡..¡. 

BlBLl013RAFIA 4-9 

APF.N[1((!E 

-:.l-



RESUMEN. 

En esta q11e li.\ p1:ilar1zac1f111 

ap1t.:'ú/basal de las protetnas ele 1ne1nh1·01na, adenH1s i.le deber.se al 

rnecan.i.smo (ya 1'.:1)noc1t1ot de 1nse1~.;.ion d11·ec1;1onada, incluye otro 

que quita a la..; p1'1Jtelna.s n1al ubicada.). Gorno en la enoi·roe roayoria 

las cf!lutns t:-p1tel1ale.:;, 1 as i\I DG K tienen .su Na-h-ATPa.sa 

ili.stribu11Ja ex1~lu.:.1\'ame11te en .su r11en1brana ba.:$olateral. Sin 

ernbaa·go, cuantJo .s1Jn senil:lt·alla.:; a t;c)nflu€'nt:;1a y 111anten111a~ .!O h1)1'a.5; 

J>Ln ca+.. c;arecen Lle uniones estre•;has (UEI que delimiten la 

reg1on ap1ca1 de la J)a.sotate1·at, y .~u Na-h-Al'Pasa ~e en1;uent1·a 

hi.:1mc19e-nean1ente i:t1.:.tr11Jl11(\il. P•)l' toda la ff.ernl)rana plasrna..t11;a. Al 

a91·e9ar c::a•-+- a la hoa·a ~o, las IJE ~"~ to1·u-1an ra.p1t.lan1f'nte y, al 

rn tsmo ;e 

transepitel.1al que 

en 

11e.-sa1·1'1)lla una 

alcanza valore.s ,1 e 

y .::09 ~·~.cm~ en 

3H-ouabaina c.temue.st1·a 

4 -1) 

que fija1::ibn espec1f1ca 

Lntpot•tante t.le la Na-K-.-\TPa.!ia quetla a.si atrapa11a 

lle 10 o 

l\Ol'il.5. La 

una fracc10n 

Pero. a pal'ttr lle e.!'te 1n1>n\e11to, y a pesar 1le la barrera 

a la tJ tfusll)Jl const1 tu1c.la por la UE, la enzln1a e.:5 paulat1namente 

'"!Uttada de e.~ta 1~€'91011. .51mu1tan~arr.ente, la cantt.do.t.1 cte Na-K­

ATPa."Sa eu la ca1'a ba.5i:•la teral .se 111l-:ren1enta, pero este incremento 

e.:; .;.1qn1f11;ut1\.·anlt•l\l.C u1<if(11· que ta 1;ant1tlat.l qu1tat.la •1e la apical, 

sug 11·1en1to 1-{ue .se debe a la inco1·po1'a1~1on 1le enz11na del inter101· 

•:'=' l u I a 1·. 

; 1, !:I :' fil 11 1 

g.,.ta 

111f111~::t11··to que ta.; 

t.'V 1 t.a llO 

Na-h-A1'Pa . .;;¡¡~ 
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.ser .stntetizat1a.s ·~I~•-~"~'~"~'·=º· Tarnb tell .se bloquea con cloruro 

t;lOl'l)qU Lna 

de 

1 <) 

ta 

an11;..n10 Jú rn:Of, i::i:in pr i1naq u tna .!O µ1\1 •.'t con 

~d'll, .su.stancia.s que inhiben ta exoci to.sis. Por lo tan to, 

p1.)lar12ac1on, adernb.s de compren.de-1' la 1nserc1on ve-ctortal de 

proteinas (rnecant.smo que dernost1•aron ot1•os autores cturante la 

1•ea11zacittn de esta tes1.s1, involucra un mecan1.smo que quita 

ct:1n1p1)11ente.s ub1cacJ1)S en sitio.s incor1~ecto.s. E.st1mo que tal 

mecani:!imo puede Jugar un papel fundamental tJespues de ta n1itO$lS, 

en et despta2am1ento y 

p1•1.1ceso en et que las 

migrac1on de las celutas , y en totJo otro 

ce1 utas deban qu1 tar momentaneamen te la 

e.strecha. uniOn cetula-cetula que las ancla a sus vec1na.:> y que, 

al mismo tiemp1.1, demat•ca el limite apical/ba.solateral 1~eluJar. Me 

resulta pertinente sehalal' adenias que ot1•a.s c~lula.s no 

epiteliales (POl' ejemplo las neu1•ona.sJ mue.stran tamb1en una 

distribucton zonal de sus p1~ote1na.i de men1brana, y que el 

mecanismo que aqul demuestro puel1e tambi.en cuidar de que no 

"e.:1capen" de J.os lugares debidos. 
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PROLOGO. 

Los i1-.ne.!' .!-t1ele11 tene1· Gt:incentl'ac1one.s i.11st1nta3 a ambos 

La.5 razones tJe esta as1n1etria 

A.si p1:i1· ~Je1npl1), 111uc11os pol1electrol1tos del tipo 

tlf.' la.s proteina~ 1) d~ l•J5 !l.Cldú.S l'ih1)1lUClelCO.S 1 .se Cll.Stribuyen 

as1rnet1·11;arnente tlf."htd1'.t a que n1:i ~1)1l capaces de atravezar la 

o:~l\li)l'ana ci:-lular y ali::anza1· un t"qu1111:i1•10. En el •::a.so t.le c101·0, 

f.'n cambt1'.I, Ja a.s1mt'."trla s~ 1·teht.- a que el inte1•1or celulal' e.:; 

electrtcament.e 11egatt\·1·1 1;011 pe .. :::p€'ct1:i al exte1·1or1 y eso 11ace q:ue, 

i:1bedec1e-ndo la e1.:ua1;tiJ11 di:- Nern.st, la 1;oncentl'aciOn t.1e este ittn 

.~ea roucl11:1 nH1.~ l.iaJa ton el 1:1t1)1.•La.!>11ia que en liqu1l11) extracelular. 

Pero hay ot1•os ione.s 1;uya.~ tJ1t€'ren1.:ia.~ cJe concentrat~it:in no pueden 

expl11::arse en ba$e a .~u3 permeabtlidades nt al gradiente de 

pntenc1al electroqu11n1cv a a111bo.s lados de la rneml>rana. Este 

.se1·1a el t;a.~1) 1Jel pl)ta.~10, 1::u).-a t:;(11lcentrac1on intracelular esta 

111ur por e-nctma i:le- la extracf'lula1-, y del ~Oflio cuya fli.st1·1buc1bn 

e.:: Ju.::tam.ente J.-1 opue.sta. Fue pa1·a expli1::al' la distribucibn <le 

e.sto.~ do.'5 ion~.~ qui'! pr1111ero .se po~tult.:i y n1t:l.$ tarde .se encontrt.> to 

que .se ha dat11:i i:-n lla1na1· "la b1)nib'1 de 31.11·110 )' pota..:;10". 

la enztrfla ''" me1111'o1·ana 

Na. .. ,K·-acttva.Ja. E:G 

Nn-1\-.\TPa.,a 

:1 . 1} • 1 . :) J 

_,,_ 

1 ,, T P fo.::;f.:ih ttl rola.!oa 
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: ¡ 

, 
i 
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.\f10:11l1'u.~ 11ut:- Ja.s N:.t-J.:-:\TP;l,a:5 •Ir:- una t:i:-1111a 1:1·1n,l1n. p1.il' 

f-Jt-ff1plf1 l<l.!t u ll •)11:.hul•.• 1•f'IJ•) u11 IL1lfu1.~1t1,, t:-.5tilll 

d.i..st1·ihu1da.s la .:;up~1·t11;1e de ta 

n1emJ_)J'a11a, las 1.te las 1~eluta.:- ~p1tt>l1ale.s $Uelen 3cun1uta1·~e en un 

polo, a~neralrnen t~ ...:-1 ba.s1)la tel'al. 

ep1tt-l10~ puedi:n tl'an~p(1J•ta1• .su.~ta111:1a~ \'~1:t1)1•1aln-1.;.io11tt:. Si Ja s 

f:l'l ll líl .. "i 0(1 tU\'tt-ran a.s1rnet1·1a, la ab.sorcit)n 

inte-..st1nal, la func1tin l1c:.-pat11.:a, la tunc10n 1•enal, etc. .ser tan 

lrtlPú.S.LblC'~"'· 

Una tte 

mon1ento n11smo en que .son .5intf.:'t1zadas las Na-t:-ATPa3a.s, puc-.sto· 

que postula que el pro1;:eso 1Je stnte.si.s de p1•otelnas ttene> un 

UJt1m•:i pa.so en el que esta.s .se tra.sp1)1'tan e .tn.sePtan yu sea en la 

con1p1·ender bien e.ste proce~1), pue~ no .se $3be cuaJ es Ja .sehal 

que Pl"l'mtte aJ apa1·uto •.le di.~t1•1ouc1tJn iJ.i.5Cl'trnlnar entre uno y 

l)t1'1) tipo df" prott'"ina, n1 iJe- quP. fc)l'ma .se Ja~ lleva 11ac1a eJ 

.J<tm1n10 apii;al •) IH1c1a eJ 1Hl$1~1:1teral. 

P1·1111er1'.I 

int1•oduc1n10.s Ja 1ntc:irn1;11:1011 conce1·111t:""ntt:'" a Ja bomba y a la Na-K-

.\.TPasa 1.¡ue 110.5 tJE:'l'1111ta plantt:oar Jo¿¡ a,:;peocto~ a que nos refertmo.:; 
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los 11L\'l?'l'.;;1J.; t:"~t\11111:..:.. r·e..it1z;11J1.1;,,, 1111~ lli:-u\ú.-,. pt·t-le1·1t.1.:i p1Jste19a1· 

has ta Jo.s rno1uen ti).,: pe1· ti nen te.:s. 

,. 
. ' itna lrnen te, 

conctu.st1Jne~~· 

ennu1ne1·arr.ü.,. maner~t .;:u.,:i;1nta n.ue.stl'a.s 

Si bLen to.;; resu1tad1:..:; ot:itenidc).S .!'t)rl 1~lnt'•Js y dt?'rnuestt·an 

.s1n amb1gt1edatJ lo..5 fenornt?'n.os que cn1~aramos, 11uestra linea de 

la Na-t:-ATPa.~a i;ontinlla .s1enJo f~rt1l, 

se ha capac.itaJv pa1·a enca1·a1· un prvblen1a, tl1)í111nar el ant.1ai;i11aJe 

conceptual, y obtener 

resultados, he segu1dú la.~ (l1re1;t1vas tle rn1 tuto1· de pre.senta1· 

lo.;; dato,:1 obtenidos hasta a.Jl1)1•a. Cabe .sehalar que estos 1Jatos ya 

han sido pa•e.senta1to..s a con91•e.s1J.s Mex. c1enc1a.s 

fot· Cell Btc•l.l y e.stan siendo 

enviados para ,,.u puh11cac1tH1 al Jout·nal l'.•t Gell BioJogy. 
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INTROOUCCION. 

rr.t'-dlr:. a LL.l.Ve-., dt- tt).~ ep1tt-IJ.O~"-· Lai f:~lula~ ep1telta!es se unen 

enttt- .si niedtante-

irnp11lt-n 1:1 tll fl\Slf".in 

u 11ld tret:~io n al1ne-n tr.. 

