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= £t Na-K

Lg bombe de sodio-potasio ha sido purificada de difes=
rentes organismos y tejidos,como son rifidn de pereo,cerdo
y conejo (1,2,3,4),glindula anal de Squalus acantias (5)
organo electrico de Electropharus electricus (6),cerebro de

rata y res.

Maunsbach y col. (8,9) as{ como Jorgensen (3,4) indica
las siguientes caracteristicas para la bomba de sodio-potas.
gio de rifidn de conejo y cerdo,purificada por centrifugacj6n
zonal y electrofdresis en geles de poliacrilamida-SDS,Lg ed
“ima posee dos subunidades,una denominada s CON uUn peso
molecular de 104 Kdaltones ¥ la cual presenta toda la fun -
c¢idn catalitica.Tambien presenta una segunda subunidad 1llae-
mada ycon un peso moleculer de 40 Kdgl.de proteina y 17
K dal. de carbohidratos (sialo-glicoproteinalde funcidn

descomocida.

La enzima puede organizarse como un oligdmero formado
por cuatro subunidsades ( ),estructura gue corresponde a
una unidad funcional de la bomba de sodio=potasio y la cual
puede unirse una molecula de ousgbaina o una de ATP,Lg capa-

cidad de transporte de Na:K de 1a bomba tiene una relacidn
de 3Na/2K,



Lz bomba de sodio-potezsio esta involuercda con el
transportc actiwo de sodio y potasio,asi como de su distri-
bucidn intracelular y extracelular.Por lo tanto esta enzim
esta involucrada en procesos como el mantenimiento del vo-
lumen celular,la absorcidn en rifidn e intestina,’y la exi-

tabilidad de células nerviosas y musculares.

La (d5-K)AiPasa vodria estar relacionada con procesos
como la diferenciacidn celular y el desarrollo embrionario,
como son la gastrulacién y la induccidn vrimaria, esta ul -
tima descubierta por H. Speeman y He Kangold (1920),el me-
canismo por el cual se regulan este proceso,son desconoci-
dos en la actualidad. Barth y Barth (10) proponen que este
meeanismo puede estar relacionado con las concentraciones
del ion sodio,yes que al trater gastrulas tempranas de an -
fibio con diferentes concentraciones de sodio,pudieron
obtener celulas pigmentadas,ciliadas y eviteliares,cuan do
el ectodermo es cultivado in vitro.Ellos no encontraron
ninguna relacidn de esta diferenciacidn con la bomba de

sodio-votasio.

lessenger y varner (11) han relacionado a la enzima ca
el desarrollo y diferenciacidn del sistema nervioso de rana,
encontrando oue la actividad de la (Wa-h)AlPasa es  esen-

cial durante el estadio de vliege mneursl medio , esta=-



dio en el cual se diferencian las neuronas. £KEllas mismas-
ovservan aue la inhibicién de lz bomba de scdio-potasio --
nor estrofantidina U (ouabaina) evita la diferenciacidn de
uni cierta vpoblzmeidn de neuronas, existiendo neuronas re-
sistenies a la ouabaina. asi como la inhibicién de la -
bomba de sodio-notasio, provoca en el embrién el desarro—

1llo andmalo del sistema nervioso.

Bertoni y 3ieguel (12) por otro lado encuentran que -
la actividad de la (NA-K)ATPasa, asi como su concentracidn,
se ven incrementadas en el cerebro de rata, este aumento-
se d4 entre el quinto dia antes del nacimiento y el sesen
ta posnatal. Los cambios wméis ripidos de la enzima toman-
lugar durante el periodo corresvondiente a la mnrolifera--

cidn glial y la arborizacidn neuronal.

El papel de la (Na-K)ATPasa no se limita al desarro——
1llo y diferenciacién del sistema nervioso, Vignee y Col.,-
(13) indican que durante la miogénesis del misculo esqueld
tico de pollo, y especialmente durante la fusidn ‘de mioti-
bulos, se d& un sumento de proteinas y enzimas como los re
centores a acetilcolina, acetilcolinesterasa, proteinas -
contréctiles, cansles de sodio devendientes de voltage, =
asi como un zumento de los sitios de enlace a ouabaina mar

cada con tritio (ouabaina (3H)).

Se sabe que durante la proliferacidén y diferenciaciédn

celular, se reauiere de la sintesis de nuevss prcoteinas, o



un aumento de las yo existentes: asi duastel y haplan (14)
han encontrado evidencius de la influencia de las concen--
traciones de K en l1la sintesis de macromoléculas y la divi
sién celular. Ademéds los linfoecitos activados con fitohe
maglutinina, presentan un aumento en la sintesis de DNA y
prote{nus, asi como un aumento del potasio intracelular.. =
Qu stel y Kaplan (14) también encuentran nue los cambios -
cnteriores y l:o activacién mitogénica de lz fitohemagluti-
nina, pueden ser blogueados vor accibén de la ouabaina. La
activacién de los linfocitos involucra un transporte por -
varte de la (Na-K)aTPasa, y el cual es critico para incre-
mentar el potasio intracelular. £ste mismo efecto ha sido
observado en la divisidn y diferenciacidén de fibroblastos-
(15), ¥ como en los resultados obtenidos por Spivak y col.
(16) en las células hematopoyeticas progenitoras, las que
requieren de una bomba de sodio-potasio funcionsl para su
proliferacidn y posterior diferenciacidén, fendmenos que pQ

drion ser alterados por la ouabaina.

Je ha visto por otro lado, que la (ia-K)alPasa tienen
cambios en su actividad, estos cambios pueden estar rela--
cionados con el ciclo celular, Tuvper y col. (17) han en-

contrado que las células en el estadio G., como fibroblas-

’
tos de ratén 3T3, pueden ser estimuladasla reanudar su ci-
clo celular mediante la adicidn de suero, »nrovocando oue =
los fibroblastos entren a la fzse de S en 10 horas. duran
te el paso de la fase G1 a 3, se observd un incremento en

el transnorte de notasio. UHstos cambios se relacionun con

II4I.



la bomba de sodio-potasio,ya que al adicionar ouabaina al

suero, se bloguea el pasc de los fibroblastos a la fase 3,
fynque también se ha observado que el incremento intrace'—
lular de notasio no es requeride para 1la entrada a la fas
S (18) v aque los factores de cregimiento del suero no aci=

tuan vor alteracidn del potasio intracelular.

La (§a-K)ATPasa también interviene en procesos como -
la motilida esvermatica (19) y la capacitacidn, krsny y -
col. (20) encuentran una relacidn entre el incremento de -

la actividad de la enzima y la capccitacidn, la que tam =

biél puede se regulada por micledtidos cfclicos como 4&iPe
y GMPc,

A partir de los aflos sesenta se han desarrollado me#
dos para localizar a la bomba de sodio-potesio en tejidos
como sons cerebro, nervio optico, rifion, glandula de la sd
de aves, y otros. Bstas técnicas pueden dividirse en tres
grunos; citoquimicas, autoradiografia e immunohistoquimi-

cas.

A) .~ CITOQUIMICOS.

Durante su actividad la bomba de sodio-potasio requig
re de ATP, el cual es degradado a AP y fosfato inorganico

(Pi) este ultimo producto es utilizado vor 1los métodos ci-



tonuimicos. Wachtein y Meisel (21) introdujeron el uso de
alP como sustrato nara la enzima, con el fin de capturar -
el Pi producido, con agentes como el Pb, pudiendo observar-
en diferentes tejidos la actividad ATPasa de diferenies ep

zimas como fosfatasas, Ca atPasa, (Na-#)alPasa y otres.

Un gran avance se realizd en la localizacién citoqui-
mica de la enzima al cambiar al ATP como sustrato y usar -
p-nitro fenil fosfato lp—npp), el que puede ser degradado-
vor la (Na-K)ATPasa, esta actividad es dependiente de pota
sio, por lo que se le ha denominado como actividad p-nitrg
fenilfosfato dependiente de potesio (KE-NPPaga), la hidré-
lisis del p-npp produce nitrifenol y Pi. La actividad - -
K_NPPasz solo ha sido reportcda para otra enzima, la fosfg
tasa alcalina, no asi para otras enzimas como son las = =
aTPgsas mitocondriales, ni enzimas del sistema contractil,
esta actividad también puede ser inhibida nor ouzbaina ==
{22, 23, 28),

srnst (25) aprovechd la actividad K-NPPasa de la bom-
ba de sodio-potasio y desarrolld un método basado en el -
uso de cloruro de estroncio isrcla), el cual en presencie-
de Pi ge transforma en SrPi y el cual al ser tratado con -
Pb(N02)3 es convertido en PbPi, que resulta ser un precipi
tado insoluble acue puede ser visualizado tanto por micros-

conia éntica como electrdénica.

Guth y 4lbers (26) mejoraron el método de srnst, cam

biando el agente de capturz del Pi, nor cloruro de cobalto



Uocl?. ademés eviton le difisidu de los nroducios de la —-
reaccidn adicionande 2l medic de incubacidn dimetil sulfo-
xido (Wi80), el vroducto final de lz reaccién es revelado
con sulfuro dc amonio, formundo un precivnitado visible a =
microscapia dvtic:.. Por otro lzdo Msyahara y Col. (27,28)
prononen el uso de citrato de plomo como agente de cantura
del Pi, realizando una reaccid.. de un solo naso y no de vz
rios como se realica en los méiodos de &rnst vy Guth-4lbers.,
4s{ mismo ligyahara y Col. introdujeron el uso de inhibido-
res especificos de fosfatasa alcalina como son el levami--
sol y bromo tetramisol, dado que esta enzima también puede

usar al p-npo como sustrato.

B) .= AULUR.DIOGRAFIA.

Las bases para la utilizacién de la autoradiografia -
fueron propuestas nor Stirling, el cual usd esté técniga -
con el fin de localizar los sitios del tracsporte a través
del cpitelio intestinal de conejo, de moléculzs solubles —
comc glucosas, galactosg,o manitol (29, 30). Como sabemos
el transporte de estas woléculas nuede ser inhibido nor --
florizina y glucésidos cardiacos, como la ouab..ina. £l -
mismo Stirling (31) introdujo un método para la localiza--
cidn en microscopigénticu de ouabaina tritiada ( >usbaina-
(3H)9, unida 2 sitios especificos en tejidos como son los

de rifién, cerebro o intestino. La técnica consiste en ex-



voner el tejido a concentraciones micromolares de ouabaina
(BH), esta exposicidén -uede re-lizarse tento en cortes por
congelacidn del tejido o verfusidn de Srganos. &1 tejido
puede ser tratado con 0804 para su observacifén en microscg

pia electrdnica.
C. INHUNOHLSTOQUIMICOS,

Como ya se menciond, la (Na-K)AaTPasa ha sido purifica
dz de diferentes organismos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) obtenien
do dos polipéptidos, uno aproximadamente de 104,000 de pe
so molecular aue presentz la actividad catalitica, degrada
ATP y nuede unirsele glucdsidos cardiacos. La otra subuni
dad es una glicoproteina con un peso molecularde 57,000 =

¥y de la cual se desconoce su papel.

Varios investigadores han preparado anticuverpos diri-
gidos contra la holoenzima o cualgquiera de sus subunidades,
con el fin de analizar la orientzcidn de la enzima en la -
membrona celular o para conocer mejor los cambios conformg
cionales que sufre la enzima durante su funcionamiento =——
(32). A partir de la bibliografia es evidente que loé an
ticuernos nroducen efectos variables y algunas veces con--—
tradictorios sobre la bomba de sodio-potasic. £ntre estos
efectos podemos incluir; con anticuerpos antiholoenzima, -

no se observd ningin cambio en el enlace de ouabaina y 1la

.. 8 -e



degridacién de ATF (33, 34). Anticuerpos antisubunidad ca
talitica hucen decreser la hidrélisis de aTP (35) y el en
lace de ouabaina (36). Los anticuerpos antisubunidad gli
conroteica, inhiben parcialmente la hidrdlisis de ATP, pg

ro no el enlace de ouabaina (35, 36, 37).

