
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

ENEP - IZT A CALA 

LOCALIZACION DE LA ATPasa(Na-k) CON 

ANTICUERPOS CONTRA OUABAINA 

TESIS PROFESIONAL 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

B O L O G O 
P R E S E N T A 

ENRIQUE OTHON HERNANDEZ GONZALEZ 

LOS REYES IZTACALA, EDO. MEX. 1987 

,; TE5MtCON 
L FALLAD1roruucAN 

r i:-.. ' •r /I; .• 



 

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. 

 

  

 



DEDICO CON CAaINO ESTA TESIS 

A MI MADRE 

A MIS HERMANOS 



A EJ... 

Gracias al Dr. Lui.s H. Perez Astudillo 

por su valiosa asesoria y su apoyo. 

A.todos mis amigos,especialmente a aquellos 

que tuviéron que ver en la realización de 

este trabajo . 



l .-

II.-

III.-

INDICE 

IHTRO.DUCCION 

Características de la (NG-K)aTPasa ••••• 

Papel Biológico de la (Na-K)ATPasa •••• • •• •• 

Localizaci6n de la (Na..K)ATPasa ••••• 

A) ,Jitoquímicos 

B) .Hutoradiografía 

C) Inmunohistoquímicos • • • • • • • • • • 

IV.- Ventaj2s y desventajas de las técnicas de localiz.a • 

ción de la ,(N a..K) ATPaaa. • • • • • • • • • • • • 

AJ Ci toauímica 
("' 

¡¡) iiu tor;;,diógrafí a. • 

,• . . . . 
G) Inmunohistoquímica . . . . . . . . . . . . . . . 

V.- Objetivos •••• 

_..,, 
MATERIAL .X METODOS 

1.- Pre~aración , ~urificación y caracterización de un -. 

conjugado de' albúmina de suero bovino-ouabaina - -· 
(.d.::i.A...0) • ... . . . . . . . . 
A) díntesis del BSA-0 . . . . . . . 
B) Purificación del BSA-0 • • 

Página 

l ' 

2 

5 

; 

7 

8 

9 

9 

12 

13 
14 

16 

16 

17 

C) Caracterización del Bo:iA-0 • • • • • • • • • • • • 17 

1.- i!;S'?eCt rofotometrÍa. • • . . . . . . . . . . . 17 

2.- ~lectrofÓresis en geles de -pliacrilamide. - .;i.J.).;> 18 

3.- .c;1ectroenforiu.e ..•.•• • • 18 

.U) Inhibición del transporte de ouabaina y .óSA-0 19 

- I • • 



II.- UbtenciÓn, cs.r ,·,cterización ~r -purific;;:ciÓn de n¡¡,. 

~icucr·,o:.:. contr::-. O' :,~; b , .in:::. • 

'") Protocolo de 
. . . , 
1nmun1 :::. ac ion . . • • . • • • • • 

3) Ce:racterizacion del antisuero •.•••• 

l.- ueterminaciÓn del título. 

2.- inntcnoclectrofóresis ••• 

3.- ~obleil1tlunoelectrofóresis •.••• 

C) Purificación de anticuernos contra BS.tl.-0 

1.- Purificación de i.gG a 'Partir del an-3isuero • 

2.- ~íntesis de inmunoadsorbente •••••.•• 

3 .- Purificación de nnticuer:Jos contr~'- i:;d...ü, ~ e d ia¡¡.. 

te el inmunoabsorbente. 

~) Prueba de es"Pecificidad de los anticuerpos • 

l.- i'.létodo de .c:i.:IS".;, indirecto modific2.do ••• > 
2.- ~nhibición por hapteno .••• 

lII.- .uocclizi?.ción de la li~~) n:l'Pasa. 

• • • f • • 

n.) Congelación de los tejidos. • • • • • 

_¡j) Localización de la (NA-K) ATPasa por el método 

de Guth a l bE:rs . 

C) Localización de la (it1~K) A'l'Pasa con 2nticuernos -

contra ouab ·-··ina. • 

I.- Purificación y caracterización de un conjugado de . • 

albúmina de suero bovino-ouabaina. • 

.n.) Purific2.ción del .J.:l ...... O •••• 

~) Caracterización del JS11.-0 

1.- Lspectrofotometrí ~ . 

2.- hl ectrofóresis •.. 

P' . : g ina 

20 

20 

21 

21 

22 

23 

23 

23 

24 

25 

26 

26 

27 

28 

28 

28 

29 

32 

32 

34 

34 

37 

II . • 



3.- Llectroenfo0ue ••••.•..•••.• 

.JJ) Inhibición del transporte nor OUL'b:cina y B.::i.,...O 

LI.- C.::o.r~_;,cteriz ación del wtisuero contrc<. :J;;>.&.-0 y '?uri 

f icación de :::.nticuerl_"los contra .as,..,_o, ••••• 

A) Car2cterización del antisuero. • 

1.- ·lítulo Ciel <:mtisuero • 

2.- Inraunoelectrofóresis y dobleinounoelectrofóresis. 

3) Purifi c ación de anticuer:ios contra Bi:3A-0, •••• 

C) ~snecificidad de anticuerpos. 

lII.- Localización de la (NA-K)ATPasa • 

37 

40 

42 

42 

42 

43 

46 

50 

55 

A) 'fé cnica de Guth y .t\lbers. • 55 

B) Localiza.ción de la (NA-K) ATPasa, con anticuerl_")os-

contr 2 ouabaina. • . . . . . . . 
.Jiscución • • • . . . . 
Bibliografía. . . . . 

HI .. 

62 

65 

75 



INTRO.JUCIOH 

I.- Características 118 la (Na-K)ATPasa. 

La bomba de sodio-potasio ha sido puri:ficada de dite~~ 

rentes organismos y tejidos, como son riñ.Ón de perro,cerdo 

y conejo (1,2,3,4},glándula anal de §:uialus acantiaa {5) 

organo electrice de EJ.ectro;pherns electricus (6),cerebro de 

rata y res. 

Maunsbach y col. (8,9) as! como ~orgensen (3,4) indicm 

las siguinntes caracter!sticas para la bomba de sodio-pot~ 

sio de riñón de conejo y cerdo,purificada por centrifugacj8n 

zonal y electrofÓresis en geles de poliacrilamida-3.DS.La e~ 

~ ima posee doe subunidades,una denominada , eon un peso 

molecular de 104 Kdal tones y la cual presenta toda la fun -

ción catalÍtica.'Tambien presenta una segunda subunidad lla-

mada ,con un peso molecular de 40 Ka.al.de proteína y 17 

K dal. de carbohidratos (sialo-glicoproteinaJde función 

desconocida. 

La enzima puede organizarse como un oligÓmero formado 

por cuatro subunidades ( ),estructura que corresponde a 

una unidad funcional; de la bomba de sodio-potasio y la cual 

puede unirse una molecula de ouabaina o una de ATP .La capa­

cidad de transporte de Na:K de la bomba tiene una relación 

de 3Na/2K. 



II.- función bioJ odca de lo (Na-h.}ATI'aso, 

La bomba de sodio-µotasio esta involuor c-_da con el 

transporto acti~o de sodio y potasio, así como de su distri­

bución intracelular y extracelular.Por lo tanto esta enzim 

esta involucrada en procesos como el mantenimiento del vo~ 

lumen celular, la absorción en riñón e intestina,~ y la exi -

tabilidad de células nerviosas y musculares. 