)' 

c;on1pleJt;t.-; 1l~ unti:in torn1an'-lo ca.pa.s que 

que 

La 

dt? t.ran.sportill' .sub.stanc1as 

que c;onf ter e a e.sta.s 

ce-lulas la tunc1on dt- tl·an.=;por'c.~ vi:1~t•:i1·1Jl de .substancias e.s la 

P(•la.1•12ac1on de .su.:. men1b1•a.na.s pln.srnat11;a~ en un doro111Lo apLcal r 

tienen y 

1J1teri"ntt>.s, r..~f.att sE-1:iar.'i.do~ pc·•l' la unton e.,r.1·tlo1::ha. c1ri':un.'ltanc1a 

•:ti.Ir':- ha lle\·üll\) il .,.;1.~p1:·~hal' qui: t".i'il.!' llll.11.•l)-C.$ r la p1)lill'l.Z<lt::1t::rll 

1~er.1enen un 91'lhlo ctin.511.teJ'i.lllLe (le tt1 .... trttiuc1t;n po1a1'1zada t.le 

ru.icro\·ealo1 parti1~ulas intt·ame-mhranates, enzimas, antlgenos, y 

i·eceptor•es hor1nona1e.s (Turne!' et al, l985; Rodrlguez-Boulnn et 

al, t964·í 

r::ere1Jldo 

R1chard.sün 

et al, 

'! :3tmon.s, 

t•)60; Larnb 

De Can11t11 et al, t 97 4; 

al, t93l; Rabi t1) 1 l98·1-i 

Hertzlingt>"r y OJal\1ao, t•J6~; Fuller f Slffit)ns, 1986¡. Tamht~n. 

tJ>a ves •.te la.5 cetuta..s NDC~ .:;on 

t.:tpe.-a\Jo.s por 111ecan1smo.s que ~stan tli;:;t1•11)utdos potarizatlarnente 

sob1·e- .:.;u.s n~e1ul>t'anas: fll una Na-t:-.\TP11.sa. ba..solati:ral (RaL)1t1) r 

Tclla(,, t98ü; Cc-r~1J1do et al. 1!161); t.aJüb et at, t'./8t; BarJ\.e1· et 

al, t·~'i~; Gt>t·r:-t,Jtdo ~t. al, t9llta.; Ft-rnande-z-GJ..'>t~I') t-t al, t'J8:.>; 

t '}85; Bt1& 1va.1· al, l •)871; (~J u n 

a p t •:a 1 (Ge-1·~ lJld o al, l ') 8 J .l; 

··')-
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Ríndle1· 

al, t'.16.:!; 

etluJo 1Je 

S:imons, 

.sen.si bl~ 

(80Uv111· 

.sensible-

}' .~a tt:>r, t •)8 t ¡, 1 :·n un t;•)t r .\ n .:. pc1 t· t.a il O l' .!f'. L -

J'1¡'1.~•)\Lltt"i'.l.l (Mt:R1;.il•t.~1·t.::. -r:t ul, t•)l},!¡ RLllill~I' et 

Salt.-l· y B•)r1.J~n. t'JB·l-1; 1-i.; uu n:1~1;an1-!"1flv ba.scilatc-ral .:le 

.:+ que puede ser e-.sttu1ulal.l1.1 l)Ol' ep1net1·111a tB1•own )'' 

t93.!); t5• un (:anal de ¡;:r voltaje-dependiente 

a Ca'""" p1·obabltomt:nte- 11)t:·a11zadi:1 ~n el ladt) ap11::al 

Y Ce1•eiJtJo, lfJ67J; }'' (f)f UH f:anal aptcal U.e Gl-

at voltaje (Sa ter y Boyt.ten, 196·~1-

En Vl;'!;til de •:iue- la i.":E-lula t..iene re9tones. .. 1e i::orop1:i;;1<.:1t.n 

dt.st1nta, (lf'l)f.' i·~al1znr un 1nten~o t1"at1<.:v 1ntracetu1a.1· que 

permtta a la.s pl'·Vtt:o1oa.:;. ~1nter.1za•ta.;: lle·1a.r a 1·ea.l1za1~ ;)U,s 

fun.:.ione.s a rl'lultlttti:l de .::i.t1r.is d1st1ntú.s en la ir11.sff1a c~luta. 

E.st.ú ev1den1::la la é"XL.>tenc1a ll~ un n1ecanLsn~o l.{l.le rel.!onoce, separa 

Y envla las prüt~ina~ a .!lU.S t·e."S-pet:::tl vo.:; destino.s. Paa'a las 

p.ro\elna.s secrett..")t•1a.i e tnte9rales de mer11t:r1-ana tanto del RE, 

Golgi y l1.sosonH1s corno de la mernb1~a.na. Plasm~tica., s~ ha 

e.stablectdo que la. pl'imera .sepa1·ac1bn (".sorttng"J oc::ul're cuando 

la ca<tena polip~p·tt.fltca naciente $e 111.serta en la merntirana del RE 

(Blobel y Ooblíe•·ste10 1 t975a,b; Hort.scll, Vanes.sa y ~teye1-, l96t.:JJ. 

La l"e9lttn arn.tno terminal det polipepti!.lo recien .i1ntet!zri.dot 

po.see una ..;e1::u~nc1a .senal d1)n(te .::t- une la pa1•t11::u1a i~e.ionocedora 

Je- la .$eilal tSRP, -..i·a.ater f Blül)t"I, t•)30), Pl'ovocando que la 

~11)l\!;fat.:ir.1n tlel pcol L¡:.oe-pr.1c.lo .se ttet~n~Hl y quP. el compleJo rtbO.S•)n\a­

PffllP~Pt.11..f1)~:3RP P\lt?"t'Ja a 3\l \'t:'Z lttlll'3~ al t·~ceptl)I' fle> la SRP, 

\Q1~all7.ad1:. t!ll )a n1e1oh1·ana 1J~l RE l~l~)"'i."I' y 01)bberstetn, l'J60t. :Se 

propone que la s~.-:uencta de a11itnotl.t;t1Jo.::; ~- el a1•regJI) 

- tt)-



trL•1tn-1en..s.1onal .-te- ~.:;ta ~e-nal, i.J~t""I ff1L11:tn 11t1r. ta pt·ot~tna ~n 

_•,tnt1:- ... 1~ sea i111~1:i1·pút·a1Ja a. 1a n:;~11:1)1·au., 1) tr·a.n$locada. al lun1en d•~I 

·RE, Las p1·1)tetna.s t11i.:1)1·i:i1.1,·ac1a~ ... 1:io .;.t'>pa1·ada.s de~pu~s y, tas 

c:.1€'.St.lllatla.'- a la f1H:íllbl'illlil p1a.sfl\3.tlt:a, debi"ll l'l:'t;C:tllOt;el' C'I tlüía\LlllO 

que le~ corl'e~ponite. E.sto .su.;ei:te con la.s p1·.:)teinna eni.ttigena.s Y 

c::on las externa.s. Rv1:trt-;iuez-BQUllln 'f .S".abat1n1 (1976) 1.leolo.st.t•at·o11 

que eo las cetulas ep1t.t-l1ale.s, lo., \'lru.s. •J&l'r.an polar1zadan,f.'ut~. 

El virus de la influenza tFLUJ, pv1· eJernplo, ._:si::o\a pol' la Dit:rnb1·ana 

aptcal y el Je la e.stomatit.Ls 1v.sv1 pol' la basola t.eral. 1..a.:s. 

\:rt·oteinas G del V.ll'U.') VS\f r la hi:-01aglut1nL1)1l (H;\J dt?>l FLU 1 

lt)1::al1zada.s en ln envoltura e.stern•t, 3~ acu1nu1an llut·ante ta 

1nt~1-:1::1c-1n t~rnp1·ana .sot1:i e-n et dorr:1n1i:1 pot· l.lünt.lt- gerou e-1 v1ru.:. 

(R1)<lt·19u~z-Boulan y Pen1le1·va.;.t, t93o; f.:<:•Htan y GaPott, l96GJ, 

ln1tepend1enlemente lle la !}llCV.:ólJaC.lt)I'\ (r;1·een et al, 1981) f di' 

la. p1·~.senc1a de las ot.i'as p•·ot.elna~ viral'-"'~"' (Roth et al, l'J6JJ. 

E.::to tnd1ca que la senal pa1•a el "so1•t.t.ng•' se encuentt·a en la 

rntsroa p1•ote1na. TPatando de ~ni-:ontl"at· e5ta. se-ha..1 se llan 

constru1d1) pt•ote1na.::. qu1me1· teas ..:ionde Jos Pl'1nc1pales ctomin io.s 

que la.i cún.stLtuyen (i.ntríl.f;t túplh3ntiC1), transmen\b1~11nat y 

ext1•ac1top1asrni.co> .se han quit.aiJ1) o tnt.ercamb1a.tJo. Algunos 1te 

e.-!;tt).j, i·esultat.tos indican que la .)f'hal pue,Ji? lc.:r<:alizat·.se en et 

dOJn1nto e-xt1•ac1topl3.s1n1co· tR()111an y úaroff, 196-6¡ t\lcGeen et al, 

t')8(1; Roth et al, t?Bí), s1 bten 1)tl'ü.'io l'e.~ulta.cJ'-."IS 10 •:ont1'ad1cen 

¡Gou-lalt'."Z et. al, 1•J8i"J. Eo ~u ll'á.n.~1tc) u la 1llernbt·ana ptasrn:J.tica. 

la.-. pt·Qtelna.:. r1,\ ~.. 13 ~i~ut:-n la rn1$rna t·ut..a ha.$ta ta."Í l11t1tna.s 

1.~1.:.ter-na~ •.le-1 t1·,JJJs ni:il..:,11 tRtni"lle1· ~t al, l'.164·; F'uller et al, 

t'Jlit.), y p1·1)liat•lr:11i~nte .\~an .)c.::it·L~.1.Ua.~ t:-n el ct)mpartin1eto 
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!-l•JUt1:11r.,~. tt.t11;J1l•• t·..:-11 t.utiu1.11· dt-l '"ªIJ,j G1:ilg1 1Hu9h.s1:in t:t 

al, l'Ji\7· G1·1trt1.h• 

El t1e.~:i1·1·.:•tli:1 d1~ la p1:01a1·1za1;1t-,n en celula-'S ept.teli.ale.s 

t'e(;:ten .se1nb1·ada.-;; •)1;ur1•e stn\Ultanearnente con el l.lesarrúllo de la.s 

un1one ... r. . .:..t.1·i:-1;ha~ ¡Gonznl~z-Mart.;.cal et al, t985b¡ Hot Sang et 

il 1, t •Jl\t)j. e; u a 111.l o ... ~ qu1t.a el 1net11•.:i culti.v...-. de 

ce-tula.s. t::>t:i1r.elu11e...-., o s~ le atl11.::1011;1n dt•oga.5 para quetarlo, la 

unt.On e~t.1·.:-c.:ha ~e ah1·e, se 1•ompe en f1·agrnentos 1 e.s endoc1tnda 

1;o.1eo11i.,1e.~i. E-t .11, 1978; Pttet~a (>'t al, 1963; Gallt et al, 197t,t, 

~· ¡._., • .., rn,1r.::adc.it'e.5= de mernl:tt·ana .!-e 1nezc1an l'' •.ti.:;tt'Lt•Uyen s.:1bt·e la 

.!'upe1·f1..:te 1:r.lt1l<l.l' 1F1~ani y R1p1:i.;he-, t•J7t,¡ Rodl't:;ruez-81)ulan et 

al, t')8·l-; fi11llt i:-t ul, t'J76J E.-;;1.e hecho lle"v·o a pr(1pone1· que 

la.s Ull.l•_11lt:.~ 

(l i fu.si.ttn Je 

'~~t.1·i:-1~ha,¡: aetllíln 

n10l~cu1as ap1cale.:; 

~~on1\.) J)a rrt=-t·a.s 

y basolaterales. 