Los anticuerpos vroducidos contra la bomba de sodio—-
potasio han sido utilizados para localizarla. Kyte (38, -
39) introdujo la téenica al aislar anticuerpos contra - -
(lig-K) afPasa y probarlos en cortes de rifién de perro, usan
do la técnica de sénwich, que consiste en el uso de un sg
gundo anticuerpo, dirigido contra el anticuerpo antibomba-
de sodio-potasio (primer anticuerpo), y que es marcado con
ferritina o peroxidasa. Schwartz (40) también utilizé an-
ticuernos contra la bomba de sodio-potasio de Eleciropho—
cus eléctricug, con el fin de localizar la enzima en el -

nervio éptico del pez dorado.

5]l método inmunohistoquimico es el menos socorrido cg
mo lo demuestra la tabla I, en la que observamos los dife
rentes tejidos y técnicas utilizadas para la localizacidén-
de la (Na-K)ATPaga.

IV- Vafitaled ¢ daaventaiss ds ias ERchicss. de Joaals
zacid L (Na_K) 41P

A).~ CITOQUIKICA.

Los primeros métodos basados en la cavntura de Pi con

.o 9 .o



T ABLa L-4

Tejido Técnica utilizada.

Intestino delgeodo de conejo  dutoradiografiz (ouabzina (35))
Léduls de rifidn de conejo
Cultivo de células del rifdén
de cerdo

Glindula subnendibular de gato
Glindulas sudorivar:s de Humano
Znitelio traouéal de verro
Vejigs urinariz de sapo
Enitelio de sapo

Vejige resniratoria de savo
Vejige urinariz de teleosteo
Glandul~ de la szl de aves
Gléndula rectal de tiburdén
Bréincuias de teleosteo

zpitelio orercular de

teleosteo

Glinduls de la sal de tortugza

Larina

Cértex de rifién de perro Inmunohistocuimico

Cerebro de per sierra

e 10 A..



TABLA I-B

—_— o — — - _—

Cértex de rifién de conejo y rata
Higado de rata

Colon de conejo y rata
Glindulc submandibular de rata
Cérnea de rata

Cristalino de rata

Placenta de cobayo

Plexus cotroide de rata y conejo
Endotelio capilar de la regidn
cortical del cerebro de rata
Coértex somatosensorial de rata
Coroalantoides de aves
Gléndula de la sal de aves
Gléndula de la sal en iguana
del desierto.

Glindula de la sal en tortuga
marina.

GlZndul. rect:l de tiburdnm

Brannucas de teleosteo

Técnica utilizada.

Citoquimica (K-NPPasa)

+ Tomada de Ernst y Mills (43).

.s 10B,,



Pb y que utilizan aTP como sustrato vara la enzima (21), no
sole evidencian 2 la bomba de sodio-potasio, sino a otrag -
enzimas cnpéées de derradar ALF como son la bomba de calcio
ﬁagﬁeaio, IPasas mitocondriales, asi como a la fosfatasé -
alcalina, vpor lo que esta técnica presenta una gran inespe-
cificidad en la localizacidén de una enzima determinadua. Por
oiro lado el-Pb nuede provocar l:z hidrélisis inespecifica -

dael ATP.

Los métodos de captura por metales pesados como el Fb
y G0, ¥ que utilizan la actividad K-NPPasa de la enzima, cg
mo los de Brnst y Guth-albers, presentan la ventaja de de--
nostrar directam nte la actividad de la enzima, siendo estg
ble para microscopigdéptica, como indica iayahara (29), BEs-
te mismo investigador -indica que la técnica de Ernst presen
‘ta dos problemas fundamentales; el primero es que el SrFPi g
pi neutro es soluble, por 1o que la técnica se debe desarrg
llarse a pH alcalino (pH 9.0) que resulta ser subdéntimo - pa
ra la enzima. &£n segundo lugar el precinitado SrPi es solu
ble en 0304 aﬁn cuando se realize una postfijacidn a pH al
calino, nor lo gue el SrPi debe ser transformado a FPuPi me
diante el uso de Pb (N02)3 para su uso en microsconia elec-
trénica. Tal transforsacidn resulta en la difusién de 1los

nroductos de la actividad de la bomba de sodio-vnotasio.

Guth y 4lbers (26) evitan la difusién de los productos

de 1a actividad de la enzima, =2dicionando UES0 al medio de

.. ll LR}



incubacidn, aunque su método da mejores resultados que el =
de Lrnst para microsconia dvtica, la téenica no puede ser -
aplicada a microscopia electrdénica (27, 38, 42), ya que el

tejido no puede ser tratado con 0504.

sayahara introdujo otro método (27, 28) el que muestra
ciertas ventajas, especialmente por el uso de inhibidores -
pafa la fosfatasa alcalina, aunque sigue contando con defi-
ciencias como el uso de un pH subdptimo para el desarrollo-
de la rea5016n, y el uso de fijadores como el formaldehido-
¥ glutaraldehido, los que inhiben geriamente a 1a enzima -
(25),

B),- 4UTORADIOGRAFIA.

Ernst (43) enumera las giguientes ventajas para el uso

de la ouabaina 133).

l.- La alta especificidad del glucdsido en su unidén a la -
(vg—8 ) ATPzga,

2,~ ILg oportunidad de cuantificar la distribucién y densi-

dad de la bomba de sodio-notasio.

3.~ ILa dependencia del glucésido para unirse a la enzima -

activa.

e 12 L]



4.= La relacidn ontre la unién y la inhibicidén dec la bomba

de sodio=-notasio.

5.~ Lz vosibilidad de correlacionar la inhibicidn de la en
zin:s con la medicidn in vivo o in vitro, con la canti-

dad de glucdsido enlazado.

anzue esta técnica presenta grandes ventajas, ademAs-—
de ser un método simple, cuenta con las desventajas de po—-
seer poca resolucidén a nivel de microscovia electrdénica --
(42, 43)., Por oiro lzdo el revelado de unz radiocutografia
cuede llevar h.sta varias semanas, dependiendo del tipo de
radiacidn utilizada (alfa 6 gcmal, trayendo consecuencias -
como la difusidén del materizl radioactivo. &#demds el costo
de moléculas radiozctivas y de los sistemass para su revela-
do, como emulgiones fotograficas, son elevados y requieren-

de ins:zlzciones, eguipo y manejos especiales.

Ce LitLusCHEISTOUIMICOS.

51 usc de anticuermos conira la (ua-i)4lPasa, marcados
con ferritina o neroxidasa, en cortes de tejido por congels
cidn (33, 33, 40) representz un método con exelente resolu-
ci4n y uns alta senzibilidad varaz microscopia electrénica.-
munsue esia técnicz presenta varias dificultades, por un la
do es considerablemente comnleja, ya que al ser la bomba de

20dio-n0%22ig un comnonente intrinseco de la membrana cclu-
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lar, su zislamiento requiere de agentes que pueden inacti-
var irreversiblemente a la enzima, como c¢s el duodecil sul
f-to de sodio, y que alteran la purificacién de la enzima-
al no vpoder detectar si toda la proteina obtenidz corres—-
ponde a la bomba de sodio-potasio (7). 4 pesar de esto se
han podido obtener anticuerpos contira la enzima ¢ contra -
cualquiera de sus subunidades (32-37). 4unoue el uso de -
estos anticuerpos para localizar la enzima, han dado buen-~
resultado, ellos solo son capaces de demostrar la presen——
cia del antigeno, en este caso la bomba de sodio-potasio ,
pero en ningin momento demuestrz que la enzima se encuen—-—
tra activa en el sitio donde es evidenciada, siendo esta--

la principal desventaja de la técnica inmunohistoquimica.

V.~ USBJETIVOS.

A pesar de los diferentes estudios realizados para 1lg
calizar a la (Na-K)alPaga, no ha sido posible lograr este
objetivo totalmente, nor ninguna de las técnicas. Firth -
(41) indica que cualquier técnica citoquimica que se pro--
ponga, deberi ser capaz bioguimicamente de localizar a la
enzima activa, o evidenciar los productos de tal actividad.
Con excepcién de las técnicas inmunohistoquimicas, el res-
to de las técnicas son capaces de localizar a la bomba de
sodio-ndtaﬁié activa, ya noniendo en evidencia a los nro--
ductos de su actividad, como es el caso de las técnicas -
histoguimicas, o como en el caso de la autoradiografia que

es cupaz de localizar a la enzima activa mediante ouabaina
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(3d), £1 mismo Frith (41) concluyd que en general las des
ventajas que presen.an estas técenicas son de especificidad,
resolucidén o internretacidn, ademés que estos estudios citg

quimicos no concuerdan con los estudios fisioldgicos.

Por otro lado sabemos que la bioquimica de la (Na-K) -
AlPasa presenta ciertas caracteristicas que nodrian ser -
aprovechadas nara su localizacién eitoquimica, como son; la
presencia de un inhibidor altamente espegifico conlo es la -
ousbaina, pues como se ha demostrado (44, 45) la ouabaina -
inactiva hasta en un 99%. También se ha demostrado que 1la
ouabaina solo se enlaza a la bomba de sodio-potasio cuando-
esta se encuentra activa, formando un complejo (Na-K)aTPasa
ouabainag (44, 45). Bl tiempo de disociacidén del complejo -
es varigble, manteniéndose hasta 9 horas a temperatura am-
Liente (73).

En este trabajo nosotros proponemos la hipdtesis de =
que el complejo (Na-K)ATPasa-Ouabaina, podria ser localize-
do mediante anticuerpos contra ouabaina, pues como sabemos-
Smith  Col. (48, 49) han obtenido anticuerpos contra este
glucdsido. Kl complejo se haria evidente con un segundo an
ticuerpo, antigamaglobulina de conejo, marcado con peroxida
sa. Lo znterior nermitiria localizar a la (Na-K)aTPgsa ac-
tiva, obteniendo una alta especificidad y una alta resolu—-
cién, ya que si se requiere la técnica podria llevarse ha -

microsconia electrdénica. &Lsta hindtesis concuerda con lo
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postulado vor Firth (41) en cuanto a 1la localizacidn cito-

quimica de una enzima.

Para este fin se dividié el trabajo en tres fases u o

objetivos:

l.- S{ntesis de un conjugado albumina de suero bovimo oua-
baina (854-0),

2,- Obtencidn,purificacidn y caracterizacidn de anticuerpos

contra ouabaina,empleando como antigeno al BSA-O,

3.~ Loacalizacidn del complejo (Na-K)ATPasa -Ougbeina me-

diante anticuerpos contra ouabaina.

L 15 L]



MATERIAL Y METODO

1.~ ZPreporacidn, purificacién v carceterizacidn de un  con
jugado de zlbuming de suero boving—ousbaina (8s54-0)

a),= SINTL3Io Osl 33a4-0.

Segin variacién de Erlanger (45), Estrada (46) y Smith
(48, 49, 50).

250 mg. de ouabaina fueron disueltos en 15 ml. de agua
destilada, los aque fueron oxidados agregando, gota a gota,-
214 mg. de m-periodato de sodio disueltos en 10 ml. de agua
destilada. La reaccién se llevd a cabo durante 30 minutos—
a temneraturs smbiente y protegidz de la luz. La ouabaina-
oxidada fue unida a la vproteina écarreadora, albumina de -
suero bovino, foteando la ouabaina-oxidada a una solucidn -
de 250 mg. de la nroteins disuelta en 12.5 ml. de agua des-
tiladw, la mezela fue mantenid: en agitacidn constante y =
nh 9,5 cue fue mantienido constuntemente ncdiante una solu—-
cién de carbonato de potasio al 5%, DLa resccidn de unién -
se dejd cue ocurriera durante 3 horas, a tenperatura smbien

te 7 nrotegido de la luz.