La (.1.fa-K)Al'Pasa !>Odria estar relacionada con procesos 

como la diferenciación celular y el desarrollo embrionario, 

como son la gastrulaci6n y la inducción primaria, esta ul -

tima descubierta por H. Speeman y H. hla.ngold (~920),el me­

canismo yor el cual se regulan este proceso,son desconoci~ 

dos en la actualidad. Barth y Barth (10) proponen que este 

meeanismo ~ede estar relacionado con las concentraciones 

del ion sodio,ya que al tratar gastrulas tempranas de an 

fibio con diferentes concentraciones de sodio,pudieron 

obtener celulas pigmentadas,ciliadas y epiteliares,cuan do 

el ectodermo es cultivado in vitro.E:llos no encontraron 

ninguna relación de esta diferenciación con la bomba de 

sodio-potasio. 

i.,essenger y .iarner (11) han relacionado a la enzima ccn 

el desarrollo y diferenciación del sistema nervioso de rana, 

encontrando 0ue la actividad de la (Ha-K) A'rl'asa es esen-

cial durante el estadio de pliege neur~ü medio , _esta-



dio en el cual s e diferencian las neuronas . &.las mismas­

ooserv.Jn ou e la inhibición de l a bomb a de sodi o-potasio 

9or és trolo..~tidina u (ou~baina) evita l a diferenciación de 

un:.t ciertu uobl ación de neuronas, existiendo neuronas re-

sisten-:. es a la ouabaina. i-lBÍ co rn o la inhibición de la -

bomba de sodio-potasio, provoca en el embrión el de.sarro-­

lle anór:ialo del sistema nervioso.· 

Bert oni y Siegue! (12) por otro lado encuentran que -

l a actividad. de la (N.ll.-K) ATPasa, así como su concentración, 

se ven incrementadas en el cerebro de rata, este aumenta­

se dá entre el quinto día antes del nacimiento y el sesen 

ta posnatal. Los cambios más rápidos de la enzima toman­

lug ar dura.rite el período correspondiente a la i:irolifera-­

ción glial y la arborización neuronal . 

EL papel de la (Na-K) ATPasa no se limita al desarro-­

llo y diferenciación del sistema nervioso, Vignee y Col.,­

(13) indican que durante la miogénesis del músctiilo esquelf 

tico de pollo , y especialmente durante la ~usiÓn'de miotú­

bulos, se dé, un aumento de proteínas y enzimas como los r.Q. 

c en to::res a acetilcolina, acetilcolinestera.sa, proteínas 

contráctiles, canales de sodio dependientes de voltage, 

así cora o un aumento de los sitios de enlace a ouabaina m~ 

c a.da con tritio (ouab;üna ( 3H)). 

Se sabe que durante la proliferación y diferenciación 

celular, s e reciuiere de 1 2; síntesis de nuevus prcteínas, o 
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un aumento de las y o. existent es: así ~o.ste l y h.aplnn (14) 

han encontrado evidenci ns de l a influencia de las concen-­

traciones de K en la síntesis . de macromolécul as y la divi 

sión celular. Además los linfoeitos activadoD con fito~ 

m2.gl utinina, 11resentan un aumento en la síntesis de ili""iA y 

proteínus, o.sí como un aumento del -potasio intracelul B.r.- -

Qu .s tel y Ka1)lan (14) t ambién encuentran que los cambios 

C'n t eriores y L.-, activaci6n r.ü togénica de l a fi toheClaglu ti­

nina , pue den ser bloqueados po r acción de la ouabaina. La 

activaci6n de los linfocitos ~nvolucra un transporte por -

'.)arte de la {Ha-K) aTPasa, y el cual es crítico para incre­

mentar el potasio intracelular. .tSste mismo efecto ha sido 

observado en l i división y diferenciación de fibroblastos­

(15), j como en los resultados obtenidos por Spivak y col. 

(16) en las células hematopoyéticas urogenitoras, las que 

reauieren de una bomba de sodio-potasio funcional para su 

proliferación y posterior diferenciación, fenómenos que p~ 

drían ser alterados -por la ouabaina. 

de ha visto por otro lado, que la (i~a-K) ;d'Pa.sa tie:ien 

cambios en su actividad, estos cambios pueden estar rel a-­

cionados con el ciclo celular, 'l\ipper y col. (17) han en­

contra do que las células en el .estadio G
1

, como fibroblas­

tos de ratón 3T3, pueden ser estimuladas a reanudar su ci­

clo celular mediante l ~ adici6n de suero, ~rovocnndo aue -

los fibrobla.stos entren a la fase de ~ en 10 horas . Duran 

te el uaso de la fnse G1 a .:i, se observó un incremento en 

el ~ra.nsnorte de potasio . lSstos cambios se relacionan con 
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la bomba de sodio-potasio,ya que al adicionar ouabaina al 

suero, se bloquea el paso de los fibroblastos a la fase s. 
ilunque también se ha observado que el incremento intrace'­

lular de Dotasio no es requerido. para la entrada a la fas; 

S Ü8) y que los factores de creoimiento del suero no ao ·~'" 

tuan por alteración del potasio intracelular. 

La \Na-K)ATPasa también interviene en procesos como J. 

la motili da espermática (19) y la capacitación, fursny y 

col. \20) encuentran una relación entre el incremento de 

la acti vid2.d de la enzima y la cap~.ci tación, la que tam 

biéñ puede se regulada por rmcleÓtidos cíclicos como .áMPc 

y G.MPc.· 

A partir de los años sesenta se han desarrollado me~ 

dos para. localizar a la bomba de sodio-potasio en tejidos 

como son: cerebro, nervio Óptico, riñen, glandula de la ea 
de aves, y otros. Estas t~cnicas pueden dividirse en tres 

grunos; ci toquimicas, autoradiografia e inmunohistoqu!mi-

cas. 

A) • ._ CITOQUIMICOJ. 

4irante su actividad la bomba de sodio-potasio requiA 

re de ATP, el cual es degradado a ADP y fosfato inorganico 

(Pi) este ultimo producto es utilizado por los métodos ci~ 



to11uír'1icos . ilachtein y Meisel (21) introdujeron el uso de 

.11.'.rP corno sustrato 1Jara la enzima, con el fin de capturar -

el Pi producido, con agentes cono el Pb, pudi endo observar­

en ::liferentes tejidos l ?. actividad A'.l'Pasa de diferen-ces en 

zimas como fo sfatas as, Ca .11.·.1.'Pas'-'., \ Na-11- ) ,;,'l'Pas:i. y otr e.s. 

Un gran avance se realizó en la localización citoquí­

mica de la enzima al cambiar al ATP como sustrato y usar -

p-nitro f enil fosfato (p-npp), el que puede se r degradado­

por la (Na-K)ATPasa, esta actividad es dependiente de pot.a 

sio, por lo que se le ha _denominado como actividad p-nitr~ 

fenilfosfato dependiente de pote.sio (LNPP2.sa), la hidró­

lisis del p-npp produce n itrifenol y Pi. La actiVidad - -

K..NPPas a solo ha sido re~ort~da para otra enzima, la fosfa 

tasa alcalina, no así para otras enzimas como son las 

~TPasas mitocondriales, ni enzimas del sistema contracti;l., 

esta actividad también puede ser inhÍbida uor ouabaina 

(22, 23, 24). 

Lrnst (25) aprovech6 la actividad K-NPPasa de la bom­

ba de sodio-potasio y desarroll6 un método basado en el 

uso de cloruro de estroncio (SrCJ.
2

), el cual en presencia­

de Pi á.e tr2.I1Sforma en ~Pi y el cual al ser tr~tado con -

Pb (NO ) es convertido en PbPi, que resulta ser un pt'ecipi 
2 3 

t ado insoluble que puede ser visualizado tonto por micros-

co~ ía ó~tica como elec t rónica. 