11ue restt•_Lnge·n ta 

Para p1•oba1• esta 

l11pbte.)1.:., la n1t=-n1torana íll)l.C<ll .se 1nar1;b setei::t1van1ente con varta3 

sonda.s !Dl'ag.sten t-t. al, 1961; Dragsten et al, 1982; :5piegel et 

al, 19651. Las 1e1;tina.s un1ila.;; a la rnernbrana, 1aglut1nina.s tJe 

germen dt: tr L~J•) 

11exa •l e1.~a n i:11 l] arn1no 

nitro ben t.:e n 1)-.!- o x a-t ,3- t11 azo l} 

t 1uo1·esce tna, 

am1nocap1•011 

de gan':,Jl1os1t1os, fueri)n incapa .. ~e:- de pasar 

). 

11pld1cas t5-(M­

l-ac1 l-.?-(M-4-

tosta t1d1Icol1na1 y 

a traves de la unitin 

e.stre•::ha. F.3ta.; rnolt-i.;ula . ...; tL~n~n una ve11:oc1datl 1le "fl1p-flop" 

No oh.stante, 1)\.t•a.;: .son11as 11plc.l1ca.s 110..iut·o de 

3,~l'-•J thexad ec1l1 na d 1)t:il r ba e 1an1 na :; - [ t·I - 11 o d e·~ a n o t l ] 

a 1111ni)t1 u o t'e.~ce l na J qu~ pueden ha1~t-1· ''flip-tlop•' t.le la hoJa 

exte1·11a a la i11te1·na 1le ta meml:1t·ana p1a.~111:it.1(:11, fue1·vn •:apaces de 

-12-



... vi la1· ln u11Jt.1n o:-sr.1·c-cha y pa.~ar -Pl'€'.s111ctblt·rr;rnle P•)I' la hCi,Jói 

1 n tr.1·11a- d t' la íl p 1 Gal a Ja 1.ra.~:·:i l .t T. e 1·a 1. 

ílod r 1.9ur.z-Bo111 ti n l" o:n I ¡'} ))1) 1· ad 1) l't.".!= ti ')7'3, 1980, 1?8-~a.hJ 

l1an •1t-llll).3t1'adü ··fllt" ~L In . .-: 1~t.·luJa.'3- :'>IJJCJ.: 1111.;-.-:i:.ada.'$ ·~on \·11·u.5 dr la 

Jlltlllt'llZn (1 VSV '3011 leV:lt)T.Clda..!. C1)1l ti·1p..,;1na-l:VTA }' 1nantt71lJdil.:.. 0:-11 

La aotJ1e.~1t.in 

fle t-.~:tas c~lula.:.: a.I 3\l.5LI ato o a Otl':1.5 •:-r=-1u1a.~. rt .. 5taura la 

ge-rna.::1011 polar1z1."J.i:la (R1)o:ll'i•JUE-Z-J)Olllt1n et al, 1')1.\~l!)J. 

111l(!llll dt' Ja polít. l'!Zil•~ L(.'.ill t'·p1trl1al t-t al, 1987 1 

J.978; Sala.:. et al, l 1)8·1 /. r. a a.dllt-.$liJll d i1r:-1·L"11(:1al .-ir las 

protelnri.;; '1e n\r.-1nb1·ana a un .su.<Jtl'atü puede r,:-sulta1· en una 

di~t1·1buc1t.>n d1ter·1..~n1;1:il de p~·.:1t(•lnas olt- rn~n1tq·;!na ai:lherida.; o no 

adht-1~i1.:la.s (l\tichJ et al, J'J79J. 1197&) Jian 

detecr.atJo C3.ff1b.to.s .31911Jflcatí\"1)S rn J.\s prop1edadt::.3 blofl.s1cas, 

la .-Jj¿::triJ·,uc10n 

e.·~tac1ona1·10 de Ja f(l(ll'll1lt 

durante el d~sa1·1·t:1lli:1 •.le una 

1 (1.5 

¡una 

mo11(1t::apn 1~i:111tJnua 

111 ve-les 

la i:..:.pi:ctr1na1 

1:t.•Iulas i'IDCh, }' 

hnn notad1:i f(Ht~ In forn¡ac.it1n de unn 1;apa t.:~t.1I:t1e, 1·1t-113il y 

all.an1cntt:• tl'l.'•:iluhlc dt.: fc:11.l1·1na 0:·11 la pt;>1·1:1f'1·1a i':t-Juln1· ·~01n(:1de 

tf:"rllp1'":lt·::il )' •.1'."-P•lctalrnenT.t- ·~•)11 un t'Xlt-1"1.5;:, 1 (:Ol1ta1;T.1) 1;~lula-1.~t.-IHl<l }' 

Í{1)f11'l.,;_l\l1~Z-



1:1:.n::o 111•~1.:an.t.~1110 ite .:.1)1·t.e1) .. :illll'.• •"(lli.~ r.amL11en puede tla1· ·~uent.a de la 

l1~l':at12a1:1ti11 t.1p11_:a d1:- la un1t.111 r•-.l.1>"1;1ta t:-n 1...•I extreir,1) ll11n1nal 

1l1~l ~~P'1•~11'.• 1nt.t-a·1:r.-lular. 

La relac1011 ent.re la adhe.s10n, los 1;ontacto.s celula1•e.s, y 

la un1c:ii1 e~trecha esta ilPOi'atla por e.stui11os real1zac.to.s con 

11101ecula.s .seme.Jante.') a la ll\'(11r.1:.1·u11na en i:elula.:. epiteliale.s 

IE~blorn et al, 19801. han 

encQnta•aflo que el .suer•:i ant1t1V1)0\1)1·u11na .s~ une a tas uniones 

Lnte.~tanale.s, y \'c1.shida-

No1·1) a 1 1198·>1 d f.' 0)1).) t l':l l't)ll que contra la 

LIV(1ffit)rul.ina de célula.:' dt- te1·atúca1·c1noff1a interfieren CQO la 

a•I hes tl)ll 

c~ulab1)ladore3 

1)btuviel'on un 

1r1nhotf 

an t1i::uerpo 

e 11 p1 t:-~"'e11t~1a. ti e 

et a 1, t98J; Behrens 

la u vomor u 11na 

IrllhOff y 

et al, 

loca11zai.lo 

1985) 

en el. 

compleJo 11e un1tin i1e Ja~ et-lula~ MDCK, que fle.sacopla ·a las 

celulas y de.")truye su polaridad. Antlcuerpo.s que reconocen un 

fl'agmento Ue uvomorulina\· de ~6 Kt.1alt1..-.n qu~ carece de n1et1on1na 

desbaratan la.:- rnonocapa.5 conflue-ntes de MDGK (Ve.stwebe1~ y Kemler, 

t96G). Un•) de e.sos anticuerpos 1rrt1 bloquea la i~etorn1ac1on de 

lo.s cúrnpleJos de union en í>l en.sayo de recuperaciOn de la 

re.s1sten1~1a 

la b 1> 1• ato t· 11... .. , 

IGurnbine-t· y 

ele1::trif:a 

que se 

Simon.s, 

a la 

t1·an.-sep1telial 

1~eal1za 

t •}86). 

qu1tando 

Ant1cuerpo..s 

ll ll l t111 

1·e1~uperacLt)n 1EJ\blon1 et al, 1981). 

-1+-

y 

en nuestro 

restaurando ca•+ 

1·¡ue 

tlt,1 

llú 

tilo•-¡uean 

unen 

e..sta 



i•úla1·1zatlc:1 .. aun 1Ehldf•1f, , .. t al, l'JlJt, F:hl:tlr:tui, l96la,bJ. Du1·ante 

lii. 11:. ... niarnlrt:-L'o.o;, la dtfu.s11:in 

Jatc.•l«tl tlr.- •Jl11:1· .. _.,·,n.Jt1•Ja.d(• ... ap11;al€' ... puc.'"dt:' .,..:_..¡· 1·e.str1ng11.la aun .:_..u 

au.se111;1a t.lt:' un1i:111t;-.:- t:'-:!<otl't:'1.:ha.$ f,,1.1..tdr~n y Sarra.s, tiJ6G). 

(!01110 r.:•)11 la Na-K-ATPa.sa <I e epi.tel1u.s 

tran~.;po1'tado1·i:-3 nat111·a1~:- 1Kyte, t•)7bJ, ta.-> i::etuJas !\1DCK t1enc:n 

t'"llZlíllJ. a ~ l 111. et 1· te a 10 t.- n te di~ t1• 1 bu i11 a en la 

(Üf.'l't:'LJLdt) et a I, t 1)61), t 961 a; Lan1b et a I, 19811. 

r:aplan et al 119d61 mo~t..r:i1·on cla1·arr.€'nte •1ue e..:;ta fli..st1·i.J:i11c1bn .se 

de-be a una J1L:-~1·1:11:.n pl)lar1z:ida '!lle .sigue a la stnte.s1.s de e.sta 

t-nz una. 

l 1ht·~n1enti:- .:-n i:-1 ptan1.1 tlt- la rn..:1nJ11·ana JJe.sa1ti.s y Ygue1·ab1de, 

1•J8t:.1. r:-1 n1a11ten1rn1t-nt•:i dr.- ~.:-ta a ... 1r11et1·la .se at1'Lbuye .sobt'e tú•IO 

a la l)arrera 1~on~t1tutda por las un11>nes f'Stl'echa.s. Este papel 

de la un1bn estre1-:na. .se a•::entlla ademas p1)p el hecllo de que el 

t.ie.5arrollo de la. pola1·1za1.~1011 a.pic.!al/ba.solateral co1nc1de en el 

tlernpo con el t1e~"-ar1·ot1.:r tJe la un1bn estrecha (Rabtto et al, 

t 984; Nelson y 19861. oJ>stante, hay al9Ulll).$ 

tenbrneni:is c1e p..:t1artzac1r:in .que no pueden exp11ca1-se con1b1nan11L) la 

in.sel'•::i.On pular1za1la C•)n la re.st1'1c.!1;ir . .111 a la t11fus1tin a nivel de 

la un1on e.st1·~·~hil, lo que sugiere la part1c1pac1on 1le otro 

con t1·1p.s1na ma.s EDTA, ta.s uniones e.::tre1:1las se de.s1ntegran y la 

1.tt.stl'Lbt11;1on p1)lar1zacta 1.lt: la Nu·f-:-,\TPasa .-se pterde, pero e.s 

rt-cupt>i·ada en una.s p1)1;a.~ hot'a~ 1t~,.;pue.~ 11t: .:o:e111h1•nr la5 1:e1u1a.s de 

nue\'•). En 11 Lt:llt:• 111i:1riien ti:• una ha 1·rera a e.:o: tt- t lt"JllPO no .5ülan1en te no 



1·eit1.~tt·1hu1:1t:r11 .~1 e ... q1.11:- t:-~"ta (n:u1·1·L~ra po1· d""~vtazarn1ent1_1 

latt•1 .. 11 ~n t>I pl.1111.• •.le la 1ni:rnb1·ana. 

t;n e.st~ t1·aJ)aJo Pt'e.!>entarno.s, un p1·otOG1)lo expe1·imental en 

el cual, al tLt'fllP(' en que lo.s t1lamento.:. de la u111t.1n e.:.t1·ec11a .son 

y .:.ellados con ta.-s 1::t>lula.s vt;o•!llla.s, una 

frac1::1ün 11npo1·t:int.:- de- Na-h-ATPa.5a queda atrapada en el lado 

ap11~al t"errone1·1"J, que es po.ste1·11)rmente qu1taflíl de esta reg10n 

a p~.6-íll' 1tf.." la bat't'el'a 1mpue.sta p1:r1· la un11.:in ot::lll5•)l'íl. 