&1 conjugado fue estabilizado nor reduccidn con 0,15 -
5. e Dorohidrurs de sodio disuelto en 12 nl, de agur des-

tilada, la mescla se dejc renosor -~or tres hor:is m's.



B),= PUALIFLCACLION uel 534-0,

5] conjugado fue dializado contra agua destilada a 4%c
durante tres dias, con tres ccmbios diarios. Enseguida el
conjugedo fue concentrado y repurificsdo vor cromatografia-
en colunna de senhcdex G=15, usando como eluente amortigua-
dor de fosfatos salino (Ps35) 0.15 B, nH 72, 3Se recogieron-
fruceiones de 1.0 ml. gue se leyeron a 280 nm. en un esnec—
tronic 21 (Baush and Lomb) con el fin de localizar la -—-

muestra.

En cada paso l'as muestras fueron analizadas por croma-
tografia en capa fina (ae uzaron cromatofolios de silica-
zel 60 ¥254) con el fin de observar la presencia o ausenci.a
de ouabaina libre, usando como fase movil cloroformo: meta-
n0l: zgua (10:5:1), revelando con tricloruro de antimonio -
¥ calentando a 100°C por 5-10 minutos (51, 52). Las placas
observadas con una léampara de U.V. de una longitud de onda
de 366 nm. Junto con el conjugado se llevaron patrones de

oucbaina, ouabaina-oxidada y BSA.

C),- CARACTERIZACION DEL BSA-O.

B] B88A-0 fue caracterizado por tres métodos; espectro-

fotometria, electréforesis y electroenfoque.

1.~ &SPECTROFOTOMETRIA.

Basade en el método.de Brown y wWrite (53) para glucdsi
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Gos c¢-rdiacos y :gliconas.

20p g. de oucbeina y oucbaina oxidada, fueron disuel-

On

tus en 100 pl. de agua destilada, enfriindose hzsta 4 C

adicionando 300 g1. de Acido sulfdrico al 95% y ha 4°C, ob

iteniendo una concentracién final de 20 pg. m.™ L, ‘Lz mez—-
cla fue dejada reposar por 60 minutos a tempercztura ambiep
te. Terminado el tiempo fue realizado el espectro de absor

cidn determinando los coeficientes de extincién molar.

Para los espectros de sbsorcidn del SSA g B34-0 se reg
1liz6 el mismo procedimiento gue para la ouabaina, excepto -
que se usaron concentraciones finales de 60p g. ml.-l. B
nimero de moles de ouabsina unidas al BSA fueron claculados

segin el método de frlanger y Col. (54).
2,= LLECIROFOnESIsS B8N GLES ur POLLACRILAMIDA- SUS.

Realizada segin el método de Laemlli (55) con el fin -
de determinar la movilidad relativa (Mr) y el peso molecu--—
lar {om) del B3A-0 y compararlo con el BSA, 1 corrimiento
ge llevé a cabo cn geles a2l 10%, Se usarcon como proteinas
marcadoras para determinar el peso molecular BSA (68,000),
ovoalbumina (48,000) y citocromo C (12,000).

3.~ oLeCTaOsNFCQUE.

Se usaron geles de volizerilamida al 5% y anfolinas —=

Pharmclyte (Pharmacia) con un rango de pi de 3-10. Los ge-
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les se prepaiaron de la siguiente manera; = un ml. de neri
lomido~biscerilamida al 50% le fueron adicionados 2 ml. de
agua destilada, desgacificéndose al vacic. 4 la mezela an
ierior se le adicionaron 0.25 ml. .e anfolinazs, 0.225 nl. -
de nersulfato dc amonio al 57 y 108 1. de <umiésd, La mezcla
fue vaciada en un. cdmarc de 8 x 8 em. iejéndola gelificar-

nor 3J minutos (56).

Les condiciones de corrimiento fueron las siguientesj-—
elgel fue colocado en posicién horizontal, las muestras de
5-10p 1. fueron colocadas en posillos hechos a un centime—-—
tro del cédtodo. Se usaron como electrolitos 1M de uz0H pg
rn el cétodoy I u de H3P04 nar= el 4nodo, conectédndolos -
2l gel vor tirns de pavel filtro. £l corrimiento fue segud
do con marczdores como el azul de bromofenol y el verde de
metilo. 4l gel se le pasd una corriente de 200 volts duran
te 2,0-2.5 horas, tiemmo en el cuzl el azul de bromofenol-
deja de migrar y vira de color (pasa de azul a café) (57) .
Bl . fue tefiido con verde rapido al 0.25% disuelto en Acido
acético al 10% durante 0.5-1.0 hora y destefiido con una sg

lucidn e metonol: feido scético: agua (30:10:50).
D), INHIBLCIUN wab TRANSPORTE POR VUABALNA Y BSA-O

Los cfectos de la ouzbzina y el 8340 sobre el flujo de
sodio, fue medido siguiendo el modelo descrito por barro—--
quin y Uzlar (74), el nue consistié en medir el transporte-

de sodio = itravés de la viel de rann, bsjo condiciones de —
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corto circuito (diferencia de potencial de membrana anula-
do). &1 votencial de membranz fue medido en un multimetro-
como el voltaje de la piel de rana y expresando como mili-—
volts, miemtras que el flujo de sodio se registrd en un am-

perimetro y expresado como microamperaje.

Los efectos de la ouabaina sobre le flujo de sodio me
didos =zl adicionar en la regidn externa de la piel, concen-
traciones de 107-m y 1077 de ouabaina, mientras que el —-
BSA-0 fue probado en concentraciones semejantes, con fines-

comparativos.

La nica variacidn realizada al modelo de Marroquin y
Galar fue que mientras ellos utilizaron un ringer de rana -
modificado, el que eontenia -sulfatos Fu donde el cloro

usado fue radioactivo, nosotros utilizamos un ringer normal

de Tana.
Llr— !'n I I ”» l - I ”, I Eu I 5 i I i
 pos contra ousbaina.

4),- PROTOCOLO D& ANMUNIZACION.

2.5 mg. de B8SA-0 purificado, fueron diluidos en PBS ——
hasta un volumen de 0.5 ml. y emulsificados con 0.5 ml., de
adyuvante completo de Freund. Con csta emulsidén se innmuni-
" zaron dos conejos Nueva 4elanda, 2.5 mg. del antigeno - - -

(004-0) por conejo, vor via subcutédnea y en sitios milti ——
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ples. Quince dics después se repitid la dosis, aunque usag
do sdvuvente incompnleto y nor via intremuscular (Ll.l, A4 =
los 3J dias se inocularon a los conejos por via I.H 0,125 =
ng. de 85A-0 epmulsificado con sdyuvente incompleto. Los =
dias3l y 32 se inocularon 0.25 mg. y 0.5 mg. respectivamen-—
te, ael antigeno vor via l.M. Ios conejos fueron reforzi--
dos cada 15 dias con 0.5 mz. del 8340 por via 1.l y san—
grzdos en el mismo lapnso de tiempo nara obtener suero y ve-

rificar el titulo (75).
B),- CARZCIBRIZACION WEL aNTLSUEROC.
1.- DsTERMINACICN LsLl TITULC, DE ANTICUERPOS.

tst® se realizd por la técnica de punto medio (58)., A
un gel de agarosa al 1.5%, disuelto en amortiguador de bar-
bital-itCl 0.05 M, pH 8,2 y de 2.5 x 7.5 cm., se le perfora-
ron dos lineas de pocillos, unos frente de otros, con - una-
separacidén de un cm. <n la linea superior se colocaron =~
25 wl. del antisuero conira BSA-0, por coda pocillo. £En 1g
linea inferior se adicionaron 25p1. del antigeno con dilu-

ciones de 1:1 hasta 1:1024 (5.0 hasta 0.05 mg. m™t),

£ -
antigeno y el antisueroc se dejaron difundir nor toda la no-

che - 3?00, en camars humeda.
Vira forma de titular el suero fue la siguiente; en -

una placa de agarosa con las caracteristicas anteriormente-

descritas, le fueron nerforados nocillos a todo lo largo ¥y

es 2la.



por el centro. &£n estos pocillos se adicionaron 5p1l. de -
una mezcla de suero completo y antfgeno a diferentes dilu——
ciones. Por debajo y por arriba de la linea de pocillos se
hicieron dos carriles en uno de ellos se agregaron 200p1. -
del antigeno diluido 1:8, y en el otro 200p1. del antisue-
ro diluido 1:2. Lz difusién se llevo a cabo toda la noche-

0.
a 37 U, en cémara himeda.

Los geles fueron comprimidosk lavados con solucién sg
lina y teffidos con azul de Coomassie al 0.25% disuelto en -
metanol : 4eido acético:! agua (40:10:50). £1 desteffido de -

los geles se hizo en la misma solucidn, pero sin colorante.
24— LHBUNOELECIHOFORESLS

Se llevé a cabo en placas de agarosa al i.5% disuelta-
en amortiguador de barbital-HC1 0.08 M pH 8.2 y de 2.4 x -~
7.5 cm. En la placa dos pocilles y se affadieron muestras -
d‘é 5M1. (6.25 g.) de 8SA y 8SA-0, ge pasé por la placa una
corriente de 10 volts cm ~. &l corrimiento se siguié adi--—
cionando a los pocillos 1pl de azul de bromofenol al 0.01%,
el tiempo de corrimiento fue de una hora. Pasado el tiemvo
se hizo un carril de 7.0 x 0.2 cm., entre los dos pocillos=-

‘colocando en el 200pl. de antisuero completo, el sue fue dg
jado difundir por toda la noche a 37°C en cimara himeda. -
Formados los arcos de precinitacidn, la placa fue conserva-
da por compresidn, lavado y tefiido con azul de Coomassie —-—
(55, 58, 59).
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3,.- DOBLE Likiui0sLueCirnlrOnssis.

La primera dimensidn se rezlizd en una placa de 2,5 X
7.5 cm., de agarosa al 1.0% disuelta en amortiguador de bax
bital- #C1 0.08 M pH 8.2 A la placa se le nerford un poci-
llo en un extremo de la vlaca y se colocaron 80Mg. de BSA-
0, disueltos en PBS, Se pasd nor la nlaca una corriente de
100 volts nor una hora, usando como marcador de corrimiento
azul de bromofenol. Acabado él tiempo se cortd una tira —-
del gel de 1.5 x 7.5 cm. tomando como centro al pocillo,use
colocé la tira en un extremo de una placa de 7.5 cn® al res
to de la placa se le agregaron 6 ml. de agarosa al 1.0%, --
que contenia 18g1. cm._'2 de antisuero, ya solidificado el
gel se pasd por el una corriente de 20 volts por toda la ng
che. &Kl gel fue preservado de la misma manera que los antg

riores (60).

C),~ PURIFICACION DE ANTICUERPOS CONTRA B3A-O,
1.~ PURIFICACION DE IgG A PARTIR DEL aNTISUERO.