Guth y -'IJ.bers (26) mejo raron el método de ~st, cam. 

bi311do el agente de captura del Pi, !> Or cl oruro de cobalto 
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~0G1 2 , <J.demf,::; evi to.n l a dift .s i. .J ri de los nToduc "'.; os de la -­

reacción ::tdic ioncrido al medio ü.e i ncubación dimetil sulfÓ­

xido (Dlll>lü), el t-roü.ucto f j.nal de l e. reacción es r evelado 

con sulfuro de 2.0onio, fornwndo un precini tado visible ::t -

microsconía óntic o. . Por otro l.:~do l1l:J.yahara y (.;ol. (27, 28) 

proponen el uso de citrato de plomo como élgente de captura 

del Pi, rea.lizando una reacció.1 de un solo :iaso y no de v¡¡ 

rio;:; c o::io se real i:::a cm los mét odos de .COrns t y Guth-.ti.lbers. 

Así mismo hlayahara y Col. introdujeron el uso de inhibido­

res específicos de fosfatasa alcalina como son el levami-­

sol y bromo tetrrunisol, dado que esta enzima también. puede 

usar al p-npp como sustrato. 

i3) .- .iill'.l'v.rl.,..üIOGRAFIA. 

Las bases para la utilización de l a autoradiografía -

fueron proT_)ues·~as nor ótirling, el cual us6 está técnica -

con el fin de localizar los sitios del tra.:s-porte a través 

del epitelio intestinal de conejo, de molécul&s solubles -

como zlucosas, eni~-,ctosa, o r:iani tol t29, 30). Como s abemos 

el transporte de estas woléculas nuede ser inhibido nor 

florizina y e;lucósidos cardiacos, como la ouab , .ina. h]_ 

mismo ~tirling t31) introdujo un método para l a localiza-­

ción en microscopí~óntic o. de ouabainu. tri tiada ( )Uab a ina­

C 3 H)), unida 3. sitios específicos en tejidos como son los 

de riñón, cerebro o int estino. ~a técnica consiste en ex-
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poner el tejido a concentraciones micromolares de ouabaina 

( 3H), esto. exposición 1uede r e i.li z.arse t anto en cortes por 

COI1[;el ~ción del tejido o nerf~sión de órG;:mos. Ll tejido 

puede ser tratado con Os04 para su observación en microsc~ 

pía electrónica. 

1J. lr./hiU1iOHL:i'l'úQUllllC0'3, 

Como ya se mencionó, la (Na-K)aTPaaa ha sido purifica 

de. de diferentes organismos '1, 2, J, 4, 5, 6 , 7) obtenien 

do dos polipéptidos, uno aproximadamente de 104,000 de p~ 

s o mole cular ciue presenc2. la actividad c a talítica, degrada 

ATP y nuede unírsele glucósidos c ardiacos. La otra subun,i 

dad es una glicoproteína con un peso molecuJ.~de r;7, 000 

y de la cual se desconoce su papel. 

Varios investigadores han preparado anticuerpos diri­

gidos contra la holoenzima o cualouiera de sus subunidades, 

con el fin de anali~ar la orientación de l a enzima en la -

membr~a celular o para conocer mejor los cambios conforma 

cionales que sufre la enzima durante su funcionar;iiento 

(32). A ~artir de la bibliografía es evidente que los alJ, 

ticuerryos nroducen efectos variables y algunas veces con-­

traúictorios sobre la bomba de sodio-potasio. Bntre estos 

efectos ~odemos incluir; con anticuerpos antiholoenzima, -

no se observó ningún cambio en el enlace de ouabGina y la 

. . 8 •• 



degr" dación de áTP (33 , 34). .Anticuerpos antisubunidad e.a 

talí t ic a hL•Cen decreser la hidr6lisis de ATP (35) y el en 

lace de ouabaina (36). Los anticuerpos antisubunidad gl.i. 

conroteica, inhiben parcialmente la hidrólisis de ATP, PA 

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

Los anticuerpos producidos contr a la bomba de sodio-­

p ot asio han sido utilizados para localizarla. Kyte (38 , 

39) introdujo la técnica al aislar anticuerpos contra 

(Na-K) Ai'Pasa y probarlos en cortes de riñ6n de perro, usaJl 

do l a té cnic a de sánwich, que consiste en el uso de un SA 

gundo anticuerpo, dirigido contra el anticuerpo antibomba­

de sodio-potasio (primer anticuerpo), y que es marcado con 

ferri tina o peroxidasa. Sch'wartz (40) también utiliz6 an­

ti cuernos contr a l a bomba de s odio-potasio de hlectro~ho-­

::.·us eléctricu3, con el fin de localizar la enzima en el 

nervio Óptico del pez dorado. 

~~ método inmunohistoquímico es el menos socorrido c~ 

roo lo demuestra la tabla I, en la que observamos los difA 

rentes tejidos y técnicas utilizadas para la localización­

de la ( Ha-K) ATPasa. 

IV.- Ventíl j a§ y desyenta i 2s de las técnica§ de loca}i 

zación de l a (Na-K)A'í'Pasa. 

A).- Cl 'rü QUHIICA. 

Los ~rimeros métodos basados en la cantura de Pi con 
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T a B. L A 

Tejido 

In~estino delga do de conejo 

Ti:édul ó>. de riñón de conejo 

Cultivo de células del riñón 

de cerdo 

l - A 

Técnica utilizada. 

,\.. -· f' ( - . í3 --)) .nu torao.iogra lD. ouaoe.ina , rt 

GLmdul.:J. s uboGndibular de gato 

Gl :Índul as sudori u 2.r ,é .S de Hu.mono 

.C:-:1i tel i o tr~'.quE ~ü de n. erro 

'fejigc. urinarL'. de sapo 

Eni telio de sapo 

Vejig <J res!Jiratoria de sapo 

i/ejig¿ urinaria de teleosteo 

GlánduL-.. de la s 2i de aves 

Gl ándula rectal de tiburón 

Bránouias de teleosteo 

~pitelio onercular de 

teleosteo 

Gl2:;.dul o.'. de la sal de tortuga 

Córtex de riñón de perro 

Cerebro de pe z sierra 

Inmunohisto~uímico 
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TA B L A I 

Córtex de riñón de conejo y rata 

Híeado de rata 

Colon de conejo y rata 

Gléilldulcc submill1.dibular de rata 

Córnea de rata 

Cristalino de rata 

Pl acenta de cobayo 

Plexus coroide de rata y conejo 

~ndotelio ca~ilar de l a región 

oortic8l.. del cerebro de rata 

Córtex soma tosensorial de rata 

Coro ol antoides de aves 

Glándula de la sal de aves 

Glándula de la sal en iguana 

del desierto. 

Gl [ndula de l::i. sol en tortuga 

marina. 

Gli.ndul a. rectd de tiburón 

Br::mnuc:~s U.e t eleosteo 

B 

Técnica utilizada. 

CitoquÍmica (K-Nl?Pasa) 

+ TQmada de Ernst y Milla (43). 
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Pb y oue utilizan ~TP como sustrato ~ ara l a enzima (21), no 

solo evidencían ;;l. la bomba de so dio-potasio, &ino a otras -

enzimas c:i-paces de der:radar A'.l'P como son la bomba de calcio 

r:,0~cne s io, .. ;tl?aBd.S r:ü-¡~ ocondriales, así como a la :?osfatasa -

alcalina., por lo que esta técnica presenta una gran inespe­

cificidad en lu. localizaci6n de una enzima determinada . Por 

o -t ro lado eJ,c. l?b. "!)Uede provocar l :o. hidrólisis inespecífica -

del .tl.TP. 