1nd11~a que la ce1u1a tiene al rueno.::. do.s rne1::ani.sn1os d1.stinto.s para 

la f11stt'Lbt11.::1t:1n 11.:>tn1P.t1•11~a •le e.stn enzima: ll una 1n.s:e1·1~it.1n 

pola1·1zi1.da '-~ua11d1) e.;, $llltt:-t1zada 1.le ll0\"1) (C.1plan et al, 1961)1, y 

~J ot1·0 que quita las Na-f.:-ATPasas de lu9a1·e.s d1:indo: no se 

encuentra norn1al111en te. Hay i.n1l 1recta.~ 'l LI e tal 

mecani.:1mo de remoc1on puede exL.st11'. A.si, la den.sidatl de 

pa.1·t1culas 1nte1·membranales (l~IPI en el lado ba.!'olate1·a1 de las 

l':elula.s l\IDC::K es mucho nitl..5 alta que en el apical tCe1·e1Jidt1 et al1 

1980J, y e.5ta a.:.L1net1·1a, que involucl'a una remoc1bn de Il'IP tlel 

lailo apical y una at11c1bn en el ba.:;olateral, puede alcanzarse en 

la pt·e.5-encia de un1i:ines y .selladas 

ft3011za1ez-Mar1scal et el, 1•Jar.1. Ade1nas1 Ma tlin et al (1963) ha 

1Je11¡1)~trad'-) que cuantl•) la protelna O 'lel v11'u.s de la e.stomat1t1.:. 

101plantai:la .;on ta supel'i"i.1;1e ap1ca1 de una celuta MDCK 

pc'iia1·1zada. la p1·(•tel11a e.~ 1·ap1dar11ente e111Jo1;1tada y reaparec;e en 

la .:.upet·ttt':lf:' 1>a~o1a1era1, l'le~•le 11011•.le- el v1ru.s gema normalfnente 

y Penllerga.:.t, No obstante, como 

-17-
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no PUt:odt- <Jt:-1lt:l'íll1za1 .~r:. 

celula1· nol·n1ale.:., y e~ 

ta1;Ll11 •• :-nr.t:- utas •Je 

.s1 un mecan1.:;tni:1 

sin1Lla1~ 1)pera aob1·e (!1)R1pont-nt~.s de 1~e1uta.s norn1ales, sin 

tnfectar. Esta 1·e.;.et"l3. .se JU3r.1tt1-::a p1Jr el hecho di'..' que, 

mtentraz- la ~Jerna1~.ion as1r11et1~1ca di? lú.5 v11,us dit" la tnfluenza o 1.lC" 

la e::;tutnatr.ti:!' no e.s atei;tallu. pl)r d1·uga.s 1.::1)roo la citú~ata1::1na 1;tue 

rompen las uniones e.strechas 1S:aln..> et al, l'J6fJí ·i\feza et.. nl. 

En i.-1 prr.-$ente tl'ah.l.JO do=:-1nt.: • .;.t1·atnú-~ p1·1rr1et·(• que un nl1rnerQ 

granl'te de Na-1-:-ATPa.sa.:; puede .:.~1- atrapado en el lado ap1ca1. 

Segu11no.51 ent1.. ... nc::e-s ~I ~u1·.so t-1) , el t.1empo de la 

ATPa;Sa.s cJel ladv ap1ca:1 en ta pre.senci.a ,·te 

sellada$, a.si tanlb.ien como su 

Nuestros re..s.ultactos in(tican que 

LOSí<l'(;tbn en el laito 

la enzima qu1ta1ta de 

apical no ~.::, nec::fr."!';ll.l'iamente la ffli.5.ma in.s~rtada en la 

ba.solatei·at. 

la l'eg ton 

baso ta te-ral. 

F1natrnerr1te, 

aspectos de 

est1·~clla y 

nuestt'1).3 t•esuttado.!> nos perrn1ten anal.izar algunos 

la 1nter1·e1a.::íon ent.re Ja for·mac::i.On de la un1on 

ta po1a1·tzac10n aptca1;tias1)la tera.L 

-!6-
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METOOOS. 

Cutt.1vo celular. 

La.s celula~" J\IDCK tuet'1)1l (ll)tenttlas ··Je la Arnrne1'1can Typeo 

Culture Collect11)n (MDCK, CCL-3.J.J. En la marorla de lo.s 

e-xpe1•1m~ntos 1.1.s 1:::t:tu1as e.:.tuv1eron i:-nt1·e 11.:i~ pa.saJe.S bO a ao. 

r~as ..::elula.s fueron crect11as a 3&.ü c)c en t•otella.s de plast1r;:o 

de.!.t:ot.!ltahle.:- ¡r::ostar 3150, Gan1bt'idge, i\lass.1, con una atrnt:i.sfe1·a de 

al1·e y o:.. de Cúz (Incubadol'a VlP co 2 ·l-!7, Lab L1ne 

lnstl'lln!ent.s, !ne., New B1·un.sw1c, N.'i.J y .!O 1111 i:le medto e-~.;;e111:::1.::tl 

111Ln1n10 d€- Ea-:ite n1or11t1cado })l)l' Dull:11~1~0 (fJ1'fEM, G1·and rsl.ind 

8t(1Jú9'lCaJ Co. tl3IBCOJ 430-lt>OO, Grant.! !stand, t'l.r.) (:l)Jl 100 U/ftll 

de pen1c111na, tcJO J.L'J/rnl t1e estreptom1•:::ina 1rn Yitl'•), ~tex1co 

D.F.), 0.8 tr; ml Ue 1nsuJ111a (ElJl Lill:f, ¡'\(eXlCO D.F.) y fO i'. de 

sue1·0 fetal cJe bobino (Flow Labo1·ato1•1e.s, ~fc:Lean. Virgini.al; este 

1nedJ.1) 1~c)mplt:oto .sera refeJ'il'lü en el texto .s1gu1ente como .CDl\fEi\f. 

La.s c.:etula.;; tuet'L)ll 11e.spt-gada.:s tJe .:SU .'>U.:Strato con una .:;oluctOn c:te 

r.rip.s.tna-EDTA fin Vlt1•0 S.A., Mextco r1.F.J y .se1nbra11a.s a 

confluencia sobt·i: un tiJt1•0 1te ni.t1·or;f.'llllúsa fi\llll.lpúl'e HAWP 293-

213; dl3.mer.1·0 de po1•0: O.+rl u.m. Mtlli.Pül'e Coppcirar.1011 1 

B.:11 f•)t'd, ~1a.:-sa1~1lu~~ett.sJ pegaflC1 a la ba.se fle 1111 an1Jlo tle pl3..:;t1co 

10.r.: Li •':1J1; altura: d.7 1::::m1 1::::1:i1110 p1·opH..sieron SteeJe et al 

11'/lJt1), r.stt'I tl1za•l11.~ en auto1::::1ave r depo.~ttado.s en grupo.s en 

CUJll.5 ptotl'l tJt:" 100 X 1r. lf¡JJl tLUX ri211, LU.'\ S.;:1entlft1:::: CorpOl'iltton, 

Calif1.)rn1a). El ton•lc.i 1Je la 1.~aJ:.t pt.~t1·1 ~e ct1J)1•1t1 Cl)ll uua rnaya 

t•J 
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4'10-t:JOOJ. No •)bstante, .:te te 1· m 1nac1on t:"S CúO un 

al Ca .. '" ae detectan coocentrnc1one3 tfe t-4 µ.~1 de 

C(1ff1enzl:• et pl'O\.Q•;olo ¿.~pertrr1~nr.al i:,:arnb1an1."10 el n1edto en arnbos 

F lJacH>n de 3u-ouaba lna. 

arr lba, lavarún .sol u ctOn 

contenta NaCl; l.8 

y to tle Tt'tt', PH i.4, u. tenlpe1·atu1·a arub1ente. 

1~et~rtda 1"!1)11'1ú "1•ing~t· ~lll ¡; ". Los antllt).5 tue1·1)n entonces 

. ---- ~ . ~ . 



SUPPORT 

MONOLAYER --'"'u.-.............. LJ 

MILLIPORE ---·~~....:..;...;;, 

F.ig. t: 01.spo.:)ittvo exp~l'tniental 1:.iara medir ta fijac1on 
especlt.ica de 3H-i)uaba1na dPI lad1:r ba.tinlateral de monocapa.s 
c1·ec1c.tas sobre filtro i\oftlJ1p~)l'f.". F1ltl'(•S con poros 1Je 0.45 
~Lnl .~e pegan a la r1a.~i;- de an1tlc1.':> de p1ast1co, y €'.5(L5 anillos 
si:- adhieren a soportes .::Onico.s f.ijad1:i.o, a un disco e.Je pltlstic1) de 
a.r. crn t.le (ltt1111e-trc• que e.5t3. st."1sten1Cf1) P•)l' arriba. El 1ad1) 
J)asoln.teral e.:; tiana.-10 i.:on una .::otuclt.rn conte-n!da en una caJa 
pet1·1 1.le tlJO x tG mm. E.sta soluc10n se a~Jita v1goro.same11te i::on 
una ba1·1·a 111a•Jnet1ca tat>ga y 1:JeJ9ada. S•'lo do.s 1Je los .sel.s 
an1llv~ d~ pla~ttf:1) .;.e 1·ep1•e$entan. El a.111110 de lado •Jert:chc) 
rnuo:-.;.tr.a en una .~t-1:1·:tt)fl t1·an.-:;vr:-1·,o;;iJ Ja¿; 111te-rre-la•::t1."111€'.5 entl'e F.-1 
an.1l11), el ftlt1·1) y la n11:tn(11~apa. 