10 ml. del antisuero fueron mezclados con 1.8g. de sul
fato de sodio (18% p/v), se agitaron e incubaron por 30 mi
nutos a 25°C, Bl antisuero fue centrifugado a 5000 rpm wnor
30 minutos, descartmndo el scbrenadaznte. La pastilla se —--
resuspendid en 5ml. de agua destilada, enseguida se adicio=-
naron 0.9 g. de sulfato de amonio agitundo e incubando nue-
vamente. La centrifugacidén se volvid a repetir descartando

el sobrenzdante. La pastilla se volvid' o resusvender en -
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2.5 ml. de asgua destilada y se dializd contra un smorgigua-

dor de fosfatos 0.07 U pH 5.3 (:5),

La froceidn goma-globulina obtenida nor nrecinitacidn-
con sulfato de zamonio y equilibrada con el amortiguador de
fosfatos, fue colocada en una columna de WUEAB celulosa con-
un volumen de 10 ml. y utilizando como eluente el misme =—-
amortiruador de fosfatos. &£l flujo se regulé a 0.3 ml. por
minuto, del gue se obtuvieron fracciones de 2 ml. cada uno-
¥y registrundo su gbsorbancia a 280 nm. DLa lgl purificeda -
fue cuantificada vor el método de Lowry (62). La inmunoglg
bulins se concentrd, dizlizd, contra P33 y probd por doble -

inmunodifusién.
2,~ SINLIE3I5 D INLUNO.wSSORBSNTE,

Segin una pequeiia modificacibén del método de wilson ¥
Nakcne (61). 10 ml. de sephadex G-75 hidratados fueron la-
vedos tres veces con ggua destilada y centrifugados a 500 -
rpm  por cinco minutos: Hetirado el sobren-d-nte del senhg
dex, ecte fue expuesio a 20 ml. de NalO4 15mil por 30 minu--
tos, munieniéndolos en movimiento constante. La reaccidn -
fue detenida con 10 ml. de etilenglicol 2 M, manteniéndolos
en movimiento constante por 30 minutos. <£1 3ephadex oxida~
do (senhadex-zldehido) fue entonces lavado con amortiguador
de carhonatos 0.1 M pH 9,5, adicionando enseguida 400 mg. -

de U994 disuelta en 20 ml. uel amortiguador de carbonatos, -
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estes Tueron agitados sucvencnie por 24 hor . o 40, “nse
guidz el sobren.. nte fue remnovido ¥y el senhadex—~sSa rewuci
de con 20 ml. de una solucidn de 1.9 mgz. ﬂl-l de uaJH4 Aimm—
suelios en E33 y agitados »or unc hors a 4°C. For dltimo -
el gel fue lavado con tres cambios de Fud, Lg nroteina uni
da no covalentemente fue extraida con Urea 3 U disuelta en
anoriisundor de rosfatos 0.01 M pH 6,0, h:ciendo tres lava-
dos de 20 nml. »mor 30 minutos y en agitecidn suave, al final

el gl fue lavado con tres combios de Pos.

Ly, prescncia do nroteina unida al sephadexr es eviden--—
ciada vor la reaccidn de Sanger: 2008 1. de sephadex-L34 -
fueron lavados cinco veces con amortiguader de carbonatos ,
llevindolos a un velumen final de un mililitro. Se adicio=-
ncron 200;:1; de dinitro fluorobenceno zl 2,0% en alcohol -
etilico al 95/, dejindolos reaccionar por una hora a tempe-
ratura ambiente. La muestra fue -zeidificada con tres gotas
de 01 a1 36%. El dinitrofluorobenceno no unido y el dini-
trolencl producido durante la reaccidn fueron extraidos con
tres cumbios de 5 ml. cada uno de éter etilico y lavedo el
zel con Pod, 1: exiruccidn se realizd con el fin de nue eg
05 productos no interfirieran con la observacidén. Se lle-

varon controles de senhadex, senhadex oxidado y reducido.

3= PURIFICACION V& ANTICUEAPO CONYRA 5S5A-0, MoDIalite.
£L INKUNCABSOxBuNTE,

5 ml. de sephadex-~ =34 fueron cmm-cndos en una jerin-
gu hipodérmica de 10 ml., el gel fue eruilibrzdo con +res

veces su volumen, con Fi3s.



Por 1o columns se hicieron pasar 500 p1 (15 mg.) de -
lgG purificada del antisuero, recogiendo fracciones de 1.0~
ml. la columna presentd un flujo de 0.1 ml. mim.-l las freg

ciones fueron registradas a 280 nm.

Los anticucrpos absorbidos vpor el gel fueron eluidos -
de este mediante un amortiguador de glicina-HCl 0,1 M pH -
2.5 (55, 59). Las fracciones obtenidas fueron neutralizadas,
inmediatamente después de haber sido leidas a 280 nm, con -

unas gotas de carbonato de notasio al 5%.

Los anticuermos absorbidos y los no zbsorbidos fueron-
cuantificados nor el método de Lowry y luego probades por -

inmunodifusidn.

Jespués de usada la columna fue lavada con tres volumg
nes de urea 3 i disuelta en PBS3, y vuelta a equilibrar con-
P35,

D).~ PRUE34 DE SSPECIFICIDAD DE LOS aNTLCUEAKPOS.
1.- HETUD0 DE sLISA INDIRECIO MODIFICAUO (63, 64, 65).

La activacién de los tubos depoliestireno se realizd -
de 1o siguiente manera: A los tubos se les adiciond 10p g.
de 804-0 disuelto en un militro de amortiguacdor de carbong
tos 0.1 M pH 9,6 dejandolos revosar nor toda la noche a -
400, desnués de activados los tubos fueron lavados con -
tres c=mbios de dos militros de P53 gque contenia 0.05% de-

tween 20 (Pssir),
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4 los tubos activados se les ~diciond un militro de =
anticuervnos contra S840 (purificados como conteriormente se
describid) a diferentes diluciones, desde 1:800 hasto 1:51,
200, los que fueron diluidos en P33-1. fnseguida se dejd -
rezccionar a los anticuerpos con el antigeno durante dos hg
rcs a temperatura ambiente. Pasado el tiemmo se lavd a los
tubos con tres cambios de PB3-T, ~dicionandc enseguida un -
nmiliiro de anticuernos contra gama globulins de conejo, mal
c¢ados con neroxidesa \Uapmel) diluidos 1:400, dej’ndolos —-
reaccionar por una hora a temperaturz ambiente. Los tubos-
fueron lav:ados con PBa-Y, sadicionondo desnués 1.0 ml. del -
gustra®0 para la peroxidasa que consiste en unz solucién -
de 0,4 ng. ml-l de o-fenildiamina m’s 0.03% de perdxido de
hidrégeno, diluidos en un amortiguador de citritos 0.1 M ph
4,0. Desnués de 15 minutos de incubacidn con el sustrato,-
la reaccidn se detuvo con 200wl. de Acido sulfdrico 4 W y -
se leyd 1. absorbuancia a 432 nm. Cada muestru se probd por

trinlicado, llevando pruebas negativas.
2.,= 1uHIBIGLIUN PUit HAPTENO.

-nticuernos conira B9~ diluidos 1:12, 800, les fue -
adicionada ousbaina obteniendo concentraciones finales de -
10_3 haste 10-8 M, el anticuerno y el honteno se les vermi
tié reaccionsr nor una hora = tempneratura ambiente. Insegud
da un militro de la mezecla de cnticuernos y hapteno fue -di
cionada a los tubos activados con 10pg. de 4540, dejindo—-

los reaccionar nor dos horas a temmerstur . ambiente. TFasa-



do el tiempo el tubo fue lavado con PBST, pdicionindo un
nilitre del segundc unticuerpo diluido 1:400, reaccionundo
vor uua hora a temperatura ambiente. Los tuvos fueron 1a
vados con PB3-T -+ zdicionado el sustrato rora la enzima de
iindolo vor 15 minutos, vparcndo la reaceidn con fcido sul
farico, 200 1. v leyendo a 492mm.

I1I,- L : ide g No-K) 4MPasz,
A),- PREPARACION DE LOS TEJIDOS.

Pequefios fragmentos de tejido de cerebro, médula esni-
nzl, cerebelo y rifidn de rata, fueron criorrotegidos con -
una mezcla de PB3-limetil sulféxido, en una proporcidn de -
981, esie lavado fue hecho por un minuto, volviendo a ser -
lavado con PB3 nor un minuto. &5l jido fue secado con pa-
pvel filtro e iniroducido en un tubo de nléstico, enseguida-
el tubo fue introducido en una mézcla de hielo seco ccetona
nor 20 minutos, con el fin de congelar ranidamente o los tg

jidos.

vonselados los tejidos, cstos fueron montados sobre unn
rlatina ¥y cubiertcg con Tissutec nara su posterior corte, -
siendo conservados a —QOOCL Los tejidos fueron cortados en
un nierdtomo de congelacidn, con un grosor de 10M ¥ nonta-
dos sobre un nortaobjetos bien limnio, dejindolos secar por

3U minutos para su posterior tratamiento.

3),- LOCALIsACLUN UE LA (Kp-K)AlPagn POt &L METODO DE
GgUTH Y aL3sRS.



1l.- Cortes de 1Cp . montados en portaobjetos y secados
a teover turs embiente mor 20 minutos, fueron incubados en

un medio sue contenfa: KC1 (30 nid), Mg C1_ (5 mi), p-nitofe

2
nilfosfato (5 mil), k30 (25%) y 2-amino, 2-metil, l-propanol
(70 mil) como amortiguador, cjustando el oH 2 9,0 con HC1, -

i " i 0,
Lz incubacidn se realizd nor tres horss a 37 C.

Prrs 1 inhibicidn de la bomba de sodio-potasio, al mg

dio se le adiciond 10"3M de ouabaina.

2.~ 4Jespués de la incubacidn se retird el medio del -
vortaobjetos, lavindolo por tres minutos con amortiguador -
de 2-azmino, 2-metil, l-nropanol 70 mM opH 9,0 Los cortes --
fueron colocados directamente en 2.0% de Uoclp vpor cinco mi
nutos, lavindolos enseguida con agua destiladé por un minu-

to y con amortiguador nor tres minutos.

3:— La reaccién fue revelada cubriendo el tejido con
una dilucién de sulfuro de amonio (1:50 v/v) por tres minu-
tos. Los cortes volvieron ha ser lavados con el smortigus—

dor, deshidratadecs y montados con resine sintética.

U),— LUCALI4aCION DE LA (Ng-K)aTPzgg CON alWICUBRPUS —
CUNTRA ONABALINA.

l.~ Cortes de teiidos montados en vortaobietos, fue-—
ron incubados con un medio nue contenida oucbaina en concen

¢ - -3 . = _
traciones de 10 2M y 107 LK, o 8340 g 10 3“. Los medios de

incubacidén utilizouos fueron:

.e 29 .0



a),- Medio de Mrsny y Col. (20) que contienet 210 mh-
de H.C1, 50 mid de Iris, 5mbl de MgCl , a un oH 7.4. Bl me—
dio contiene 2 mM de ouabaina o 10 M de B85A-0, Como testi
gos se usaron KC1 (20 nM) y 1073 ae B34, en lugar de ouabeai

na o Soa-0,

b).- Otro medio utilizado fue el descrito en el método
de Guth-albers, aqui se adiciond 1072 o 1073 de ouabaina,
o en su caso 10 M de B3S4-0, Como testigos se usd el medio

sin ouab .ina o adicionando 10_3H de B3a.
¢)e— Bl tejido también fue incubado en ringer de memi-
fero wdicionando 10~°M de ouabaina o BSA-0, utilizando como

testigos el ringer sin ouabaina o con BSA,

Bl tiempo de incubacidbn en todos los casos fue de tres
horas a 37°C.

2.-Incubado el tejido este fue lavado con PBS (10 min.)

3.- Eltejido fue recubierto con suero normal de cabra

diluido 1:5 (30 min.).

4.~ Se escurrid el exceso de suero normal de cabra y -
volviendo = recubrir el tejido con 4 a 6 volumenes de unti-
cuerpo unti-B84-0 diluido 1:30 (30 min.).

5.~ Lavar con PBS (10 min.).
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6.=~ 9¢ recubri’ el teiido con el segundo anticuerpo, -
antizricia e conejo siwrcada con neroxidasa. Yste se diluyd-
1:.0 (0 min.).

7e= Luver con Ps8S (10 min. ).

8.~ adicidn del sustirato vara la neroxidesa cue consig
te en ¢ , mg. de 3,3=diuminobenzidina (tetrahidro cloruro},
2%s 0.1 ‘1, de perdxido de hidirdgeno al 0.3% diluidos en 10

@l., de wmortigundor de fLris-#AC1 0.05 M voH 7.6 (15 minutos).