Los métodos de captura por metales pesados como el Pb 

y · Co, y que utilizan la actividad K-NPPasa de la enzima, e.o, 

mo los de .Ernst y Guth-.nJ..bers, presentan la ventaja de de-­

aostrar directaovnte la actividad de la en2.ima, siendo est.a 

ble para microsco"Pí~6'Ptica, como indica fuayahara l29J. Es­
te mismo inTestigador·indica que la técnica de Ernst presen 

ta dos problemas fundamentales; el primero es que el l:i;rPi a 

ph neutro ea soluble, por lo que la técnica se debe desarr.o, 

llarse a '!'H tlcalino (pH 9.0J que resulta ser subóptimo · p.a 

:ra la enzima. En segu .. "l'ldo lue;ar el preci9i tado SrPi es ~olll 

ble en Os0
4 

aún cuando se realize una postfijación a pH al. 

calino, 9or lo que el ;;)¡-Pi debe ser transformado a PbPi nw. 

diante el uso de Pb (N0
2

J
3 

para su uso en microsco;iía elec­

tr6nica. Tal transformación resulta en la difusi6n de los 

?rodu~tos de la actividad de la bomba de sodio-potasio. 

liuth y .ll.1.bers \26) evi t<:>.n la difusión de los productos 

de la ac·civida.ü de la enzima, adicionando .ui-..iso al medio de 
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incubación, aunque su método da mejores resultados que el 

de .i:;rnst para microscouia Ó-ptica, l a técnica no puede ser 

aplicada a microscopía elec t rónica \27, 38, 42), ya que el 

tejido no puede ser tratado con Os0
4

• 

mayahara introdujo otro método \27, 28) el que muestra 

ciertas venta jas, especialmente por ~l uso de inhibidores -

para la fosfatasa alcalina, aunque sigue contando con defi­

ciencias corao el uso de un pH subóptimo para el desarrollo-
.. t a. . í 

de la reacción, y el uso de fijadores como el formaldehido-

y glutaraldehido, los que inhiben seriamente a la. enzilna 

{25). 

B) .- ,~UTOR.AüIOGRAFIA. 

Brnst (43) enumera las siguientes ventajas para el uso 

de la ouabaina l 3H). 

l.- La al ta esvecificidad del glucósido en su unión a la -

{ i~a...li.. J ill'l'asa. 

2.- La oportunidad de cuantificar la distribución y densi­

dad de la bomba de sodio-~otasio. 

3.- La dependencia del glucósido para unirse a la enzima -

activa. 
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-+ .- L::i. relación entre la uni6n y la inhibición J.c; la bo¡;¡ba 

de sodio-not a.sio. 

5.- L~ ~o~ibiliJ~J de correl ~c ionar la inhibición de la eu 

=ira ~: con la medición in vivo o in vi tro, con la conti­

i~d de gL1cósido enlazo.do • 

.dtl!l.~ue es ta técnic a uresenta grandes ventajas , aderoás­

de ser un método simule, cuenta con l¿s desventajas de po-­

seer ~oc~ resolución a nivel de microscou ía electrónica 

(42, 43). Por otro 12.do el revelado de una radio2.utografí a 

-::iuede llevar h ~,sta varias semanas, dependiendo del tipo de 

radiación utiliza.da lalfa. ó g~~aJ, tro.yendo consecuencias -

cono la difusión del materitl radioactivo . ~emás el costo 

d e molécule.s radio2.cti vas y de los sistemas para su revela­

do, co30 emulsiones fotográficas, son elevados y requieren-

de ins·;,,1 <:.~iones, e quipo y manejos especiales • 

.oj_ use de anticueI'?os cont ~-2. la O•a-iO.AíPasa, mC'Xcados 

con ferritina o ~eroxidasa, en cortes de tejido por congela 

ci6n \33, 33, 40) representa un método con exelente resolu-

ci6:r~ y ~'-'- ci. te.. sensibilid:=.d pars. microscopía electrónica.­

-'"llll'.1Ue es-ce.. -:écnica presenta vari::i.s dificult o.des, por un l.a 

do es considerablemente com~leja., ya que al ser la bomba de 

eacii.o--::o".;:J.sio i_~n com:Jonente intrínseco de la oembrana cclu-
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lar, su aislamiento requiere de agentes que pueden inact i­

ve.r irreversiblemente a la enzima, como es el duodecil su.J.. 

f:-.to de sodio, y que alteran la -purif icación de la enzima­

al n o ~oder detectar sí toda l u proteína obtenid~ corree-­

p onde a la bomba de sodio-potasio {7). A pesar de esto se 

han podido obtener anticuerpos contra la enzima o eontra -

cualquiera de . sus subunidades (32-37) • .Aunque el uso de 

estos anticuerpos para localizar la -enzima, han dado buen­

resul tado, ellos solo son capaces de demostrar la presen-­

cia del antígeno, en este caso la bomba de sodio-potasio , 

pero en ningún momento demüestra que la e?lZima se encuen-­

tra activa en el sitio donde es evidenciada, siendo esta-­

la principal desventaja de la técnica inmunohisto~uimica. 

V.- OHJ.r;TIVOS. 

A pesar de los diferentes estudi os realizados para l.,g, 

cal.izar a la tNa-K)aTPasa, no ha sido posible lograr este 

objetivo totalmen-~e, 'l)Or ninguna de las técnicas. Pirth -

( 41) indica que cualquier técnica ci toquímica que se -pro-­

ponga, deberá ser capaz bioquimicaroente de localizar a la 

enzima activa, o evidenciar los productos de tal actividad. 

Con excepci6n de las técnicas inmunohistoquímicas, el res­

to de l as . técnicas son capaces de localizar a la bomba de 

sotlio-~otasio activa , ya noniendo en evidencia a los nro-­

ductos de su ac tividad, co~o es el caso de las técnicas 

histoquímicas, o como en el c aso de la autoradiografía que 

es C<J-p az de loc;:Jlizar a la enzima activa mediante ouabaina 
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\ 3HJ . ~~ mismo Frith \41) concluyó que en general las de~ 

ventaj as que presen ~ an er;i tas técnicas son de especificidad, 

resolución o i nterpretación, además que estos estudios cit,Q 

quí micos no concuerdan con los estudios fisiológicos. 

Por otro lado sabemos que la bioquímica de la .(Na-K) 

A1Pasa presenta ciertas características que podrían ser 

aprovechadas nara su localización citoquímica, como son; la 

presencia de un inhibidor alt::miente específico cono es la -
• 

ouabaina, pues como se ha demostrado (44, 45) la ouabaina -

inactiva hasta en u_n 99:/'t. '.rambién se ha demostrado que la 

ouabaina solo se enlaza a la bomba de sodio-potasio cuando­

e sta se encuentra activa, formando un complejo lNa-K)ATPas~ 

ouabaina (44, 45). h'J. tiempo de disociación del complejo -

es variable, manteniéndose hasta 9 horas a temperatura am­

t l ente \73). 

En este trabajo nosotros proponemos la hi~ótesis de 

que el complejo (Na-K).ATPasa-Ütlabaina, podría ser looaliza­

do mediante anticuerpos contra ouabaina, pues como sabemos­

o::lmi th vol. (48, 49) han obtenido anticuerpos contra este 

glucós.ido. h'J. complejo se haría evidente con un segundo an 

tic~erpo, antigal!laglobulina de conejo, marcado con peroxid.a 

s a . Lo anterior nermitiría localizar a la \Na-KJaTPasa ac­

tiva, obteniendo una alta especificidad y una alta resolu-­

ción, ya que sí se requiere la técnica podría llevarse ha -

microsconía electrónica. Esta hipótesis concuerda con lo 

15 •• 



postulado por Firth (41) en cuanto a la localización cito­

quÍmica de una enzima. 