-.:: 1-



11.!-·ld•)~ ·~··1n-.1·, ,l•)tl.:.ld•.•J •·-~ rt:il:Jllf.--Ll1:1:..-.. :~r. ad11~to11arun l.- ~.1 di:-

"lf-f-1)uab;ilna ~ .\ Ui •: l" .:: ll .1 IL TRl-:. ¡...;:•J íl l t· 1·t•1! (•d(1 L' e L , ir: ;\lo 1; 

rnarcado. 

n1ed11· ta n1a1·1;a total y la y :.• X 

El ntve-1 dt:- la 

.soluc1Qn con :JH-ouabalna t:-n ta cárr.at·a e-xter101· e-..s :.1 mm n1a.s 

bajo que el 1.te la interior si.n marcar. La.:; rr.onocapa.:s: tur?ron 

llHlt·cada.5 por a1 .. 1·11:1a (ap1~;aJJ, prir abi\.J(l th.1-5.olate1·ntJ o poi· an:JJc).s 

l"ia . .,:t- dt?- que- tue1·n .:.;11t11.~1enr.e pa1·a alc~anzat' una 1na1•1:a 1;onsta11te 

(\'er n~n.~ a11e1anteJ. 

que con ten ta i\tgG12 0.1 '.'I enf1·1a1;10 en hielo. Esta ff¡.1.lliobra se 

repitttJ llO..s ve(:es a intervalos de do.s rntnutc:..s y c;uatro \•e1.~e.s a 

interva19s 11e 

q11tta el 95 % 

(lel 3H en et 

c1e la 

resto 

minutc:i.s. 

t1e las S".tlLt1~10l1€>.5 c:le lavarlo 

de Ja r·a1t1a<:t1v1cJad t.le fondo. 

pri.mer pt:-r1c11Jo 

y la act1\-'1t.la•1 

n•:i d1ti1·1e•·on 

C::uanilo el 111ar1;a1.l1) se r~1111zo en el la111) ap11;al, lo..s 

an1110.:; ni:• !-e ,!-1).stuv1erc1n i:omo en la. t1911ra 1, .s1no f{l.lt"' tuel'on 

la a91ta~!lDn _,.~ h1·zo con un a·.1t1.ttdnr 01~ti1tal (Bell1;1) íi·~0-.:!00.!0 1 

Bellci.-. B11:itt:-i.:hn1)ll'.19y, \~tneland, N.J.J )'' el tlen1pc:i rle tncuba1tin 

L.os la vatio.:; .ie 

.! .:! 



1 ril. l t za 1 ••n d+'.- ... ~1·11ant11·, l.o .. ,-, 1 11 •: l ~-. n 1nll r1!adi:1 lavando 

lli 111 u t1"1.-.. 

Los ftlt\'1),-. '.(U€' conten\nn la n1on1:i1:apa .se t~ol~tartJn con un 

bisturl, .:'e cleop1J.:'1taron sohl·t: un pap~l filtro con la.s celulíl.:$ 

Estos, junto ci)n .~ . ._.tale.:. •-{Ut: •:1:tntent.nn '.';n .Ll c:le una dilucion 

cen tet l?.Q ~non s. rn f(1t'111ai:: 1.Qn ad i·~1onal .sobre la 

al, tl'.l8í1. 

FluJos el e 3n-ouabalnn.. 

Pa1·a medir la tu')a de ouaba1na •1€' un lado a otro, la.~ 

ta cantidad 

j la 

-1 

J :·11-t-1:.u.--ih:itna, a la 1:h.rr~a.1·a ,:;up~t·io..,1· a la 1ci.~rn.i 1;on1_~~nt1·a1;¡tJn y 

-¡ 
_J 

í\CtlVltlíld LlldLcai.la a11t.+!1'ii'11·mt:"nt~. La 

-¡ Gallf•:ornLa>, r el \º(•lnmen de 11111<1•• a~1·•cH1<10 tne 1.:; mi. E:I me•llo 
_J 

J 
,.! .. I 
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J 
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1 
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c.:sr~~•a 1ltlLtLd<1 •-=•:in .. ·l'.'nLt'-lltt:"11.r.1\ti:- y ... t:: c1.111ta1·1:.111. 

t.rans1~pitt!l1;1l ,. ~: ll. 

a1·ea .:-xpue.:.ta •l t' IJ.ti'} ' i:: n~-. La 1;(0\'l' Le\ltf:- f ll~ l t t•i:-1-aita na 

to lec t t·oc.l 1J3 <le A9/ A':}C'l ... -.1 tundo.:- a .!.() t' h1 d ~-· la rrionof;3 pa, la 

clef. leci;1t1n •le \.'ül ta Je proi.t uc i.da .-.;e nlit.l ib GQll ú l.l't.:1 pa1· dto 

elec;trotlos c.:011:1ca1lo.s a LO nHn t.le ta niont)capa. 

c~ontritJl\Ctbne:S del t1lt1-o l'' de la .-)(1\uGtOn del l:iai10, y \O$ 

valores con.::ignatlo.:; en esta tes1s cor·1·espontlen exclusl\'an\ente- a 

la monc11~apa. Cada n\on1:ii:apa se ust• en una .-:;i:ila rletert11LnacLOn f se 

Lt:i.5 i'e.:: u l tnilo.s C°(I ti\ C) p1·ometl t1) 



RESULTADOS. 

Pa i·a 1 a·' l 11 tt" l'' l'~ J í1 •~ L1'.tne.~ entre la un ton 

es.ta•echa y la di.stril)ttcion de la Na-R-ATPa.sa y, en particular, la 

.suerte de esta enz1n1a cuando t:'S atrapada en el lado ap1c::al de las 

ce1uJa3 MDGK durante la f1:ir1r1n..:1t•n dt.- la un1t1n e.,trt:-1~ha, usan10~ un 

·µ1•otocolo orlg111al1nent€' Ldc-ado pa1·a e.stut11ar la ..:.tnte.;,;1.5 y 

ensamblaJe cte la unu')n e.stre1:ha. Cuando 1a.s. celula.:. i\lDCK .~e 

.:;1en¡b1·an a 1~onfluen1;1a, .;0111Plt'tan la f(l1·rnacJ.t:rn •.le la unLtJn 

Por el 

a u n n:ed11:i con e a.,. .. {libre 

c::u++¡, .:?O 111·.s Ue..:.pue.s, 1111ent1·a,:; Ja.~ n101101~apa.s contl'•)I t1ent:n 

una re.s1.5tenc1a elect1·1ca tran.:;ep1telial iTE:RI .Z00-51)1) 

el valor de la en e.sa., n1011Qcapa.s 

de.spt•eciable. Sin embargo, .si a -=.$te tiempo la.s rnonocapas St)n 

l'.;amhtada.s a un me1.110 que contiene ca·+, Ja.s unione.5 e.st1·echa.s 

son ensambladas ,.. ~ella(las r la TER alcanza tos vaJc>t'e$ control 

t:-n unas .¡. 1t1·s tGonzalez-¡\tari.scaJ et al, l96óa,I)). E.sti:1 ha .Sldt.) 

.:lemo.strado en R"lonocapas c1·l"cic.1a.s· sobre n1a11a de nylon cull1erto.s 

La ta 1·.ia 1nue-.stra que el m1srno tent>meno se puede 

pro1luc1r t>n n1011i:11;apa.s c1·e.;11la3 en J(t,:-. tiltro.s Mlllipore u.sado.s en 

"1 ('5 t U tl t 1), 

Ga ,.,. tienen una TER de 

fll~c:llP IJbl'~ 

1 t ·.:.1: rn .! 1. ·"'in en1ba1·!}0, 

+78 

t 1 t;'ih:· 

·­-·· 

una 

Gont1nuamente en 

pero tas man ten id a.'5 

1·t-.'!i1.~tenc1a df'.sp1•ec1ahle 

t1«1n.;;f~1·11.Ja.s a n1e1.t l~J 



Ta.nla t. Re.:ststenGta Elect1·1ca Tt•ansep1tel1aJ (RETJ Lle 
lll(1noc:1pas 1le 1~etu1a.s ~IDCK .5i:-m1>radas en f1lt1·0 
Mill.iP•)l'e. 

Gon..t 1c 1011 RET 

1;1.cm'I 

F1ltr1:. -!=L11 i:·e-1 u la . .: 31 161 

GDME)f (2•&. ll 1·.:ot ·&-78 67 151 

?-11'."t.l lr:'• !illl t.~illCL(• '~º hl'S) tf.iJ 

'.\lt<d 11) ~ lll 1::1J 11~ t n '~º ht'.:>I --~ CDME~I I+ ht'.'51 3t.>8 ! 55 161 

La RET .5e ffilt1lt• 
p17il' un pulso 
r.1bt~n1d•) t-n el 
1)b1.e111do.'!I en la.s 

p(lt' me1:IL1) 11e ta deftec1::1on fle vottaJe produc11.1a 
1le c1.,r1·iente lle 100 µ.A.cm:.:?. El valor 
t1lt1•0 stn cetutas se restb a los valores 
otra.-:- tre;._;; 1;ondiciones. 



u 11 a TEil en + h I'.~. 

o 10111) 

oual)aina y, por 10 tantü, fue neGesar10 inve.st1gar s1 du1•ante 

e.st;:¡ C1)1·ta exp1:i.s11;LtJn el rnat·cador gana acce.sú al ot1•0 lado en 

cant1dade.s .;:1gn1tu:::at1vas y llega a d1.sto1·s1ona1· tas n:et.lttla.s. La 

figura .? mue.sta·a el flujo tle 31-1-i:•uahatna del lal10 aplc«ll al 

ba.:;:1)late1·al. La .::u1·1,,·a .:-upe-1•1<.ir fui:o 1)btt?o111lla 1:::011 el filtro solo 

ent1·e c:lo.:: .\'(1luG1on,..;. al 1n1.:.;n'(• nivel. La 1:::urva intern1ed1a se 

soluc1011 (le-l 

r..a gran l11tereni::1a en las 

pen.-11entes niue.!-tl'•t que esta ..s1n1pte man.Lobra es .suficiente para 

Los circuto.s. 

lleno-3 cor1·esponl.len a un grupo lle rnono1~apa.s en esta Ultima 

1~l."\nd1cion. Ellú ind11;a que t:1u1·ante los 5 min de exposiciOn usados 

la.s bon1t.1a.s, el escape de ,3H-üUaba1na es muy 

pequen o. Pat•a metlLt· po~te1·1or11u~·nte en que g1•a1.to el pequet\o fluJ•) 

t.le- t1·azad1)r que puet1e ex1.sr.11· entl'e la$ 1Jo¿. carnara.s llega a 

marcar la.s Na-K-ATPa.sas •.t~l otri:• laíJ(t, t11v1iJ1mo.s un g1~upo de 

mo1101;apa.s e11 t1·e~ .sul)!]t•upl).$, y la.;. rnar•.:an11).5 \)t)r ar1~1ba, por ahaJo 

11\0ll(u;apa.!' qui:- hablan t:o~ta.do .::o h1·s eu 11\~cl Lo .s1n Car+, y .solo 

en 1~ac1a 9rupi:1 tut- i.+i n.1.::, :J.Oi 

1olt1 s1t11·,.:;. pú1' cuat.11·~di:1 

0.2.6 y +.67 cl.t8 

1· 1:- -~pe 1~ t l va n1 en te. 
'" 
El 
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Ft9. 2: FIUJO de 3H-ouaba1na del Jatto .:>uper101' (ap1call 
al ha3olateJ•al. Lo.:: cuadrado.~ cor1•e.spi:1nden al t1lt1•.:• .soJc) .s1n 
n1on(lcapa. La cu1•va .!>Uper1.:i1• tue c1bten'.t11a 1~011 la..s soluc1one.;. 
aptcal y ba$olateral al m1.sn10 n1vet. !.a curva de c:ua111•at11).5 
J.nfert•)l' 1Ju.5tl'a el efe1::to de una pre.:;1011 hidl'osttlt.Lca pequeha 
ortg1nada por el h€'cho de que el nivel 11e la .s1)lucitin en c1..lntacto 
con el lado ba.soJater·al esta :.1 rnrn a1•t·1ba tJé'I nivel de la .solucton 
de ca1•ga en contacto .::on el la(JO ap1c::al. Los clrculo-5 lle-uo.:­
J'epre.sentan el flUJV a t1•av~.:s de una m1)11oi::apa transfe1•1da a un 
medio con ca'*"• 4 hr.s antes, y suJeta al gradiente de :.l r111n. 