Je= 8¢ lavd por Hitima vez con PL3 por 10 minutos. Les
cortes Iuecron entonces deshiuratados y montados con resina-

. L s
sintetica.

B otros casos los cortez, desrués de haober sido incu-~
vados fueron luvados nor un minuto v luego ir.tados con Tri
tén £100 vor un minuto. Otro tr-tamiento fue fijar =21 teii
do desrués de haber sido incubado, con n-formzldehido al ——
1.0% Jisuvelto en amortiguador de fosfatos 0.1 K nH 7,8. E1

protocolo se continud en el p:.so nimerc dos.

fn cl caso del enitelio de runz, este primero fue uti-
li.zdo ¢n los experimentos de tramsnorte y luego fue fiijado
con n-7ormaldehido. &1 tejido fue e¢ntonces congelado, cor-
tado v montado en nortaobjetos. Con el fin de bloguear 1la
neruxXidas: enddgena del enitelio de runa, los cortes fueron
uner:;idos en acetonu nor cinco minuvtos, secados ol aire y-
meltos - sunergir en neréxids de hidrégeno sl 0.3k, HL -
“roseco. o se continud en ¢l piso nimero dos.
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RESULTADOS

S

A),— PUQIFICACION DL B3A-O,

El BsA-0 purificado por cromatografiaz en columna de sg
phadex G-15, es totalmente soluble en sgua destilada a pH -
neutro, tendiendc a precinitarse a pH deido. La cuantifi-
cacidén por el métodé de Lowry nos indicd una concentracidn-
de 50 mg. ml_l del BSa-0, obteniendo un rendimiento aproxi-

mado de 200 mg. de BsA-0,

Lz cromatografia en placa fina (CPF) realizada después
de 1la didlisis mostrd la susencia total de ouabaina libre.-
Lo confiabilidad del método paru detectar ouabaina libre-es
buena, ya que esta presenta una sen@ibilidad de 0.25pg. -~
cm._2, por lo que pensamos que la cantidad de ouabuina libre
es nula, cunque de cualquier maner. el B3a-0 fue repurificg
do por cromatografia en columns de sephadex G-15. Los re-
sultados de ests cromatografia igréfica i) nes indica que -
el £34-0 es eluido con el volumen de exclusidn del gel. Al
probar cada un:. de las fracciones eluidas, mediante CPF, se

observé, lu ausencia de ousbaina libre,

&n ambos casos, didlisis y cromatografia, el Bou-0 fue

coarwrado conmur: ousb:ring, ousbains oxidada v 83a, obteniep
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drifica l.- Purificacidn del conjurado B34-0,mediante una

solunn> de seshadex G-15,5e uso como eluente P33 0,15 M,pH 7,2

con una velocidad de flujo de 1.0 ml minfl.No se registré oua~

baina libre en ninguna de las fracciones colectadeas,
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do los siguientes nf:

B54-0 : 0,0

Boa 0,0

Ouibainat 0.518
Ouabaina oxidadat: 0.794

tn los casos de la ouabaina, ouabaina oxidada y el —-—
634-0, estos resultaron ser fluorecentes al ser tratados -
con tetracloruro de antimonio y observados en luz U.V., no
siendo asi para el BSA que resulta no ser fluorecente bajo-
¢l mismo tratamiento, tanto el B3A-0 como el BSA dieron reag

cidén positiva al tratarlos con ninhidrina.

Por los anteriores resultados nudimos concluir que se
obtuvo un conjugado con alta pureza, es decir que no contig

ne ouabaina libre.
B),~ CARACTER14ACIUN DEL BSa-0,
1,~- GOPECIROFOTULETRIAL

Al realizar el espectro de absorcidn de la ouzbaina se
pudo obgervar que esta presenta dos picos méximos de absor-
cién el primero = los 325 nm., ¥ el segundo a los 240 nm. -
(gréfica 2) v ~yue corresnonden a los renortados por Brown y
write (53), aunque ellos encontraron un tercer pico a los -
515 nm, ¥ aue no nos fue posible detectar. Pora fines com-

parativos se usd cl espectro de szbsorcién de la ouabaina, -
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Grafica 2.~ Bspectro de absorcidn de ouabaina;albimina
de suere bovino y albimina de suero bovine-ouabaina,segin el
método de Brown y Writh.Ouabaina 20 g mit(4—i).BSA 60 g
oIl (o ).BSA-0 60 g mit( > )



especiulmente el vice de 325 nm., donde estu molécula nre—-

sentz un coeficiente de extincidn molar de 17,300.

Por otro lado los espectiros de absorcidn del LS4y --
8340 presencan claras difersncias entre ellcs a la misma -
concentracidn (6umg ml-l}- Bl BSA-0 presenta un cumento-
della absorbanciz, esvecialmente en la regidn de 330 a 320 -
nn, (ver grifie: 2). Ambos B34 y B340 nresentan un vico -
de cbsorcié: a los 2 3% nm., siendo més definido en el BSa ,
esto nos demuestra ocue el tratomiento al que fueron soneti-
das las proteinas, »rovoed nocos caszbios en su estructura,-
posiblemente esta absorcidn, a los 275 um., se relaciona -
con iminodcidos como la tirosina y el trintéfano gue absor-

ben en la regidén de 270 a 230 nm.

Siguiendo el método de Erlanger y Col., (43) se calcu-

15 el némero de residvos de ocuabzina unidos 2l BS5A:

La absorbancia a 32% nm. del 33A-0 a una concentracidn
de o0 pg. por litro es de 0.196 ¥ la absorbonecia a la misama
concentracibén y .onzitud de onds del 554 es de 0.014, lo di
ferencia atribuida a los residucs de ouabainc es de 0.182.-
4si la concentracién de ouabaina es de 0.182/17,300 = 1.05
X 10-5 moles nor litro. Puesto aue el neso de lu ourbaina
es de 728.5 zm. vor mol., siendc su concentracidi de (1.05-
X 10-5) (728.8 zm. vor litro) = 7.65 mg. vor litro. Por =~
susir ccidn de 1 concentrstid,. le 55.. obtenido fue de ~—-

52.35% . nor litro. <i el neso noiccular Jdel BIA es de ——



63,000 por lo aue el nimero de moles por litro del BSA en -

la mucstr de 52.35 z 107 gm. por litro, dividido entre —-
63,000 zu. por mol, = 7.6 x 10-7. 4si el ndmerc de moles -
de ousbaina por mol de B3a es de 1,05 x 10~5/7.6 2987 = <
10™7 = 13.6 Le aqui se infiere un peso molecular para el

2,.- ELECTROFORESIS.

La electroforesis en geles de poliacrilamida nos muestra
1a vnresencia decinco bandas para la albimina de suero bovi-
no siendo la principal l:z que vmosee un peso molecular de —-
68,000 y que fue utilizado nara fines comvarativos (figure-
1). Por oiro l.do el conjugado nresenta un veso nmolecular—
de 79,500 (grifica 3), demostrando un aumento en el veso mg
lecular de la zlbimina, como consecuencia de la unién de rg
siduos de ouabaina. La diferenci=: entre ambos nesos molecu
lores, 381y 8340, es de 1,590, lo que nos da un nimero de
reciduos de ouabaina de 15.8, dato que concuerda con el de

espectrofotometria.

#1 gel no demostrd 1z existencia de hidrdlisis del —-
BS:-0'dado nue no se ohservd ninguna banda por debajo de la

del conjugado.

3.~ sLECTROSNFU WE.

Tanto el 38A como el BSa~0 migran hacia el éancdo, lo =

auc noc indica ~ue ambas oroteinas son basicas, dado su al-
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Grafica 3.- Determinacién del peso molecular del BSAw0
mediante electrofdresis en geles de poliacrilamida-SBS.Pro -
tef{nas patron; €1).-BSA (68 Kdal), (2) Ovoalbimina (42 Kdal)
€3).-Citocromo C (11.5 Kdal). (4).- BSA-0 (79.5 Kdal).
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to contenido de residuos de lisina, ~unoue en el caso del -
BS&+0 este sufre un retraso comorrado con el L34, como con
secucncia posible del Dbloaueo de varios de sus grupos lisi
na vor pnarte de la ouaboing y cque disminuye la basicidad -
del conjugado. UNo se determind el nH en el nue se encontry

ban las proteinuis, nuestec nue no fue de nuesiro interes.
D).- INHIBICION DEL TRANSPORTE POR OUABAINA Y BSA-O,

Inicialmente el transnorte fue inhibido con 107%% de -
ousbzina y 10721 de B340, mostrando una caida en el flujo-
de sodio, representando como el microamveraje a través de -
1: viel de rena. BEste flujo vA& desde 64 yamperes al inicio
del experimento, hastsz un amper a los 120 minutos después -
de .- auicidn de La ouabaina. Los anteriores resultados su
gleren uns inhibicidn del flujo de 98.4% paraz la ouabaina.-
8n el caso del J34-0 se obtuve un flujo inicial de 52 p am--
pers y un final de 28 yamperesa los 120 minutos, correspon-—
diendo a un 46.2% de inhibicidén del transporte (ver tabla -
I g Ti1),

A una concentracidn de lO-BM tanto de ouabaina como -
del BSA-O, se obtuvieron inhibiciones de 35.2% para la oua-
baina y de 88.3% para el 3340 (Ver tabla II). Como vemos-
la inhibicidn del transnorte resulta ser buena, aunoue el -
B834-0 requiere de una concentracidén 100 veces mayor cue la

cuabzinag nara ovresentar result:odos semejuntes a estla.
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Mujo de sodio (  ampers)

Inhibicién (%)

__Ihic:i.-cr,- Termino
Ousbaina (10'5M) 64.0 1.0 98,4
B34-0 (10~ %) 52,0 28,0 46,2
Ouabetng (10 "3u) 84.0 4.0 95,2
B34-0- (10’3&{) 68,0 8.0 88.3
BsA (10™x) 87.0 81.0 1.15

TABL A III
Potencial de membrana (Voltaje)

Iniecio Término
Cuabains (10_5M) 40,8 5.8
BSA-0 (10™°8) 91.2 69.2
Ousbaina  (10™3m) 27.1 1.9
BS4a-0 (1073m) 33.8 T2
BSA (10™3x) 52.5 53.2

La inhibicidn méxima pora quSH de ouzbainz se alcanzé
a los 120 minutos desvués de haber adicionado la ouab. .na,-—
comvurdndose con la inhibicidn producida por el 8540 al

mismo .iemno ¥ concentracién.

de ourb:.inz se =lconzd =z los 105 minutos.

En 1la concentracién de 10_3M
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Tanbién se probaron tanto a la ouabains como al BSA-0
en niel de rona donde el flujo se encontraba zumenticdo por-
1a accidn de isovproterenol, obteniendo un 99% de inhibi --

cidén para la oucbzina y un 85% para el B3a-0.

Por otro lado no podemos pensar que la inhibicién pue-
da deverse a la accidén de ouabaina contaminante, dado que
esta no fue detectada por CPF, ni por la hidrdlisis del —-—
B34A-0 en subunidades de bajo peso molecular, ya que no fue-
ron detectados por electrofdresis en geles de poliacrilami-
da-oD3, Ademds 10™°M de BSA no causan ningun efecto sobre-

el flujo de sodio. .

II.- Cgracterizacidén del antisuero gontra BSA-O y purificg-
cidén_de anticuerpos contrg BSA-O

A),~ CARAGTERIZACION DEL aNTISUEROQ.
1.~ TITULO DEL ANTISUERO.