Para este fin se dividi6 el trabajo en tres fases u o 

objetivos: 

1.- Síntesis de un conjugado albumina de suero bovimo oua­

baina (BSA..0). 

2,- Obtención,9urificación y caracterización de anticuerpos 

contra ouabaina,em~leando como antigeno al BSA..O. 

3.- LoacalizaciÓn del complejo (Na-K)ATPasa -Ou.abaina me­

diante anticuerpos contra ouabaina. 
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MAfElilAL Y METO.DO 

l.- Prepcr2ción, purifiQ..Ll,Q.j.Ón y carc-cterií:.ación de un con 

ju0ado de albumina de suero bovino-ou2baina \~~~o). 

~egÚn variación de Erl::mger (45), ~strada (46) y .:>mith 

(4ü, 49, 50). 

250 mg. de ouabaina fueron disueltos en 15 ml. de agua 

destil ada, los que fueron oxidados rigregando, gota a gota,-

214 mg. de m-periodato de sodio disueltos en 10 ml. de agua 

destilada. La reacción se llevó a cabo durante 30 minutos­

ª temneratur<.<. 3lllbiente y protegida de la luz. La ouabaina­

oxidada fue unida a la uroteína acarreadora, alpumina de 

suero bovino, coteando la ouabaina-oxidada a una solución -

de 250 mg. de la uroteín~ disuelta en 12.5 ral. de agua des­

til a<l :-..., la mezcla fue mantenid ,>. en agitación constante y u: 

-p!"i 9 . 5 ('!Ue fue mantenido const ::mtemente o c;diante una solu-­

ción de carbonato de potasio cl 5%. La re 2cción de unión -

se dej ó oue ocurriera durante 3 horas, a teo-9eratura embien 

te ~/" nTotegido dG la luz . 

.C:l conjugado fue E:stabilizado nor r·cJ.uc ción con 0 .15 -

:-:1¡:; . ·.~o 0orohid.rur') r.l(; sodio t'. isucl to en l 'i :-.11 . l~C agn: . :les-

til ada, ld ~e~cla se 
. , 
D.. OI" ~ . .8 !":! ·~s. 
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.iJ). - PU ... Uil(; .tl.GlOH J)r.J, .d ;;).li.-0. 

~l conjugado fue dializado contra agua destilada a 4°C 

fütran te tres dÍ8.s, con tres c 2.mbios diarios. .C:nseguida el 

conjug2.do fue concentrado y repurificado -por cromatografía­

en colu:·,ma clü seuhC'.dex G-15, US8lldo come> eluente arn·orti5ua­

dor de Lrní'atos salino (P.Ll~J 0.15 M, ryli 7.2. Se recogieron­

fr :::.ccio11es de 1.0 ml. que se leyeron a 280 rnn. en un esl')e c­

tronic 21 ~Baush 2.lld Lomb ) con el fin de localizar la 

~n cada paso l as muestrLl.S fueron analizadas por croma­

togra.fía en capa fina {se uzaron cromatofolios de s ílica­

g el 60 i254 ) con el fi n de observar la presenci a o ausencia 

de ouabain~ libre, usando como fase movil cloroformo: meta.­

n ol: agua (10 :5 n), revelando con tri cloruro de antimonio -

y c<:Jl entando a l00°C por 5-10 minut os {51, 52). Las placas 

observadas con una lámpara de U.V. de una longitud de onda 

de 366 nm. Junto con el conjugado se llevaron patrones de 

OUQbaina, ouabaina-oxidada y BSA. 

EJ. .i:J;;)A-0 fue caracteriz ado por tres métodos; espectro­

fotometría , electróforesis y electróenfoque. 

1.- ~.:J1'.r.:CTrtOF0 1'0MBTHIA • 

.D a so.dt:. en el méto do . de Br own y l'/ri te (53 ) para glucóaj. 
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G.os c : r üi acos y <- ..gliconas. 

20p g. tle ouabaina y ou~baina oxidada, fueron disuel­

J e agua destilada, enfri6.ndose hz.sta 4ºc, -t 2..S eu l OJ )J l. 

adicionando 900 ~ 1. de ácido sulfúrico al 95% y 

teniendo un<:e concentración final de 20)1g. raJ..-
1

. 

ha 4ºc, o:Q 

·La mez--

cla fue dejada reposar por 60 minutos a temperGtura <::mbien 

te. ~err:iinado el tiempo fue realizado el ea~ectro de abso~ 

ción detenünando los coeficientes de extinción molar. 

Para los espectros de absorción del .i:.ISA y füiA-0 se re.a 

lizó el mismo procedimiento que para la ouabaina, excepto -
-1 que se usaron concentraciones finales de 60Jlg. ml. • ~ 

número de moles de; ouabaina unidas al BSA fueron claculados 

segÚn el método de J!:rlanger y Col. \54). 

rlealizada segÚn el método de Laemlli (55) con el fin -

de deterc::inar la movilidad relativa (Mr) y el peso molecu--

1 ar l nm J del B;:>.t1.-0 y compararlo con el .OSA. .b'l corrimiento 

se llevó a cabo en geles al 10~. Se usaron como proteínas 

marcadoras para determinar el peso molecular B~A \68,000), 

ovoalbumina \48,ooo) y citocromo e l12,000J. 

~e usaron geles de uoli&crilamida al 5~ y anfolinas -­

Pharm::':.lyte \Pharmacia) con un rango de pH de 3-10. Los ge-



les se :prepm·aron de la siguiente manera ; a un lill. de :-,cri 

lrn:ü d ,:,-bis ._;.crilanida al 50% le fueron acli cion2.dos ::;: ml. ~e 

agua destilada, desgacificándose al vacio. ~la mezcla a.o 

te: rior se le adicionaron 0.25 ml. < •• e a.."lfolino.s, 0.225 :11. -

de ry ersulf;1.to de 3filonio al 5~ y 10.)I l. ce ~.c.;;;;.i:: .iJ . La mezcla 

fue vaci ada en un<. c&nar~. de 8 x 8 cr;i. :iej endola gelificar-

:.i or .5 ·J minutos l56 J. 

Las condiciones de corrimiento fueron las siguientes;­

e.lgel fue col oc ado en posición horizontal, las muestre.s de 

5-10,..u l. fue ron colocadas en posillos hechos a un centíme-­

tro del cátodo. .:>e usaron como electrólitos l.M de .1.iaOH_ p.a 

r ri el c&todo y L li1 de H
3

Po 
4 

nar i". el ánodo, conectándolos -

:::.1 gel uor tirr·.S de panel filtro. hJ_ corr imiento fue segui 

do con marcadores como el azul de bromofenol y el verde de 

metilo. Á1. gel se le pasó una corriente de 200 volts durn.u 

te '2.0-2.5 horas, tiemno en el cual el azul de brooofenol­

deja de migrar y vira de color (:pasa de azul e. café) (57) . ; 

bl iJ3.:. fue teñido con verde rá-pido al O. 25'1 disuelto en ácido 

acético al 10% durante o. 5-1.0 hora y desteñitlo con una s.a 

lucj.Ón ie me t:::.n<;>l : 6.cido P.Cético: agua \30 :10 :t:) Q ) • 

.u>.- .J..lfrilfüCiuif JJ..:.L T.R.Ai.i.J"'Pü.ri.TE POR uUABiUNA I V;;i.A.-0 

Los efectos de l a ouo.b a ina y el D~ • ._o sobre el flujo de 

sodio, fue medido siguiendo el modelo descr:i:to por hlarro--­

quin y üoJ.ar l?4), el nue consistió en medir el trans uorte­

de sodio ..., través de la uiel de rano., b e'.j o c ::mdiciones de -
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corto circuito (diferencia de potencial de membrana anula­

do). ~l notencial de membrana f ue medido en un multimetro­

como el voltaj e de la piel de rana y expresa,ndo como mili-­

volts, miemtras que el flujo de sodio se registro en un am­

perímetro y expresado c omo microamperaje . 