-..?/'\-



Tabla .!. Mlll'l~.1.•~Ltin (le Na-...:-ATPa.sas t'll •:E'lllla.s MDCK .se111hL·ada.:; "°11 
fl!tl'I) ;\llllllJ(ll'.:0. 

i\ta. rea e ion 1Jesde et 
lacio: 

Aplcal 

Basotn.teral 

::·urna 

Ambos 

s L t10.s .:le f iJa1;1on. 
especi t Le··,_; 

L.·l- 7 0.12 l l :-1, 

0 . .!8 (t:-.n 

.... r. -1· 

.J..t..7 Q.18 (ÍJ) 

Las Dl('tOOcapa~~ se 1ncubal'•)ll hasta la hot'.n. .!CJ en n1edio .;.111 calc10 y 
enton.:e.s se t1·an.~f1r1et~1ln a medio con cal1:i.o poi· lhr. Los sit1ú.1; 
especlf1co.s se obtuviet·'-'n como ta c.1i'f~reni;:1a entre la.s 
marcactones 1;011 una soluc1t1n de 3tt-ouaba1na 10-ti M y ot.1·a 
c(ue tent.a aden1a..s un exces(r de 5 x 10-4 il-t de ouahaina fl'la. 



a11~l.11)?- lad1)~ 1111.lti..:a que C(tn este proto•~olo el nl1111er(1 dt~ Na-J.:-

A·rPa . .;a.10 ar.1·1hutdn . .; a un lacl1:i de-te1·111tnadi"1 11(1 e:stuvo .:)t?l'tan1ent€' 

ti:1·9t\·er.')ado p1:i1· el n1a1·cado 1.le- Na-J.:-ATPasns di:o-1 la110 op11t:-st1), 

El .stgu1ente punto tue 1nedt1~ la canttflad de Na-f.:-ATPa.:Sas 

atrapada~ en el lado ap1Gal. La t19. ~la 1nuest1·•1 to.s marcaJt-.:. 

t(ltal y 1:::1)t11petido con ouaba1na tPla, y la 31) In d1 te1·enc1a entre-

ambo.;. 9rupos de vatt..11·e.s, la 1:::ual ~e ton1a con¡o los siti1).S 

. ..;e ha mo.stt·ac:lo previamente 

qu~ 1:::on este protocolo la.s un1c.:ines e.:.tri:-i;ha.s npat'ecen P.11 l'eplica.s 

de 1~1·1otractura en .solo 15 rnln, con f 1e1·en un a TER <I e .100 

> 
~ h l'.5, la TER alcanza va 101· JU:tXlfl\1) :~.1;111- e 11 una.~ r qui:- o ll 

en + 11 t· .5 (V€'1' tan1blen tal.ria 11. E.s t(• 1nfl11:::a que pat·te <le la 

enz1rna e..;ta Pealmente a tt'a pal.la en el lado "eq UJ. vocado" t:I~ la 

ce-lula y que es quitada en la pre.sencia de uniones e.stPeclla.s 

.selladas. 

Nuestro .stguiente punto fue .-,egu11' la apa1•.ic1ttn de Na-K-

ATPa.sa en el tadfJ l:1a$olateral. El p1·1n1f'1· pa.50 co11.s1.stiO en 

dete1'1nina1· la extensit:1n ~1e expo.s1c1on requerida pal'a alcanzar el 

marc;ai:to (le .sa turac1t.rn. La Flg. ..¡. muestra las marcaciones total l'. 

1~001peti1ta i::,.n ouabaina fa·1a en tuni..:1on del tiernpc) en monocapas 

ma~luras (Esto e.s: que han .sido 1ncuba11a.s .?0-24- ht•s con CaT+). 

unione.5 e~tre1.:ha.'!i bien 1~.!'table1;1cJa.s 1 la.s i..:elulas ve1:1nas e.stan 

mur J11nta;!>, el tnterespaG11:i t(lrtunsn, y la rnt'"111brana 
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Jo"'ig. 3: a) curso ten1pt..-.l'al del marcat:IL"l total 1 (cuPva 
~U:periot•J y el c;on11:.et1do l•~ut·va inferiol'I rJel lado __ -- ap~cai'Cóñ 
li-ouahalna. Lns n1on1)capas han s1c.i1::. culti\•ada.s -1;-¿-.. -· 201 111·s en· 

un medio C•ln t-5 µI\t de ca++, y fttet•on cambiadas a otro 
1nedio con t.8 n1l\t de ca+"" al tie1npo ce1·0 en la absci.5a. h) 
Curso tem1>01•at del r11a1·cacJo e$pecific1..-. de Na-K-ATPasa.s en el lac.10 
ar>icat, despue.s de ta ad1cib11 de ca ... +, obtenida con10 la 
diferencia e11tre la.s dos cur\•as ante1•1ores. 
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Ftg. 4: curso tempo1·al del DH1rcat10 de 3H-ouahaina lle 
monocapas maduras de celulas f\otDCh p1·epa.rada.s con11) en la figura 1. 
La .sotucion de 3H-ouaLa1na esta en contacto con el l:J..do 
infer1(•r 4basolaterall de la n1onocapa. Al final de cada pe1'1oi.lo 
de n1a.rcado, el tilt.1•1) con la monocapa .se lavb con itlgGl.? 0.1 
r.1 1 se corto con un b1sturt y se contt1. Lil.$ cur·vas supePlOP e 
interior tcu~dt'ados \"aC1üSI rep1·e.sentan la marca con dH­
ouaba1na 10-0 !'ti en ause1"11.::1a y en pre.~encia d·e - 5-----,i:- 10-.i.·-·¡\1 
de ouabaina no marcada respectlvan1ente. Cur\~·n de enmed 11): 
diferencia entre las ma1•cas de los dos g1•up1)s de mono1..~apas, la 
cual se toma como marca e.spectfica e.te Na-h-ATPa.sa. 
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1 

l 

y, con..;19u tente, cont1turen el l 1m i te supe1·1or a las 

dtfii;ultades l1e a1canza1· lüs si.t.10.s ele bornbeo con t:'l trazador 

llenos! que el nt..t1r.f!-r·o de s1t.1(1~.:.. e.::pec1í1co.s alcanzan un plateau 

Oe acut:l'<lO ct'.ln C.5itO la rr.tlt·cacttin de Na-1:-ATPa.sa.s dt.~ 

este lailo se 1nld10 con exposicionc:·_o: de 10 111111. 

La F ig. 

de un medio s1n ca+... (~O hr.s) a ütro que ·~oniiene t.8 n1l\l 

en la region apical, y to.s cuadt·ad1.."l.~ llenos la in.!'c-l't.~1t)n en la 

basolateral. La curva .:;uper1or (t1•1an.:iu1os1 co1·1·esp1. ... nde at nt1ff:e1•1) 

(le sitios totale.:; en la .superficie de la.s cetutas, r refleJa el 

hect10 de que, ademas e.le la -hipotf!-tica- transfere-nc1a de sitios 

de una re91bn a ta otra, ta cE:olula esta inco1·1:.orando nuevas Na-K-

ATPa.sns.. El estul110 del origen de nuev(ls sitios t·equ1ere 

figura.:: e, )" 7. Ya que in\•oluc1·an el 1na1·cnt10 de 1nonocapa.s p~)l' el 

lado--~basolate1·a1 en funcibn del t1e1npo, fue nece.sa1'10 l1ete1•rn111a1·­

que tan rapido poden1os lavar la :'.11-t-ouaJ:.iaina q\\e no se un1b a 

sitios espec1f1cos . Pai-a ello s~ 1na1·cb especifi~amente un grupo 
. 1 J de rnonocapas maduras y el nt1rne1•1) de .s1t1os ohtenido se tomt• co1110 

lOO 7. (fig. 6J. Un segundo grupo de rnen1h1•anas se t1•ataron 15 min 

J con ouabaina fria para sntural' iodos los sit11.-.s e.specificos, y 

luego se ma1·caron con 31-1-ouabalna. Este gru pe) se 

· 1 33 
1 
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Fif. G: Cu1·s1) tt:or11po1'al del nttn1e1·0 de Na-K-ATPnsa.s de Jos 
Jad.o.~ np1cn1 (1~11·cuJü.5J r l:.a..;;.:ilu.t.c-1·al icuailpados.1 en íl111c1bn del 
tiempo desput:-s de ln ad1c10n de- Ca"'.,. l.8 1-:.~1 al tiempc1 
cero. Los tr1an-:i1110.s. cor1·e~poncten a la S\1111a. -1.1r tos- ~sitios--· 

ap1cale5 mtt..s Jos })asotateJ·ate.s. Cada punto eN:pet>lrnental 
representa c-1 ppon1edio (te 4-15 n:c,nocapas 1nd1viduales. Las 
010.l'CO.C10nes aplCnl )' bil.St)lateral flJ.f'l'Ol\ Peal1Zada.S 
s111"1Ultanearnent.e en diferentes grupo.s. elfo rnonocapa.s. 
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Fi9. 6: "\'l'ash-t.."•ut" l'Je 3H-ouahaina del lado basolaterat. 
un grupo dE- m'-""tllOcapas se mareo Ct)rno en la figura 3, y su nt1n1ero 
de s1t10.s e.speclficos, t.3t:. ± 0.19 x 1ott siti-o-s----po1~-
cent1111etl'o cuadrado (n = 131, se tor11t1 como el 100 r.,-·--E-t~·e.s·to·•-de-";-.~---­
las 1nt'.H1ocapas fuel'on tncubada.s.: con ouabaina fria 0.5 1ntil durante 
15 r111n para .::aturar todos to.s .sitios de f1Jac1011 e.specit1ca, 
lavadas intensamente con r.ingt-1• sin J.:, y mal'cadas poi• 5 min con 
31-1-ouaJ)aina. Se supu.so que, debido al bloqueo previo con 
ouabatna fria, la 3fr-ouallaina no se flJO espectficamente. 
Estas 1nonocapas fueron· la\•ada.s con Itlgc1., O.t ll-1 enfriado en 
Jtielo, quttatlas pe1•1titJ1can1ente r cont'acla.s. El l\ol9Cl,2 se 
carnblb despue-s de cada rnue.streo. Cada n11..~nocapa se u.so con10 una 
n1uestra t.lnlca y luego .se deser.hti. Lo.;. resultados se ex:pl'esan 
como llOt•centaJes del grupo control. Cada \•alor i-ep!'esenta 
promedio de 3 rnonocapas. 
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ent•".t11i::es t1e ta 1nane-1·a lnú.stra..ta en la ftgu1·a 1, y las n1011oc.::apil..s .se 

qu1ta1·1)n y conta1·011 pe1·ibt1icamente. La flgupa ll 1nue.st.l'a que el 

t.razaitor se la\•a rap1i.Jarnente, y alcanza un mini1110 en 10 n11n. La 

119u1·a 7 111ue.:st.1·a un segundo l1po rle experimento, con1p1·ende varios 

'.Jr\lpos t1e rnonocapa...;; rna1jura.:- 11i~nt1cas. En el pr11J1f'l'l) contarno.s el 

con un puJso de ouabalna tt'ta (hloq11e a1·1~1. 

r·f'.sultadc1.s de la figura 6 put-de e..s¡.,tot'íll'."SC que la 1:iuaba1na fl'la 

fue1·a lava•:ta en uno.:. 10 Jf;lll, y qu~ la 1;ant1dad rernanent.e en la 

r1101101::apa es despr·ei:.:1J.l)Je. En este 9rup1) de 1nonc1capa.s rr.ei:J1111.:1s la 

pul.Si)¿. de iO rr.in. Lo.s re.:-ul tado.s obten11.1o.s ind11.~an que, n pe6al' 

tlel bloqueo de .sus .sitios de !:ion1beo, las rnonocapa.s 111ai:tu1·as no 

agregan .s1t10.s nue\•o.s al rr.eno~ pc11' 

cla1•a d1fe1·enc1a con las rroono•;apa.s 

Ca++ a rnei.110 con Ca++ ff1g. 