La respuesta de los conejos inmunizados con el B3A-0 -
se di en la cuarte semana, tiempo en el cual se pudieron de
tectar anticuernos, aunque en titulos bajos, tendiendo ha -
aumentar conforme pasa el tiempo, alcanzando su méximo ni——
vel a las 40 semanas después de la primera inoculacidn, ob-
teniendo la zona de equivalencia en la regién 39 pg. ml—l -

de B3A-0 (dilueidn 1:120), manteniéndolos por 15 semanas, -
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tiempo en el cual sesangrd totalmente a los conejos. Las -
dos técnicas usadas para lec titulacidn, dan resulicdos semg
jantes (figura 2), aunque las técniczs son semicusntitati--
vas, estas nos dan una idea de la existenciz de cnticuverpos

contr: B3A-0 asi como de su titulo.

Los datos obtenidos de le titulscidn difieren con 1los
obtenidos vor Smith (49) para snticuerpos especificos con--
tra ousbaina. £l obtuvo el titulo méximo entre la semans -
12-20 manieniéndose durante 33 semanas, aunque el determiné
el titulo vor radioinmunoanilisis, obteniendo 1.9 mg. de in
munoglobuling especifica para ouabaina por militro de anti-

SUEro.
2,- INMUNOELECTROFORESIS Y DOBELINMUNOELECTROFORESIS.

4l principio el BSA-0 y BSA fueron probados por doble-
inmunodifucién de Ouchterlony, encontréndose que ambos son
reconocidos por el antisuero, siendo esta una reaccién de -

identidad total (figura 3).

Debido a que la obitencidén de unsa reaccidén de identidad
totsl nos indicd la oresencia de zntigenos idénticos, se op
t4 vor vrobar a los antigenos nor inmunoelectiréidresis, en-
contrzcndo aue el B340 nresenta vna mayor movilidad electrg
forética que el B3A. Por otro lado al vrecipitarse los an
tigenos con el antisuero, observemos gue el BSA presenté un

solo arco de precipitacién bien definido, mientros nue el -
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B30 didé dos .rcos de orecivitacidén (figurz 4). Los ante
riores resultados nos indicaron aque el antisuero contra —
834-0 nuede contener por lo menos dos tipos de anticuerpos,
uno contr. el B340 y el otro contra BSA. Lo anterior pudo

ser demcstrado por dobleinmuncelectréforesis.

La técnica de dobeinmunoelectrdforesis separa a los an
tigenos, en orimer lugar por su carga eléctrica (primera di
mensién) y en seguids los antigenos rezccionan con el enti-
suero bzjo la accidn de un pequefio campo eléetrico (segunda
dimensidn). En figura cinco podemos observar dos zonas de
precivitacidn, una retrasada ligeramente coniespcctd a la -
otra, lo que demuestra que tanto el BSA-O como el BSA pre—-
sentan diferencias como antigenos. Por otro lado esta mis=-
mz pruebs nos demostrd que nuestro antisuero es heterdlogo,
es decir que por lo menos existen dos tipos de anticuervos,
unos gque reconocen a los determinuntes antigénicos del BSA
y los otros posiblemente dirigidos contra la ouzsbains unida
al BSA.

B)- PURIFICACICHN DE ANTICUERPOS CONTR4 BSA-O,

Considerando la posibilidad de haber obtenido dos tipos
de anticuerpos se procedid a su purificacidn., Inicialmente
se intentd la nurificacidén mediante la sintesis de una co--
lumna de afinidad para ouabaina, la aue se intentd sinteti-
zar nor la unién de la ouabaina a sephadex, mediante un ==

vuente de etilendiemina. Por un lado se consiguid unir el
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. Figura %.- Yobleinnunoelectroforesis,en k& que de obsex

van dos zonas de precipitacidn,uns para el BSA y la otra pa-
ra el B3A-0,EBsta es una demostracién de la presencisz de di -

ferentes wnticuerpos en el antisuero.
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vuenve sec etilendiamina, perc no la oucbuina puesto nue -

2stis nc —udo ser detectada en el sephcdex—-etilendiamina. -

Por esta razdén se continudé vpor vnz viz alterna, que consis
]

tié en la sintesis de un inmunocbsorbente para B3a.

Jdilson y Nakane (61) revortaron lz unidn de 0.84 nmg. -
de uou ~or militro de senhadex G-50, determinado wor el mé
tode de fluorescemina. Bn nuestro caso se utilizd sephadex
G-75 (también recomendadc por Wilson y Nazkane), obteniendo-
buenos resultvdos ¢n lz unidn de la proieinz al soporte, ya
nue este di positivo pura la reaccidén de Sanger, ain cuando
esve fue lavado repetidas veces con varios volimenes de -—-
urea 3 L, los Gltimos sobrenadante al ser leidos a 280 np
demostraron que en ellos no existiz proteina, Los anterig
res resultados mucstran aue la proteina se encuentrc unida-
al gel, no siendo alterada esta unién por la urea, dado que
esta solo es un agente desnaturzlizantie més no rompe enla——

ces fuertes como los covalentes o peptidicos.

La reaccidén de Sanger no resultd ser positiva pnaraz se-
nh:dex, senhadex-oxidado y sephadex reducido, bujo las nmis-

mos condiciones nue el senhadex-B3A.

Lo concentracidn de la IgG nurificada por umaE celulo-
5. \gr’fica 4), fue de 6.5 mg. por militro dé antisuero. -
mstw Lgl fue concenirada hasta obtener 30 ng. ul-l, de 1los
Cc.. les fueron visados por el inmunoabsorbente 5200 1., obig

niendo dos picos de nbsorcidn (grifica 5) uno por czda anor
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Grifica 4 .- Purificacidn de IgG a partir de amtisuere
contra BSA-O,mediante una columne de DEAB-celulosa,usando cos
mo eluente un amortiguador de fosfatos 0.07 M,pR 6.3,Previo a
este paso,se realizdé una purificacién parcial por precipita =
cién con sulfato de sodio.
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tiguador, siendo para nosotros més imnortante el primer pi
co. Lz IglG de este nrimer nico fue eluida con PBs, y solo -
es @apaz de reconocer al BSA-0 por debleinmunodifueién (figy
ra 6), no reconociendo al BSA, Mientras tantc los anticuer-
pos reteni..os por el inmunoabsorbente fuero eluidos con el -
amortiguador de glicina-HCl y son capaces de reconocer tanto
al B3a como al BSA-0 (figura 7). Para el primer pico se ob-
tuvieron 5.7 mg. al™> ae anticuerpos y 1.8 mg. m "t para el-

segundo pico.

Los anteriores resultados son une demostracidén de la =

presencia de diferentes anticuerpos en el antisuero.

Bl inmunoabsorbente fue utilizado c¢inco veces cbtenien-
do los mismos resultados, sin notar ningin eambio en sus prg
niedades.

§

C,- &SPECIFICIDAD DE ANTICUERPOS

Voller y Col. (63) han dividido la técnica de LLISA en
dos tinos, directos e indirectos. ILa primera consiste en -
unir directamente el anticuerpo al tubo de poliestireno, adi
cionando al antigeno, estos luego son evidenciados mediante-
un segundo anticuervo marcado con vperoxidasa o fosfatasa al-
calina., &1 ELL3A indirecto consiste en unir al antigzeno al-
tubo de polistireno, adicionando enseguida al anticuerpo con
tra el zntigeno y haciendo evidente este complejo mediante -
un segundo anticuervno marczdo con peroxidasa o fosfatesa al-

calina, y aue esta dirigido contra el primer anticuerpo.
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Grafica 5.— Purificacidn de anticuerpos especifices con-
tra BSA-0 y BSA mediante un inmunoabsorbente ,.sephadex-BSA .
Se usdé como primer amortiguador é eluente PBS 0,0 M,pH 7.2
y como segundo amortiguador Glicina-HCL 0.1 M,gH 2.5.
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BSA-0
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i - S, . . .’ 7 ~ )
fioan, 5 o7y T .= Jovle inmunodifucion.&sto nos denues —
br. 1. esneeiricidad de los anticuerpos purificcdos médionte

el immvnacrhinobehte.fn 1o figuws 6 fueron probeodos los tnti -

cu rroc eluidos con Po3 y aue solo reconocen ¢l S34-C.En 1o

fi~ur~ 7 se nrobaron los snticuernos eluidos con glicina-HCL

¥ rue reconocen tonto ol 38a como ol 3oa-U



o] mismo Voller indica que una forma de titular un sue=-
ro por LLLSA indir-~to es nor el método de punto terminal --
(zona de equilibrio entre el 4z ¥ Ab), en el cual una serie-
de diluciones son probadas, llevando paralelamente pruebas -
de falso negntivo, para determinar que la reaccidén observada
es consecuencia de la interaccidn entre el 4 y el 4 7y no -
inespecifica. Por otro lado pruebas de f:lso nositivo son -
tomadas en cuenta para determinar el titulo, ya aue la dilu-
cidn que de un valor de absorbasncia, mayoy pero cercano al -
vaelor mis 2lto de las nruebas de falso positivo, ese serd el
titulo del suero.

Con el fin de determinar si los anticuerpos contra =—-
B5.-0 son canaces de reconocer a la ouabaina libre, llevamos
a cabo la vrueba de £LISA indirecto. £n primer lugar se dg
termindé la dilucidén a la cual los anticuervos reconocen ade-
cuadamenie al BSA-0 absorbido en el tubo, esto mediante la -
determinacidén del punto terminal. &n este caso no podemos -
hablar de un titulo como tal por no tratarse de un antisuero,
sino de anticuerpos nurificados, aunque la técnica cumple —-
con los objetivos deseados, al indicarnos la zona de equili-~

brio.

La grafica 6 nos muestra que la dilucién en donde se en
cuentra el nunto terminal (zona de equilibrio), dilucién --
1:12, 800 y nue corresnonde a 4.5 ug. ml”l del anticuerpo, =
dilucidn Aue usamos vara determinar si los anticuerpos reco-

nocen 2 la ouzbuina.
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Gp4fica 6.- Determinacidn de la zona de equilibrio -de
los anticuerpos contra BSA-O,mediante el método de ELISA iy -
directo.la zona de equilibrio fue obtenida en la dilucidn de
112,800 (4.5p g mit).
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Ly gréfica 7 nos muestra una inhibicidn vpor hapteno, es
decir cue el hapteno, cn este caso la ouzbaina, al ser adi--
cionado vreviemente a los anticuerpos contra BSa-U, es reco-
nocida ~uedcndo los anticuerpos impedidos para reccnocer al
B34-0 unido al tubo. Como venos la curva de la gréifica 7 es
de tivo sigmoide, que muestrz la maxima inhibicién a una con
centracidn de 10°°M de ouabaina ¥y la menor a 10‘5H del hepte
no. &stos resultados demuestran que los anticuerpos purifi-
cados reconocen especificamente a la ouabainz libre, asi co-

mo 2 la unida al B84,
III,- Loéalizacidn de 1a (NaK)ATPaga,

A),- TECHICA DE GUTH Y 4LBERS

Bsta ténica se realizd con el fin de compararla con el

método pronuesto por nosotros.

Se puede decir gue las estructuras tefiidas son variasi-
Para cerebelo y médula espinal la tineidn princivalmente es
sobre neurofibrillas (figura 7 y 8) sitio donde existe = — =
(Na-K) ATPasa., También en el cerebelo y médula espinal se ti
fileron ndcleos, al varccer de células no neuronales ocue bien
vodrian ser células gliales, esia tincién fue intensa, consi
derédndose como inesvecifica dado que en los nicleos no exis-
te (Na-K)alPasz, 4demés la inhibicidén de la zetividad de la
bomba nor 10_3E de ouabainz, »provocaron casi la total degapa

ricidn de la tineidn en las neurofibrillas, vero no de los =

°e 5-5 ee
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Grafica .- Demostwacidn de la especificidad de los

anticuerpos contra ouabeina mediente inhibicidn por hapteno
llevado a cabo por el método de ELISA indirecte.Se obtuvo la
méxima inhibicién en la concentracién de 10~M de ouabaina.
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ndcleos (figur-s 3, 3). Un resultado inter-s:nte se df en -
1: regidn lel vermis del cerebelo, donde solo son tefiidos nd
cleos ha pesar de no encontrarse inhibida la actividad de la

bomba de sodio-potasio (figura 10).