Los efectos de la ouabaina sobre le flujo de s odio ~ 

didos al adicionar en la región externa de la piel, concen­

traciones de 10-JM y 10-5M de ouabaina, mientras que el 

BdA.-0 fue prob ado en concentraciones semejantes, con fines­

comparativos. 

La Única variaci6n realizada al modelo de Marroquín y 

Gaiar fue que mientras ellos utilizaron un ringer de rana -

modificado, el que ecnt~~a -sulfatQi;r donde el cloro 

usado fue radioactivo, nosotros utilizamos un ringer normal 

de ·-rana. 

11,.... Obtengión, caracterización y purifigagión de anticuer-

pos contra ouabaina • 

.11.).- PRO'I'OCOLO DE .LNMUNIZACION. 

2.5 mg. de BSA-0 purificado, fueron diluidos en PBS -- · 

h as ta un volumen de 0.5 ml. y emulsificados con 0,5 ml. de 

adyuvante completo de Freund. Con esta emulsión se inr:iuni­

zaron dos conejos ~uev~ ~elanda, 2.5 mg. del antígeno - - -

(~~A-OJ nor conejo, uor vía subcutánea y en sitios mÚlti --
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ples . ~ince dÍ C?.s des pués se r eni t i ó l a dosis, aunque uso¡¡, 

do ·;,u ·ruvn·:.te incom-pleto y nor ví o. intrrunuscular (1. 11; A -

los 3J días se inocularon a los conejos por vía I.M 0 .125 ... 

mg. de ~~A-0 emul~i ficado con adyuvante incompleto. Los 

dÍas31 y 32 se inocularon 0 .25 mg . y 0.5 mg. respectiv&~en­

te, a.el antígeno por vía . l.M. Los conejos fueron refor z ::i-­

dos c 11J~ 15 días con 0 .5 mg . del B~.n.-0 por vía ~.M y sun-­

gr2dos en el mi smo lapso de ti empo nora obtener suero y ve­

rifi car el título (7 5) • 

.o). - ~Aft.,.C 'l'.li:.iUZAiJIOil Dfil. aJ."'i" 'l' .J;~UERO . 

1.- J).c;TEtlhllrlACICN D.a. 'l'I'.i.'ULv. DE ANTI CUERPOS. 

~s~ se realiz6 por la técnic a de punto medio \58). A 

un gel de agarosa al 1. 5~, disuelto en amortiguador de bar­

bi tal-liCl 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-

se~aración de un cm. ~n la línea superior se colocaron 

25 pl. del antisuero con"':;ra BSA-0, -por c ada pocillo. En la 

línea inferior se adicionaron 25 JI l. del antígeno con dilu­

ciones de 1:1has t ·a1:1024 (5.0 hasta o.05 mg. ml-
1

). ~l -

antígeno y el antisuero se dejaron difundir nor toda la no­

che ~ 37º~, en cámara húmeda . 

Vtra forma de titular el suero fue la siguiente; en 

unn placa de agarosa con las características anteriormsnte­

dt:scri tas, le f ueron perforados no cillos a t odo lo largo y 

• • 21 •• 



por el centro . Bri. estos pocill9s se adicionaron 5 JI l. de -

una mezcla de suero completo y antígeno a diferentes dilu-­

ciones. Por debajo y por arriba de la línea de pocillos se 

hicieron dos carriles en uno de el1os se agregaron 200)fl• -

del antígeno diluido 1:8, y en el otro 200)11. del antisue­

ro diluido i :2. La difusi6n se llevo a cabo toda la noc.he­

a 37º~, en cámara húmeda. 

Los geles fueron comprimidos, lavados con soluci6n sa 
' 

lina y teñidos con azul de Coomassie al 0.25~ disuelto en -

m~tanol: ácido acético: agua {40:1-0:50). E:!. desteiil.do de -

los geles se hizo en la-misma soluci6n, pero sin eolorante. 

o;$e llev6 a cabo en pl,acae de agarosa al 1. 5~ disuelta-
. . 

en amortiguador de barbi tal-HCl 0~08 M pH 8. 2 y de 2.4 x -

7.5 cm. En la placa dos pocillGS y se añadieron muestras -
" de 5 JI l. (6. 25 g. ) de .rl.:lA y BSA-0, se pas6 por la -placa una 

corriente de 10 volts cm -l ~1 corrimiento se siguió adi­

cionando a los ~oc illos l~l de azul de bromofenol al 0.01%, 

el tiempo de corrimi.ento fue de una hora. Pasado el tiemno 

se hizo un carril de 7.0 x 0.2 cm., entr~ loe dos pocillos­

colocando en el 2óo.,v1. de anti suero completo, el ".1Ue fu.e dJi, 

jado difundir por toda la noche a 37º0 en cámara húmeda. -

Formados los arcos de precini t ación, la placa fue conserva­

da por compresión, lavado y teñido con azul de Coomassie -­

(. 55, 58 , 59). 
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La primera dimensión se realizó en una placa de 2. 5 x 

7.5 cm., de agarosa al 1.0% disuelta en 2..mortiguudor de baJ: 

bi tal- HC1 O.OS M pH 8. 2 A la placa se le perforó un poci­

llo en un extremo de la nlaca y se colocaron 80.)lg. de B.;)..11.-

0, disueltos en PBS. Se pasó por la ~laca tUla corriente de 

100 volts .,,or una hora, usando como marcador de corrimiento 

azul de bromofenol. Acabado él tiempo se cortó una tira -­

del gel de l. 5 x 7. 5 cm. tom~do como centro al pocillo,' · se 
. . 2 . 

colocó ia tira en un extremo de una placa de 7.5 cm al re~ 

to de la placa se le agregaron 6 ml. de agarosa al 1. 0%, 

que contenia 18JI l. cm.-2 de antisuero, ya solidificado el 

gel se pasó por el una corriente ·de 20 vol ta por toda la I1.Q 

che. El gel fue preservado de la misma manera que loa ant~ 

riores (6ol. 

O).- PURlFICACION DE ANTICuiillPO.::J COHTRA BSA.-0. 

1.- PU:iUFICAClON .DE lgG A PARTIR Dfili aNTISUERO. 

10 ml. del antisuero fueron mezclados con l.Sg. de su.l. 

fato de sodio (18% p/v), se agitaron e incubaron por 30 mi 
nutos a 25°c. EJ. sntisuero fue centrifugado a 5000 rpm nor 

30 minutos, descart<uido el sobrenad2nte. La pastilla se -­

resuspendjó en 5ml. de agua destilada, enseguida se adicio­

naron 0.9 g. de sulfato de amonio agitando e incubando m.ie­

vamente. La centrifugación se volvió a repetir descartando 

el sobrenL~dante. La pastilla se volvió' e. resusuende r en 
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2.5 rnl. de ~1.la destilada y se dializó contra un 3Illorgigua­

dor de fosf a tos 0 .07 ~ pH 6 . 3 (55). 