.:! llr.~. E.:sto 

t. l'í.l n .!- f et· id a.s 

..::c1n.st.1i.uye 

de n1e-dio 

5). PO l' consiguiente, 

una 

Sln 

Jos 

si t1os nuevos no Sc.."111 in.sel'tado.s corno una re.:, puesta al bloqueo con 

ouabatna, .s1no que .son ~11.spat'í.l.düs p~)J' la adic1t1n de ca++. 

T1·as de est.n serie de contr·1:iles irnpre.scindil:ile.~. esta1no.s 

ahora en condiciones de e.stuct1ar .. ¡ origen ··-·de ·-·JQS ·- $1t1os---

111.sePtado.s en la rnen1brana ttasolateral dt?-.spues de transfer11' las 

n1onocapa.-s a un rr:ed10 ct.-.n ca++. La figura 8 rnuestra en la.s 

dos prirne1·as co1un1na.s el numero total de .s1t1os ant.e.s y despu~.s 

de la transferencia a ca++. 

corresponde a monocapa.s expuestas 

¡..Lg/n1l de c1clohexin11da. El 11ecJ10 

La 

al 

<le 

terce1•a 

ca+.,. en 

que este 

colurnna 

presencia 

1nh1bit.lor 

(Ql'ÍS) 

de 10 

de la 
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Fig. 7: ~tarcado especifico t1e Na-K-ATPn.sas 1.iel lacto 
llasolateral de rr.ono~apas maduras, antes y de:!>pues t1el _J>Joqueo-de--­
tos .:ittio.s de l••)nlbeo con una alta conc..-:entl'ac1on de-.. ouabaina:-:no-=-~~--:"'."· 
radtact1Ya (bloque or1s1. l.as rnonocapas fueron per1oc11camente 
marcadas del lado basolateral, u~an(l1) t'ulso.s de to 1n1n. 
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FJg. &: Efecto t.te la clcloltex1n1ida c-n el inc1•e1nentc.:1 de lD.5 
siti(•S 1:te b(l111he-o basolate1·a1es p1·üdu,;:1do por el en,.+. La 
dro~a UO µ.9;n11J se n91•ego a monoi::apas n1ant.en1da.;:; t'll n-.g~10 
sJ.n ca+"" poi• 20 hr.s ú Ollll ante.5 de ca1r.01a.1•ln.s-n. n1ec'llo -.con--· 
Ca"",., r estuvo pi·esente en ta soluc:1t•n tlel ba\10 au1~ante la.s ·t. 
111•s de eKposicibn al ca-t-T, Las ba1•ras (izquiet'da a derecl1a1 
representan el numt:ro total t.1e .s1tio.s e.speclflC\."l.S antes del 
Ca"'+, ·'- llr.s de.s:pues de estt? ion, y ·&- l1rs despues de e.ste 1bn 
pero en p1•e.sencia de ciclolleXirnlda res pee ti var11e11 te. 
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stnte.::1s cJe p1·ote1nas pre\•1ene el lni::1·ernent.1) .:-n el nutnero de 

Si t.10.:; en e-1 la!J1) baso la t. era 1, lllilLCíl que .son 

s1ntet.1zado.s dt."' novo, }'' nL"1 papei;t:·n de1·1va1· del ladc> apJ.cat. La 

figura ') 1nue.stra que el inllibltlOP 111)· e0v·1ta la retnoi::1t1n i1e s1t1•).S 

en ta 1·e!]10n apical. 

Go111c1 prueJ:.1a llef1n1t1va di: que los sit.to.s <le bornbeo 

1'.{uitados del lado api.cal no ~on t1·an~ft-r1do~ al hasolateral, 

Ldtl'arnl)s un pl'otl)colü tloni:te ta rr:ar1:i1·ta de los ott·ü.!i 1)1·1gene.s de 

\i.)5 .>;ltiús ))a.solatP.rales íue1•1)l\ rn1n1ir11zado.s. A.51 IO.'S ¿.1t1os fa 

ex1stente.s en t.".5.te lado, ant.es de la adi•::1t1n de Ga ... ,., iuer•)ll 

1Jloq11eat.1os durante tl) n¡1n t:.·on ouabalna fria 1:::omL) i::n la figu1·a 7. 

La inse1•c1on de Sl ti0.5 rec1en sintetizados se t:'V i tb con 

ciclohe:s:i1111(líl c::orno en la figura 8. Las monocapas ~l;t."' d1,·1t11er·on 

entonces en dos grupos: et t:.r1mero tiene tamb1en J)loqueal1t.•.s sus 

sitios api.cales con ouaba1na fria¡ y el segundo .se mantuvo corno 

cuatro 

horas despues, los sitios e.spec1f.ico.s ba.solateralt:os se n1arca1'1)n 

de ta rnanera usual. se supuso que, .s1 11).S .s1t10.s ap1ca1e.s eran 

t1•a11.sfer1r10.s a la basolat.erati el .segundo gpupo podrla exl11J:i1r 

una mayc11• i:.ohlat::ibn ~1e sitios en esta cara. La tabla 3 n1uest.·1 

que nt.) Tue el caso, y que arnhos grupos de rnonocapas tienen una 

pobla.·~1on .s1r1111ar de s1t10.s l)a..solaterales. El nllme1•0 de .s1t1os 

encontrat.los en a1nl.Jo.s ca.so:::: es rnucho rnas pequeno que las fi9ura.s 

•&-1 5 }'' 8 po1•que, con10 menc1onarno.s arrltla, 11).S .s1t.10.s pre­

existentes se bloquearon ant.e.s y 10.s t·ec1en s1ntet.1Zal10.5 se 

ev 1 ta ron con c1clohexi1n1da. Aunque la conc1u.s1bn p¡·1ncipa1 es 
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1;o.i_9, 9: Cf~ctc:i dt~ la 1;ic:lohex1n:1da ton In re-r11i:u;1011 tle SLtic•.-5 
1Je fiJac1t1n apjcale.s. El protocoll.."• experirnent.al es el m1.s1no que 
t:on la figura r., r la co11centra .. ~1t.1n lle la. dl'oga- · fue· 10·· µg, ni· 
1:1Jn10 en Ja figura d. fn = 6). 
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T11bta J. Instalac10n ele Na-J..:-ATPasas t'"ll la rne1nJ.1rana l.ta.scdatt:>ral. 

Lado ,\p1cal 

Bli:1queado 1.~on l)Uahaina fl'ia 

Sin bloqui:o 

~ltios de fiJac1b11 
ba.soJa ter a le:5 

t10-ll ,1;r¡¡-.::¡ 

o . .¡ . .? 0.03 

0.39 0.02 

Ambos grupos ele monoc~apas tll\"teron sus s1t1os üasolat.e1·a1es p1·e­
J>loqueados con e."tuabaina i1•1a corno e-n la figul'a • , r la s!nte.sls 
(le, proteinas 1nhih1da con c1clohexin11da 1.~on11). en la figura 8. 
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que 11)s sitios apicales no pueden llegar a la IJasotatePal, Jo.s 

t•esultad•)S de la tabla 3 confirman adernas que la 1nh1b11~1t1n de la 

.sinte;:;1.s de p1·ote1nas impide t.~1 1·i:=ap1·1;\·1sJ(111an11ento de Na-K-

,\ TPa.sas ba.sola terales. 

Para conlpletar- el e.~tudiü, qu1si'n1•)~ anal1za1· et 1necan1.s1no 

rie lr11:1)J'po1·ac1bn di: J\·a-J;-ATPa.sa.s a la 1;:a1·a ha~olat1~ral. 

ana11.s1s se dc4 talla a 1;ont1nua1:::1t•n. 

La f1gu1·a 10 mt1t"$t.1·a que c·I t~l·:i1·uro ole amonio, la 

prt1naqu1na r la clol'oqu1na, que .son 1nh1b1d1:.1·es de la exoc1t•:i.s1s 

(l'!loo1·e al, 1983¡ nroh'll al. 1964·¡ al, 1983¡ 

Gottl1•.:J) et al, 198&J ir11p1den la J.ncorporacibn de Na-J:-ATPa.!-as 

que ocUl'l't:> en las 1r.on.:n!apas contt'•'.11 desput-.s dt: 1<1 adiC:lt111 de 

ca+-t-, CC•l1 lü.s re.!-Ultados obtt<nido.:; en este 

1atio1~a torio con tecn1ca..s de i 1Jac1tin de vol ta Je en 1;t-I ula en tel'a 

¡Gonzalez-ti1aris1~a1 et aJ, t987) que llltl Lean que la transfe1·en1.~ia 

de mediCI .sin Ca "'T a 1net.t10 con Ga +T Pl'OVl)Ca un inc1·e11iento 

s19nif1cati\"O de la cantidad de .supe1·f1cie de n1e111J;rana, y que 

este increment1.; es e\·1tado por las n11sn1as dro:;ras usada.s en el 

expepi1nent·: de Ja J1gupa JO. 
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Fig. to: Efecto de Io.s inhib1dore.s de la exo.::1t1)S1.s en el 
incremento 1te las Na-1-:-ATPa.sas ba.solaterales que ~1gue despue.s de 
expone1• •t. ltrs a t.8 1n)f ca++, Las n1onocapa~ se u~antttvieron 
durante .?O hP.s en rnedio .sin ca+"". 5 m1n antes de camb1aPla.s a 
medio C<.ln ca-t- .. fueron t1'atada.s con cJorui•o de amonio to rnti-1, 
pr11na•:¡uina .?5 µ1\1, o cl1.1roquina t1) 1.~M. E.stas dpoga~ 
estuvieron pt•e.sentes Uul'ante las .¡. J11·,:; 1_1e expo.srcTl111·---a1- ca....,.;-:-·-­
La.5 p1•1n1eras do.s i::oJurnna.s de la izqu.tei·da, co·r1•e:sp-0·11de·n a 
mol\1.lcapas rnantenldas .sin caT+ y con ·1- hrs de t-xpo.sicibn a 
este itn1 1•especti\·arne11te, y sirven con10 i::ontrol del t;'\f~cto del 
Ca ..... :sob1•e el numero de sitios de hQrnJleo. Las tres colun1nas 
de .la derecha, coPresponUen a monocapns que, a pesar de que 
e.5tu\·teron en medio con ca++- poi' .¡. 111'.s, no illCJ'enientaron .su 
poblac:10n de sitios de íiJac1tin delJido al tratarn1ent(1 con Ja.s 
d1•09as e.spec1f.icadas. 
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DISCUSION y CONCLUSIONES. 