T2l vez la tincidn inesvecifica sea consecuencia de la
actividad de otras enzimas como la fosfotasa alcalina o la -
Co- dTPasg 251 como a la difusién de los nroductos de esta -

actividad. =

tn rifidn las estructuras visibles son: glomérulos, tuby
los contorneados y vasos sanguiﬁeos, asi como una gran canti
dod de ndcleos. La tincidn tiende hi ser més fuerte en la -
zon.. del cértex y médula externa, mientras que en la médula-

interna la tincidn es pobre (figura 11, 12).

Cuzndo se uad el BY.x-U para inhibir lo reaccidén de Guth
dlbers en el cerebelo, se obtuvieron resultados semejantes -
a los del a ousbaina, es decir una disminucidn de la tin —--
cidn de fibras, orobando aque el B34-0 es capaz de reconocer-

a la (#a-K)afPas: en cortes de tejido.

Un resultado extrsio es que la reaccidén de Guth-#dlbers-
no se 24 en el encéfalo de rata a nesar de existir uns gron-
c.ntidcd de (Na-n)aiPasa en este tejido, adends, en 1z biblig
grafia solo se ha rencrtado la asctividad de lz enzina en ca-

nil res del endotelic de l:z corteza cerebral.
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Pigurc J.- liicrofotografia de médula esvpinal,realizada
segin el nmétodo de Guth-Albers.(4) Aqui observemos fibras
nervisosas () v ndcleos fN), (B) Médula espinzl donde se
adicionaron 10-M de ouzbaina, observando solo lz tincidn de

récleos,neo no de fibras nerviosas. (160X).
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Pigura 9.~ Microfotografia de la histoquimica realizada
en cerebelo medismte la técnmica de Ghth-Albers.(A) Fibras nem
viosas (FN) y micleos (IN),Cerebelo donde se adicionf 10™>M de
ousbaina,donde se observo la tincién de micleos y una baja
actividad de fibras nerviosas {FN). (400X).
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Figura 11.- Histoquimica de la (lig—X)ATPaga de rifién,se
gin el método de Guth-Albers.(4) Glomerulo junto 2 un vaso
sanguineo.(B) Mibulos contornezdos.En zmbos casos observemos

una gran cantidad de nucleos ( 400X ).

PFisura 12.- Glonervlos renales teflidos nediante la téc=
aica de Guih-4lbers (160X).



8) .= LOCALILACION o La (Ng—K)atPrgs, UUn .i:1CUIKPOS
CONIRa CUAB.INA.

4l recubrir los tejidos con el sustrato paia 1l peroxi
dasa, enconirszmos gue¢ solo la vniel de r: n. nresenitd rewc—--
¢idn positive nar: rmeroxidas: enddgzna, vor lo gue tuvo que
ser oreviancnte blogueads loc actividcocd de estoc entinma, con
el fin de no confundirla con la peroxidas:c ccnjugada con el

segundo anticuerpo.

3e ha visio aue var. nue la (Na-K)alPasa tenga un buen
funcionanicnto, reauiere principalmente de Na, K, M£1y AlP,
devendiendo de estos elemenios las diferentes formas que 1o
me lz bombz de sod.o-potasio durante su actividad. Una de
estas formus ¥y ocue es de gran inportancia es la Genominada-
El-P, sue se forme cn nresencia de Mg, Na. y ATP, siendo es
ta una forumo fesforilzda 3y con la cual intersctuan los glu-
cbésidos cardiazcos (74). Por otro lado la tasa de unidn de
l: ouih.ino se ve increment:dc por el sodio, mientras gque -
el notzsio la hace disminuir, bajo condiciones fisioldgicas
(7). 1Teniendo en cuentz las anteriores condiciones para el
enlzce de la ouabazine a la (NarK)aTPasa, se usaron medios -
de incubuzeidn sue conienian sodic a concentraciones isoténi
cus, vero b:jas concentrociones de ncotasio, coio es el me——
dio de Lirzny y Col. (20) o el ringer de mamiferos. Por -
otro lado tanbién se usdé el medio de Guth Albers, zunque en
este caso l:-s condicicones son diferentes, dado oue le ceti-
vid..d ec denendiente de potzsio. “ento en el medio de irsny,

as{ como en el de Guith-Alvers, lz unidn de oucbaina & la —-
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(Ng=K) #«IPasa fue demostrada pvor ellos, ya sea por el uso de
ouzabaina (3HJ o nor la inhibicién de los fendmenos observa-

dos por otros anteriores.

Después de realizar el protocolo para localizar a la -
encims, pudimos observar que los tejidos no se tifiieron por
la accidn de la peroxidssa del segundo anticuervo. £l ante
rior resultado nos indicd que los anticuerpos fueron incapg
ces de unirse :1 complejo (Na-K)ATPasz-Ouzbzina, ya sea por
que la ouabaina quedé oculta por la enzima, 0 por que el -
complejo no se formd, eliminZndose la ouabaina en alguno de
los lavados a los que es sometido el tejido. Similares re-
sultados fueron obtenidos con el BSA-O0, en cualguiera de -
los medios de incubacién. Pensamos gue la unién @l BSA-0 g
la bomba de sodio-potasio es inestable disociZndose facil—-—

mente.

Ya sea por que la ouzbaina se encuentre enmascarada pa
la enzima o por que esta se disocie facilmente, como tam—
bién nodris ser con el BSA-0, los resultsdos sugieren -
que el tejido incubado con la ouabaina y el BSA-0, debe ser
tratado de diferente forma, con el fin de evitar lo sucedi-
do. 4si se procedid en primer lugar a tratar al tejido ==
después de incubado, con witén X 100, detergente no iénmico-
capaz de solubilizar parcialmente a la membrszna celular, dg
senmascarando antigenos ocultos. Los resultados obtenidos-
con el detergente no fueron alentadores dado que tanto los-
cortes incubados con ousbaina couwo con B3A-0 y los cortes -

testigo (oue no contenizn ousbaina o B34-0) fueron tefidos-
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por aceidn de l: peroxidasa unida al segundo anticuervo, co
nociéndiosc esic como una vruebz de filso nositivo en la cue

los anticuernos rcaccionan con eltejide inesvpecific:mente.

tro procedimiento diferente fue el de fijar el tejido
con parc-Formaldehido, después de hzber sido incubszdo ,con -
la ousbuinc o el BSA-O0., Bsto se realizd con el fin de fi--—
jear al sitio donde estan enlszados la ouabaina y el B340 ,
pues como sabemos fijadores.como el p-formaldehido o gluta-
r.-1dehido, formcn puenies de entrecruzamiento enitre las mgo
léculas. Desafortunad-mente, con el uso de p-formsldehido-
también obtuvimos resultados semejantes a los del tritdén —-—
X 102, tincidn inespecificas, tanto en cortes tratados con -

ouczbaina y B3A-0 como con los testigos.

En ambos tratamientos. iritén £ 100 o p-formzldehido,
la tincidn obtenids es inespecifica debido a la alterzcidn-
del tejido por los agentes usados. Tejidos a los gue enla-
zan los anticuervos vor le existencia de cargas eléctricas,
m’'s aque por aofinidad del anticuerpo por el #g., a pesar de
encontrarse el tejido recubierto con suero normal de cabra.
Tampoco nudo diferenciarse la existencia de tincidn produci
da como congecuencia de la unidén de los anticuerpos al an-
tigeno no encontrando alguna estructura definida en los te-

jidos.
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DISCUSION

La oxidacién de azdcares para la formacidén de aldehf--
dos mediante agentes como el Acido o el meta-periodato de -
sodio, fueron uszdos por primera vez para la unidn de un -
hapteno a una proteins acarreadora por Erlanger y Col., (46)
y vor “strada y Col. (47). Ellos utilizaron como hantenos-
nucledtidos v nuclebcidos (AP, UMP, guanosina, citidina y
¥y adenosina), oxidando el azdcar y enseguida uniéndolos a =
proteinas como el BSA y HSA, a pH alealino, estabilizando -
el conjugado mediante reduccidén obteniendo buenos resulta—-—
dos en la unién. A&fos més tarde Smith (48, 49, 50) siguien
do una metodologia semejante sintetizd una serie de conjuga
dos, en los que los haptenos fueron glucdésidos cardiacos cgQ
mo la ouabaina y al digoxina, un}éhdoloa a proteinas como -
el BSa y H3A, El mismo Swmith (50)con el fin de aumentar la
cantidad de ouabaina unida al acarreador produjo conjugados
en los que en primer lugar unid puentes como el N-carboxil,
D, I-alanina o el succinil, 3, 3 -diaminodiprooil amina, a
proteinas como el BSA y HSA, £l hapteno fue unido por el -
puente al acarresdor. &stos conjugados fueron sintetizados
con el fin de obtener anticuerpos contra glucdsidos cardia-

cos, usando estos anticuerpos con fines farmacoldgicos.

Smith y Col., encontraron nque la cantidad de residuos-
de hanteno unidos a cuzlauiera de los acarrezdores usados =
fue de 17 para la di-oxina y 4-5 para la ouabsina, #llos -
usuron el método de Brown y ‘with (53) par.. caracterizar -

sus conjugados, aungue en ningin caso renortan los cspec —-

.
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tros de absorcidn nilos coeficientes de extincién molar de
los havtenos y conjugados, los -ue Tienen mucha inportancisa
en ls carscterizacidn del conjugzdo, nuesto que como indica
Erlenger y Col., (54) es necesario realizar varias pruebes-—
gue demuestren la vresencia del hanteno unido .z la vrotei-
nz zearreador:, asi como los cambios sufridos por esta Ulti
ma. £&stus pruebas nueden ser de tino espectofotométricas ,
determinacidén del peso moleculsr del conjugado o nediante -
1l determinacidén de aminns libres nor agentes como el 2, 4-

dinitrofluorcbencenoc.

En nuestro caso el conjugsdo sintetizado vor nosotros-
presentd n rendimiento d¢ 13-15 aoles de ouabaina por mol-
de B34, hsbiendo sido carccterizado espectrofotometricamen~-
te por el método de Brown y irith (53), asi mismo se deter-
niné el neso molecular del conjugado nor electroféresis. Zs
t0s resuliados nos demostraron nue la unidén de la ousbaina-
@l 5SA fue en una proporcidén bastante aceptable como para -
lz realizacidn de ensayos inmunoquimicos y de inhibicidén -

del transnorte.

Por otro lado como vimos se obtuvoe una mayor cantidad-
de reciduos de ou.baina unidos al BS4, que los obtenidos -
noxr Saith a nmeszr de h:ber seguido la misn: nmetodologia, -
ungr:.zdn concrets mira este resuliado no la tenemos. Lo -
Gnic. difercnciuz encontrude, s oue Smith des»ués de 1lu e

duccidn &:l conjuz.do, neidified a este con fcido Férmico -
dur.n%e un. hor:, b sificiidolo des»ués con hiurdzido d&c so
dio. £l n:59 cnterior no fue llevads o cabo mor nosotros ,

sinc directumente dislizemos desnués de 1la reduccién. Smith
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no cxnlicec lz rzzdn de la acidificacidn, tal vez dursnte eg
te paso la ouabaina sea suseptible a disociarse, nantenién-
dos® solo una pequefia parte unids 21 acarreador. Hsta mis-
ma acidificacidn vodria osrovoc:ir la hidrdélisis del conjuga=-

do.

Snith tambiln reportd que la nurificacidn de sus conju
dos no es buena, dado que encuentra entre un 0.1l a un 1.0 %
de ouzb ina no unid: como contaminznte, dado que tanto por-
CPF y electiroféresis detectd ouabaina libre y péptidos de =
bzjo peso molecular, z vesar de heber sido purificcdos 1los
conjugados por didlisis y cromatografia en columna de sephg
dex G-75.3mith indicd oue la contaminacidn puede deberse a
la vresenciz de una proteasa gue hidrolise 2l conjugado y -
la cual no puede ser inactivada por inhibidores esvpecificos
para proteasas. Otra rzzén aludida es la accidén del agente

reductor (Na BH4).