La fr2cció;~, g wna-globulina obtenido. nor nrecini tación­

con sulfato de amonio y equilibrada con el amortiguador de 

fosfatos, fue colocada en una columna de il~AIS celulosa con­

un volumen de 10 ml. y utilizando como eluente el mismo 

amorti;:;uador de fosfatos. ~~ flujo se reguló a 0.3 ml. por 

minuto, del que se obtuvieron fracciones de 2 ru.. cecda un2.­

Y registr~ndo su absorbancia a 280 nm. La lgG ~urificada -

fue cuantificada por el método de Lowry (62). La inmunogl.c. 

bulin~ se concentró, di0iizó, contra P~d y probó por doble -

inmunodifusión. 

degún una pequeña modificación del método de ·'ilson y 

.Nnk::!Ile (61) . 10 ml. de senhadex G-75 hidrak.dos fueron la­

v2dos tres veces con egua destilada y centrifugados a 500 -

rpm por cinco minutos. tletirado el sobre1L (,_'nte del senh.a 

dex, este fue expues to a 20 ml. de .N aio
4 

15mM por 30 minu-­

tos , m~-:.nteniéndolos en movimiento constante. La reacción -

fue detenida con 10 ml. de etilenglicol 2 M, manteniéndolos 

en movimiento constante ~or 30 minutos. ~l se~hadex oxida­

do (senhadex- aldehido) fue entonces lavado con amortiguador 

de carbonatos 0.1 M pH 9. 5, adicionando ensegui da 400 mg. -

de .Jdii disuelta ::m 20 ml. ·lel amortiguador de carbonat os, -
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e s t o e r'uero1: a¿;i ki.dos c :.t :-.voL:c n t e oor 24 ho r .. , r:. 4°\J, 

gui d ..::c e l so bren ··--~ !lte f ue re '.•10Vido y el s e':lh a J.ex- ...;J,. reLLUCj. 

d o c on 20 r.il. Ll e un .:i. sol ució n de l. <) r.i.; . 

suel t os en .P.J .:) y at:; itados ''l or un, '. hor':' a 4ºc. Por Úl timo -

e l gel fue l::i.vado con 'Gr es C<..l.mb i os de F....;;.), .1.J;.: nroteína un,i 

d ·" no c ov al. en t.Gmente f u e extr:.u d o. coi: Urea 3 LJ disu el ta en 

(1."::or c igu ~dor de r'osfato s 0 . 01 .hl p H 6, 0 , h :,c i endo t r es 1 2.va­

dos de 20 ol . nor 30 r.linutos y en agi t e.c i ón suave, al final 

el ~l fu(; l r<vado c on t r e s CL'.mbios de P.i.l.:) , 

.!.J u_ presoncia d 0 n roteína unida (>J. s e-phade ~~ e s eviden- ­

c i ada u or l a reacci ón de Janger: 200)11. de sephadex- B¡;¡A 

J:'ueron l :::i.vados cinco veces con runortiguo.dor de carbona tos , 

llev6.ndolos a un volumen final de un milili t ro. Se adicio­

n o.ron 200p l. de dinitro f.l uorobenceno al 2 .0% en ~U.cohol -

etÍlico al 9 5~, dejándolos reaccionar por una hora a tempe­

r e.t ura anbiente. La muestra fue ·acidi f ic ad o. con t r es gotas 

de rlC1 al 36%. El dinitrofluorob enceno no unido y el dini­

t !:·o::.' enol '?roducido durente l a r eac c ión fuero n extraido s con 

t re s C:..illlbios de 5 ml. c e.da :mo el.e é t er etílico y lnv2.do el 

~el c on p...,.;, l r ex t r 0 .cción se realizó con el fin de ri ue e.a 

tos -ri r od.uctos no int er firieran con 1 2. obs erva ción. ¡;¡e l .l e-

varon con·t;roles de senha dex, se:ihadex oxidado y reducido. 

3, - Pürti.FlJ.ACIOH il~ .'-Ü~flGú.b:.iPO CON'.lliA JJ SA-ü, iil~.ül il.lh.~L­

.r.:L IH1lUNOA.i3;30tlB~HTE. 

8 ml. de sephadex- ,_: .:>a fu er on em'Y!.C:'.do s en una j erin­

[;<c llipo clé r-,nic a U. e 1 0 '.nl., el gel fue e rmil ibr~:do con t .ce s 

ve c e s su volumen, c on p.:; .;), 

• • 25 •• 



Por l a columno. s e hicieron pasar 500 JI 1 ll 5 mg. J de -

lgG ~urificada del ant isuero, recogiendo fr acciones de 1.0-

ml. l a c olumna pres en t ó un flujo de 0.1 ml. mi m. - l las fra.c, 

c i ones fueron registradas a 280 nm. 

Los anti cu e rpos ab s orbidos uor el g el fueron eluidos 

de este mediante un amo rtiguador de glicina-H~l 0.1 fil pli 

2.5 (55, 59). Las fracciones obtenidas fueron neu t ralizadas, 

inmedi a tamente despu8s de haber sido leídas a 280 nm, con -

unas gotas de c arbonato de notasio al 5%. 

Los anticuer:io s absorbidos y los no absorbidos fueron­

cuantificados nor el método de Lowry y luego nrobados por -

inrnunodifus i ón. 

~esnués de usada la columna fue lavada con tres volu~ 

n e s de urea 3 hl disuelta en PHS, y Vu.elt a a equilibrar con­

p 3 :l. 

D) .- P1W.Ci3.'l. .UE .C: ~'PECI FICI.LJAD DE LO..:> .-u'H11CUERPOS. 

1.- MB'TODO D.C .t.:LL:3A IH.DIREC l'O MO.DIFICALJO (63 , 64, 65). 

La activación de los tubos d_gpo··liestireno se realizó -

de 1 ::: sigui en te mane r a : A los tubos se les adicionó 10)1 g. 

de ij;;)_,,.,._o di suelto en un !Ilili t ro de 8Illortiguac',or de carbona 

tos o . 1 M pli 9. 6 de jándolos re po sar nor t oda l a noche a 

4ºc, de s nué s de ac tivados l os tubos fue r on l avados c on 

tres c <mib i os de dos mili tros de P~d que contenía 0 . 05~ de­

tween 20 (Pn ;;LT). 

• • 26- •• 



& los tubos activado s se les ~dicionó un mil i t ro de -

anticuere>os con i; r ót .J;;)A..0 lpurificados como onteriormente s e 

describi6J a diferente s diluciones, desde 1:800 h 3sta 1:51, 

200, los que fueron dilui do s en P.J;i..1'. BnseGUida se dejó -

re s.ccionar a los anticuerpos c on el antígeno durélnte dos h!l 

r ;..:s a tenperatura Qffibiente. Pasado el tiemno se lavó a los 

tubos con t res cambios de P~J-T, a.dicionando enseguida un -

r.i ili t r o de CTlticuernos contra g3.!lla globulin:'. de conejo, mr->J: 

c :.:dos con ner oxi d a.sa ll.;anD elJ diluidos 1 :400 , dej2nclol os -­

re accionar por una hora a tempera.tura ambient e. Los t u bos­

fueron 1 2v ,,dos con P.t:IJ...'l', adicion::ndo desr:més 1 .0 r:il. del -

i:nistrato nara la peroxidasa que consiste en un;:i_ solución -

de 0.4 ~g . ml-l de o-fenildiumina m~s O.OJ% de peróxido de 

h idrógeno, diluidos en un 2.ffior tiguador de ci t r ;.:.tos 0 .1 M ptt 

4.0. .Ues"'lués de 15 minutos de incubación con el sustr a t o , -

1 2. re a cción se detuvo con 20 Jpl. de ácido sulfúrico 4 ii ,, -
" 

se le:iÓ 1 ::: absorb ;:.;nc i a a 492 nro. Cada muestr~ se probó por 

tri1Jlicado, llevando pruebas negat ivas . 