E.sta bien e.stablec1do que el g11ct1s1do ca1·i:t1acl) ouabnlna 

e-.:: un inhibtdor podel'ü.Sú y allanh~nte esper.:1t1co de la Na-1-:-ATPasa 

(Ruolt(1 y f.:yte, 197-1-; F1>r·bu.=11 et at, 19761, y que las Na-h-ATPasas 

de tus c~lulas i't1DGJ: no si:1n excepc1bn (Ce1·e1Jl1.lü el aJ, 1980, 

t98th; Ral:iitú 

rnadura.s de 

lc:u:alizada en 

y Tchao, 1960; l.arnJ.• et al, 

celula~ :i1oci.: esta enz1rna 

t98tJ. En rfl(•nocapas 

esta especliicarr.ente 

el lado hasolateral (C::ere1Jido et "1, t 981); 

Louva1·d, 1980¡ Captan et al, 1?86), y esta as1met1·1a 11a .sido 

at1•iJ)Uit1a a la existencia de las uniones estrechas. No obstante, 

rn1ent1•as ta distrilluc1on de enz11nas taJe.s como la y-glutarn11 

t ranstJept id asa la fo.sfatasa a1ca11na . esto. ret.ardat.la con 

re.spect1) al desal'rolto de la.s uniones estrechas (Rabito et al, 

t98+J, tas 1nterrelac1one.s 1:011 esta estructul"'a y la Na-h:-ATPa.sa 

110 .son c1a1·a.'!'. Por un lat.10, ln 1·uptura de ta un1on e.strecJHl con 

quetante.s (te i::a++ de.struye tamb1en la di.str1buc1on as1rn~tr1ca 

(le la enz11na (Lou\•ard, t980) r provoca una ret1ucc1ttn de 67 t. de 

.su poblac.ion en la 1neml)1·ana pla.smtitica IRab1to et al, l98(1¡, At.ln 

rnti.s, e.it.O portria se1· un efecto dl1·ect.o de la .--.l~emoc1~1n del 

ca•+, >' no nece.sar1amt'nte deberse al desensarnble de la un1tin 

estrecha. Por otro lado ohsel'\'amos en el ppe.sente e$tudio que 

tales Na-t:-ATPasas pueden sel' dist1•11>u1das en presencia de 

unio'nes estrechas en.san1btada.s y selladas. 

Receptores y ligando.s pueden tran.sfe1•11·se di1•ectamente de 

-·H-



un lao.to i:te la cetuta al opuc.::to fl\li:•.:.tO\' r S1ro1.ster, 1985J, r Ja 

Pt'(•teina G dt."l \•11·u.s de la e.sto1nat1t1s artif1c1alrnent€' irnplnntaLla 

en la .supel'i1c·1e apical de la.s .::eJula.s l\lDGh e5 endt"lCltada y 

en 1:ta_~o1a ter al lf.f a t l 1n et a 1, 1?831. r-;c:1 

obstante, la compa.l'ac1t.1n dL• Ja.s cant1dadc.:: c.lt- Na-1:-ATPa.sa en 1i:1.s 

l.'.ldo.s apical y JJa.S1)latera1 (tahla .!J c;on la c:antidad dt~ sit1i:1$ lle 

l:i(1Jnheo 111.sei·tado.s en f:l d•)rt11n10 ba.!!olatc.-1·n.l cuand(• Ja ~1nte.:=.i.s de 

pr1.."lte1nas esttt int1ib1da (f1!J. 8J, .sug1e1·e que Ji:1.s sitos ap1ca1,~s 

})(ldt·iau no .ser t1·an.~-tc·r1dos al do1111n10 ha.51)latel'o.t. 

Vega-Salas et aJ (198(1a,lJJ han n1i;1.strad<r que ceJulas l\IDCK 

n1anten1cJa.s poi• .!O hrs en 1nedic1 l1J:11·e de ca ... - u.5-ando el rn1.sn10 

protocolo que .segu1n10.s en e-J p1·e.se-nti: e.5-t.ut110 (GvnztiJez-!lfnr1.scal 

et al1 1965a.bJ 1·et1enen rnal'cnc101·e.s ap11;ult-s en un corr.pa1·t1rne11t(I 

in trac1~l u lar grand e (V A C), r que e.:. tos 

ap1ca1 Uespue.s (le Ja a(t1c1ttn de ca..-+ 

que eJ t.lom1n10 apical puede 1n3ertarse 

apal'ecen en Ja 

(fig. 111. Esto 

rnas1 \•ani.en te bajo i:-1 etei;to 

llel ca+"'. El hecho de que pollarno.s: detecta1· Ja Na-K-ATPasa en 

el lado ap1~;aJ en la pl'esen1;1a de un1t)ne3 estr-ecllas, ind11:a que 

Ja in.serc1ttn t.Je VAG.!- no con.stiture la c1·eac1t•n lle u1la reaion 

ap1ca1 completa (un ion e.strecha-. -un1t':in e.stret.~ha), ·-sino· -·que-·~t.-.n-­

inse1•tatJa.:: en un t.1on11nio apical qt11? es ilefinido en el n101nento en 

que la un ibn es ensamblada. 

La n1emb1·ana pla.sn1titica e.sta. contJnuarnente endoc1tandose )' 

su pe-rt.lit.1a es balanceada por la in.se1·c1bn de men1brana (JeJ 



o 

Fi9. tt: Ren101::itin de Na-h-A TPa."Si1 }' fc)l'Ola•::!t.•n fle Ja rt:-91011 
apical. La.:; c(:>lulas ~IDGJ; le'-·antaüa.s i;on tr-1ps1na-EDTA c:-ndo1::1tan 
una t-racc1bn grande de- .supePt11-:1i: rueroJ)J'anaJ. La.:. ct:Jula~ 
.se1nbrad::l.s y n1ante111da.3 Jla¿.ta J<i hl' .:!O en rr.edi1) ~111 (:a .. 1' 

1·e.stau1•an pa1·c1a·Jn1E"11te $ll .~upel'i1cif' 1nernJ)ranal a un 78 del 
valor en una ceJula l\IDGJ.: n~adura (Gonza1ez-~la1·1..::(:aJ +:t al l'JílO) . 

. SUJO 1:.sta cond.icit"Jn contient-n un conpa1·t.in)t:ol1tO intrac.~c-luJa1· f\'AGJ 
d•)nc:Je .se acumulan n1a1•ca'c:1c.)J>es apicales (Yega-Sala.s et al J'/Ofll. 
cuando las moni:i1;apa.s .se tran.sf1e1•en a 1nedio con ca+•, Ja.:; 
un1one.:: e.st1•e.::-has con-:1enzan a f1)1·ma1·s(' fG•)nzalez-)lar1.sca1 et al 
1985bl y Jas \--Aes .~e tunden a la pa1·tt- .supe1·1oi- de la i;t.·lula 
(\'e•Ja-.~ala.s et al t98(d. Est~ pro1~esc1 Jn\·01uc1·a la ad.i1;1Qn de un 
.:?2 ... de sup.:-1·tic1e n1e1nbl'anal ext1·a fG•:inzt1ll"Z-~la1·1si::ul e-t aJ 1987) 
r puede (11'.i:Jlllal' ton prini:1p10 do.:; .5ituai::1one.$ p1·1nc1pales: a) que 
los 1.-:ürnpon.:ntes de la unit::1n (l)Ji:•qucs \·ac10.s1 estu\·1e1·an 
conten11Jos {'ll la ,._\C y .:;.: adhir1c-1·an durante Ja tusit.:111¡ o J:il que 
puclll .. 1·an ser insertados con un gpup1:i 1ndepend.1f-nte ele \"t.,..si•;uJas 
exo1;.¡;.i':"•_t1_ca..s. En f'Stt" ~c·:.:iundü 1;asn un ntunc-t·o Na--1:-..... , TP~rsa.~· es· 
atra¡}ado rn0..5 alla de Ja¿. un1(111e.s est1·t:cJ1a.s, y c:JeJ.ic-1·a se-1• qu1tallo 
de e.6t.a p1).s1c.1bn. La 1ntor1nac10n en c-1 pre~~ente traJJnJo ia\·orece 
e.!- ta llltin1a po~1J>il1dad. Tarr.J:i1en i11d1ca que Ja t-nz1111a qui ta da 
(1) pue11e no sel' 111.sel'tada en In meinJ>Pana hn.':'Olatl."ral f.:!), .s1n1) 
que las bombas que llegan a t:".:;ta l'e•Jibn par1~·~en .sc~p s111tet1zadas 
df' no\•o (3J, El d!LttJ•) de l.1. 11ere1;!ha l'ep1·e~enta una c::etula 
ep1teJJnl madut•a con ~u.s un1011c:-.:- l"'.Strec11a~ i::ornpletan1t."nte 
formadas, )' Sll.S Ct)lnponente.s ilPlCíllt-.5 }' l.1a~olatt"'l':llC:.:' )'a 
so1'teadü.s. 
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Int.er1úl' a l. 1977). Lo~ 

este- tráfico ex ten.si va. y te rn p o 1· a l rn en te, 

cornun1cant.i1..).se a irave.:. de una Gon1pl1~ad:a ende-na Vt:.51cutnr 

(GiJtd.sti;.1n et al, l')85). 

A.5l. Charcba.1·li 

se tJ\!so1".;>an1zan en .!+ ltr.s y :>t:- i-~1:>l'ganizan en 4-8 1:ti.-1s, en 

L11~nen Ja re01on 

Toda v la ni:• 

la un.1.l.:in estr~clla tJuPante ta desorgan1zac1bn 

l 3.3 11niones han sido 

desensan\hladas. Las celuJa..!- migran y 

J (:a1nh1an tle vecinas r f1·ontel'n=s €-n cond1ctt)l1f'S en que un 

l'01nptff1l~nto en ln baPr&1·n. c;ú11Stl.tu1tln por la unir.in est1·eclla 

J 
l'.tu1·ant1'.!' la l'enovacit1n celular no1~mal de la rnucosa intestinal). 

J Las ... ~t-tuln.s epitc-Jiales en cultivo pueden (l.iVidlr.se si.n di6rn1nu11~ 

J el .s.ellü (le un1c:1n, co1r.o lo 1·-f:ve1a el he1;1\o d~ que se han 

<..-ib.servado i1gu1·as ni..tttit1cas ton el ap1ce de dorl)oS que ci:1nt.1enen 

J fluido (!lotullin.$, 1985). 

J 
l..,nJo el efecto t..lel A1'1P <:ic:lJ.C(I, y de lnductorc·s qu1micos di? la 

sin pe1~de1~ el -tuet'te .sello de las un1ont:s entl'e la.s c~lulas. 
·-1 
J (l:ennei.sy y Le-ver, 1984}. En el presente tl'abaJo ri~ost.Parnos que1 al 

] 
-·l·i'-



::-· •1J.~tr1bue.iti11 dto 1ne•::an1.snl(l.5 de.· pepn1cac1t.111 S(1n i·t:atlza•1o.:; a pesar 

de ta p1•e..sencia 111:- Ia.s un.ione.s estrecha.~ r si_n 'llli~ .st~ aJ)ran en 

elln.s brechas pel.i.g1·o~a.s pal'a el pnsnJe (le ~ub.stnn1;.ia.s. 

···'--·'·------------·----------~-----··-····· ---·-·----------··-· ·---------··-----·--·---------·-
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