Pensamos aue la hidrdélisis no es consecuencia de una =
protessc, Sino por un lado del tratamiento con &cido férmi
co, como ya mencionamos. Por otro lado la purificzcidén mg
diznte la cromatografia en columna de sephadex G-75 mo es =
adecuada, dado que esta no retienen facilmente moléculas me
nores de 3,000 de neso molecular y ls ouabaina nosee un pe-
so molecular de 728.8. Por lo que para la purificacibén de
nuesiro conjugado se sustituyd al sephodex G=75 por un se--
phadex G=15 que puede retener moléculas de hasta , 500Qde -
peso molecular. Tal vez por esias razones no detectamos hi

drélisis ni ouabains libre. Podriamos pensar oue nuestro -
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método de detectar ousbainz libre es pobre, pero este posee
 # . _2 ’
une resolucion de ouabaina de 0.2§,g cm , que nos da una

buena confiabilided.

La »rincipal razén de obtener un conjugado libre de oug
boinug, es nrobar su cipacidsd de inhibicidén del transnortey
asi Snith (50) orobdé la capacidad de inhibicidén de su conju
g.do, midiendo los cambios en la tensidn de los misculos pg
pilur y cardiaco, asi como la inhibicidén del transporte de
Rb86 en eritrocitos. Bn el orimer caso obtuvo un miximo =—
del 4.0% de cambios en la tencidén muscular, mientras que en
el trensvorte de Rb86 no hubo ningin czmbio al usar concen-
traciones semejantes de ouabaina y conjﬁgado. El mismo in-
vestigaedor indica que el conjugado puede alcanzar 1los mis—-
mos efectos gue la ousbaina sobre el transporte, pero a con
centraciones 1000 veces mayores, 0 hidrolizando al conjuge-
20. Los anteriores resultados son obtenidos para todos los
co§jugados sintetizados nor Smith, con ®xcepcidén de los que
presentan el puente de succinil, 3.3'-diaminodipropilamina,
el que puede inhibir el transporte z una concentracién 100-

veces mayor gue la ouabzina.

%1 conjugado sinteiizado por nosotros presentd ciertas
ventajas sobre los de Smith, puesto que puede inhibir hasta
un 88.3% el transnorte de sodio a traves de la viel de reana,
aungue este efecto solo se alcanza a-conceniracibnes 100 ve
ces mayores gue la ouabaina, pero sin la necesidad de esta-
unidz @l acarreador vor un puente. DLa razdn de esta venta-

ja nos es desconocida vero bien podria deberse a que el ani



llo esteroides de la oucbaina, involucrado directamente en -
la inhibieidn de la (Wg-K)Aa1lPass, aqueda lo suficientemente-
expuesto como var. enlazarse a la (NA-K)ATPasa, aunque al -
parecer esta unidn no es lo suficientemente fuerte, como vg

remcs mas adelante.

2] B34-0 resultd ser un buen inmundgeno ya que se pue-
den obtener =mticuernos contira el. =&stos anticuernos se pu
dieron aislar dos tipos, unos dirigidos contra los determi-
nantes antigénicos del B34 y oiros contra los determinantes
antigénicos de la ouabaina. £Estos Ultimos resultan ser es-
pecificos contra ella dado que son capaces de reconocer a -
la ouabaina libre y unida al BSA, pero no reconocen al B34,
Por 1o visto la ouabaina no es enmascarada por el BSA al —-
unirse a ella, aunque Martinez y Col., (67).obtuvieron anti
cuernos contra ouabaina siguiendo el método ‘de Smith, enconm
traron aque estos solo son capaces de reconocer al BIA-Q0 y -
la ouabaina, anticuerpos gue no fueron purificados de ningy
na forma, estos anticuerpos no reconocieron al BSa, resulta
do extraiio y solo posible si lz ouabaina enmascara a los -
determinanies antigénicos del B34, lo gue denende dg la can
tidnd de residuos unidos al acarreador, dato sue no es re—-—

vortado por ellos,

Los anticuervnos producidos contra.la ouabaing parecen—
reconocer al anillo esteroide del glucdsido, diodo aque esta=—
es la regidn que nueda expuesta en el conjugado, vor lo aue
ge podria esperar aue los anticuerpos reconczcan a otros eg

terdides. Smith (49) al resvecto indica que los anticuer-
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Tos obtenidos por el son cancece de reconccer a deriv:dos de
1a ouabzine como la zcetilestrcizntidina, cuando esis se en
cuentrs en exceso. También reconoce a la digoxina a concen
tr.ciones 50 veces mayores gue la ouabuina y a esterdides -
como el esiradiol, nrogesterons, testosteronz, colesterol y
dehidroeniandrcsterona, en concentrzcieones 100U veces mayo-
res. <como venos estos anticuervos son bostenie esvecificos,
yo aue con exencidn de ls acetilestrofantidinz, tanto —-—
ctros ¢igitflicos co~o eszerdides son dificilmente reconoci

dos.

Podemos pensar que los anticuerpos obtenidos por noso-
tros oresentan corscterisitcas semejantes = los obtenidos -
por =mith zunque tendrizn gue realizarse las pruebas perti-
nentes. Cabe mencionar que el marcaje de los anticuerpos -
con isotiocianato de fluorosceina nrovopé sue estos per--—
diersn su cctividad de reconocer al B340, Bsto es raro -
nue suceda, .uncue si algunos grunos amina estan relaciona-
dos con la regidn de enlace del snticuerno con el antigeno-
(P:zb), la fluorcsceinas nuede unirse blooueando la actividad

del _niicucrno.

II.- Locglizacidn de 1la (Na-K)ATPasa,

Los resultcdos indicean oue el método de Guth-albers no
¢s totzlmente especifico nore determinar le actividad de la
(sig—r) 84Pasa en tejidos, -ueszo 2ue como observamos en los

’

reszitados, cste no cs la Ynics enzimz aus sc evidencia en

los :zejidos ya cue cdemés de .:us esiructursc oue nreseniin-
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2 la (Na-ik)ATP:s», encontromos otrss en las que la enrima -
no existe como son los ndcleos y que se tifiieron a pesar de

estar inhibida lz enzima con ouabsaina.

Lc tincidn de estructuras donde no se localiza a la =
bombz de sodio-potasio nuede considerarse como ineepecifica.
Muyshera (28) 7 Pirth (41) mencionan cue bmjo las condicio-
nes de vH bisico y utilizando como sustrato al vara—-nitrofe
nil fosfato, la tincidn inespecifica puede deberse a la hi
drélisis no enzimética del ATP, a la difusidn de los produg
tos de la actividad enzimética, asi como a la actividad --
p-NPPasa de enzimas diferentes a la (Na-K)ATPasa, como pue-
den ser la fosfatzsa alcaline. La oprimeraz opeidn es fiéeil-
de descartar §a que en este caso no se usa como sustrato -
ATP, aunque el ATP propio de las oédulas puede ser hidroli-
zado por las enzimas de la célula o por metzles pesados cQ
mo el Pb. La difusidén de los productds de la actividad en-
zimética puede darse si estos productos son solubles en el
medio de ineubacién, pero el CoPi no es soluble en el medio
usado 'especialmente por la presencia del 30, por lo que -
si cxiste difusidn esta debe ser pobre. Por dltimo la acti
vidad p-NPPasa de otras enzimas diferentes a la (Na-K)ATPasa
puede ser la més viable dado que la fosf.tasa alcalina pre-
senta tal actividad y que ademis se ve favorecida a pH alcg
lino el que resulta subdéptimo para la (Na-K)ATPasa. Lz fog
fetisa alcalina he sido enconirzda en vasos sanguineos, ri-
fidn y otras células vor lo aue nodemos pensar que la activi
dad p-NPPasz inesvecifica enconirada es consecuencia de eg

ta enzima, por otro lado soclo existe otra enzime capaz de -
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utilizar al p-nnn como sustrato y es la bomba de calcio mag

nesio.

En cusnto a la localizacidén de la bomba de sodio-pota=-
sio mediante anticuermos contra ouabaina, parece ser gue al
tratar de localizar al complejo (Na-K)aTPasa-Ouabaina, los
anticuerpos no pueden reaccionar con el complejo por dos ra
zonest 1) Carrilli y Col., (51, 70) utilizando antroil-oua-
baina, derivado de la ouabaina que al enlazarse a la (ia-k)
alfasn puede ser detectada por fotoafinidad, encontraron -
que el sitio de unién de la ouabaina a la enzima se locali-
za en la porcidn de la enzima que se encuentra en 1ado exX--
terno de la membrana celular. 4si como se sabe que la oua-
baina se une a la bomba de sodio-potasio por su anillo estg
roide, por lo que a pesar de encontrarse la quabaina en la
superficie externa de la membrana celular, posiblemente se-
cncuentre enmascarada por la enzima. 2) A pesar de gque la
ouzbaina se une a la bomba de sodio-votasio por uniones po-
lares fuertes, esta puede disociarse, manteniéndose enlaza~-
da por un tiempo medio, aue segin Tobin (71) va desde 9 ho-
ras a 0°C hasta 3 minutos a 3700, aunentando la taza de di
sociacidn exponencialmente con el aumento de la temperatﬁra.
dungue Schwartz y Col., (73) indican que la unién puede te-
ner una vida media de 9 horas a 3000. Tal vez la ouabaina-
enlazadsz 2 la enzima durante la incubacidn se disocia y es-
lavads del tejido, siendo imvposible para los anticuerpos --

reaccionar con ella.

Ue los dos nuntos’ anteriores nosotros consideramos al

orimero como la més vosible consecuencia de que los anticuel
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VOS no rexccionen con lg oucboing unids @ la bomb:i. de sodio
-mei.5i0 ¥y aue est: unidn cs muy freitible bojo nuestras —-—
condéiciones de ir:b:jo. Por otro lado el auc la ouzbuina -
se: reconocida nor los aniicuernos nor su anillo esteroide-—
y no & toda la molécula, por lo que aunque auede alguna —-
parite de la moléculs exnuestz los znticusrmos no la recono-

Céell.

£l B340 fuc uns buena posibilidad pare localizar a la
encima, dada su ccopacidac de inhibir el transvorte en piel-
de rconz y de la reaccidén de Guth-Albers. Por estas mzones-
nodemos concluir aque la ouabaina unida al BSA no pierde su
cap «cidad de inhibir a la (Na-K)ATPass, aungue posiblemente
enlazandose a ella de unz forma muy inestable, disociindose

facilmente.

Sunoniendo sue la ouubzinc auede enmascarada o se disg
cie el vroblema tratd de ser resuelto fijando al tejido des
rufs de la incubacidn o itrztindolo con :ritén £ 100. Los -
resulizdos demostraton, en wmbos casos, sue esltos agenties -
producea c-nbiog en sl tejido aue dan lugar a una reaccidn-
cruzada, en la aue los zniicuerpos se unen a otros cntige--
nos, como nueden ser nroteinas del tivo de la colngens, -—-

siendo esiz unidn no ecenecifica.

Como vemos no fue nosible localizar el comnlejo (N:-K)
AlPos=Ounbains mcdisnte 2n icuervos. Aunocue couo también-
se vid moléculus como el aniroil-ouzbain: son capzces de en

azorse a la bomba de sodio-notzsio, o moléeulas como el -
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5350 timbién nueden unirse a2 la enzims, nudiendo ser anrg
vechado este hecho nara localizar a la enzima mediante otros
derivedos de la ousbaina, nue ademids de enlazurse en forma—
estcble a la enzima mantenguon sitios lo suficientemente ex-

puestos Ccomo para unirse a anticuerpos especificos.
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