·-Oticue rnos c entré. n.::>.-,.... ü diluidos 1 :12, 800, les fue -

a dicionada ouabaina obteniendo conc entraciones finale s de -
-3 -8 10 h a.sta 10 M, el ant icuerno y el hipteno se les pe rm.i 

tió re:::.ccion:;.r po r una hor2. 2. t empe r a tura ~:imbie:nte • .ónsegui 

d a un mili t ro de l a nezcla de criticuerDos y hapteno fue :: d..i. 

ciona d.a a los tubos a ctivados con lO)lg . de .J;;)&-ü, dejándo-­

los reaccionar nor dos hor ;:,s a tcmner :·ctur . ambieff~e. Pasa-
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do el tiempo el tubo fue lavado con PB>l-.T, ndiciona1.do un 

".'.! ili t ro deJ. segundo -.mticuerno diluido l :400, reaccion:mdo 

nor Ulla hora a temperatura ambiente. Los tu uos fue ron l.a 

vados con "PB>l-.T ·.r ,-;_d icionado el sustr at o l' <··ra lu. enzima d.e. 

j :1ndolo ror 15 minutos. Dc.r<::ndo la reacción con 6.cido s u.l. 

fúrico, 200 l. y leyendo a 492nm. 

111.- Localización de la Ob-K) ATPaa a . 

A). - Jl.RBP .AllACION .DB LOS TEJIDOS . 

Peouefios fr 2,gmen tos de tejido de c er ebro, medula esni­

nal, cerebelo y riñón de rata, fueron crionrotegidos con 

una mezcla de PB.;i.....üimetil sulfóxido, en una proporción de -

9'1, este lavado fue hecho por un minuto, volviendo a ser 

l avado con PllJ 1Jor un minuto. ~l iejido fue secado con pa­

nel f il tro e int roducido en un tubo de ulsstico , enseguida­

el tubo fue i n troducido en una mezcla de hielo seco 2.Cetona 

nor 20 minutos, con el fin de congelar r a")idamente ::>. los t,e. 

jidos. 

\;0110elados lo s tejidos, estos fueron mon t::;.dos sobre unn 

Platina y cubierto:;i con '.l'issutec uara su posterior c cr te, -

siendo cons ervados a -20°c.. Los tejidos fueron cortados en 

un ::ii cróto'!'.o ele congelación, con un grosor de lOJ' y nant a­

dos sobre un "."JO rtaob jetos bien limnio, dejúndolos se car por 

Ju minutos para su posterior tratamiento. 
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1.- Corte s ele lCJI . r:iontaC:os en portaobjetos y secados 

"'- t cr.i:,c r ttcr .:~ ambiente nor 20 ninutos , f ueron incubados en 

un 1;i0uio ,.,ue contenía: KU1 (30 r.ii:! ), h!G C1
2 

(5 mL1), p-nitof.e, 

nilfosfato l5 mhl), .ul~'30 (25%) y 2-cmino, 2-mctil, 1-propanol 

(70 mi'.;) cono amorti~uaclor, a justando el DH a. 9 .0 con HCi. -

La incubaci6n se r eal i zó nor tres horr•.s a 37ºc.,;. 

P~ro. l Q inhibición de la bomba de sodio-potasio, al ro.e. 

dio se l e adicionó l0-3M de ouaba ina. 

2.- vespués de l a incubación se retiró el medio del 

r>ortaobjetos, lavfuidolo por tres minutos con amortiguador -

de 2-2.mino, 2-metil, l-ryropanol 70 m.M pH 9.0 Los cort es 

fuero n c olocados directamente en 2.0% de CoC1
2 

-por cinco m.i 

nut os, lav:Sndolos enseguida con agua destil o.da -por un minu­

to y con amortiguador nor tres minutos. 

-3.- La reacción fue revelada cubriendo el tejido con 

u n e¡_ dilución de sulfuro de amonio '1 :50 v/v) -por tres minu­

tos . J..ios cortes vol vieron ha ser 1 avados con el amortigi.w.­

dor, de s hidro.taéi. os y montados con resin& sintética. 

!J) .- :i.iOCALILiaCION DB LA (Ha-K)a:l'Pasu CON .üü'ICU&il'úS -

~liN '!'Ra on ¡UJA.IH.il.. 

l.- Cor te s de teiidos noritado s en nort u.ob.ietos,_ fue-­

ron incub ~·.dos con un medio ri ue contenida ou:;b aina en concen 

tracione ::, de l0- 2I\'J y 10- \1, o d.iJl.-0 a 1 0-3M. Los medios de 

incubaci ón utiliz ~'- ·-<O S fueron: 
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a). - Medio de Mrsny y Col. (20) que contienet 210 mJL. 

de 1iu.C1, 50 mitl de fris, 5mM de Mg°::i' a un ."OH 7 .4. ..tS1 me­

dio contiene 2 mM de ouabaina o 10 M de il~A-0. Como teati. 

gos se usaron KC1 < 20 mM) y 10-3 de B.:lA, en lugar de ouabai 

na o .JJ.;;...O. 

b).- Otro medio utilizado fue el descrito en e¡ método 

de Guth-.riJ.bers, aquí se adicionó l0-2M o io-3M de ouabaina, 

o en su caso l0-3M de BS.A.-0. Como testigos se usó el medio 

sin ouab .. ina o adicionando 10-3M de B.:lA. 

c).- h). tejido también fue incubado en ringer de mamí­

fero ~dicionando l0-3M de ouabaina o BSA...0, utilizando como 

tes tigos el ringer sin ouab.Una o con B~A. 

El tiempo de incubaci6n en todos los casos fue de tres 

horas a 11ºc. 

2.-Incubado el tejido este fue lavado con PB3 (lo min.) 

3.- El,tejido fue recubierto con suero normal de cabra 

diluido l :5 (30 min. ). 

4.- Se e•cur:t:"i6 el exceso de suero normal de cabra y -

volviendo ~ recubrir el tejido con 4 a 6 volumenes de u.nti­

cuerpo :illti-Bi)A...0 dil t.lido l :30 (30 min.). 

5.- L~var con PBS (10 min. ). 
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6.- .:i'- recubri' el te.iido con el seeundo ~mticuerp o, -

.J.n ti¿~ . : ,.::h ··" e: one;io G1 o.rcadc:. con T) eroxid3.Sa . ~ste se diluyó-

1 : o ( ~o min. ) • 

7.- Lc:.var con PD0 (10 min.l. 

8.- .t>d.ición del sus·crato na.ra la neroxid2.s a oue cons~.a. 

te en : , mg . de 3, 3~dhp.iinobC;nzidina ( tetrahidro cloruro), 

!:' !'s O. l :l. el. e pe róxido de h iJi.rÓgeno a1. o. 3% U.Huidos en 1 O 

21. de amortiguo.dor U. e '.i'ris-rlG1 0.05 M nH 7.6 (15 rainut os) . 

J .- .::ie lo.vó nor i.'i.!. t i ma vez con "P.JS ·oor 10 mim~tos. Les 

corte 8 :Cueron entonces deshitLratados y montados con resina-

~inté tica. 

Bn otros c asos los corte s , des-nué s U.e h aber s ido incu­

ü ~tdo s fueron LtV3.dos nor un minuto y luego tr .. tados con 'rr:i. 

tón ÁlOO nor un minuto. Otro tr~tarniento fue fijar 8l teji 

do dcs nué s de haber sido incubado, con n-formcldehitlo al 

1.0% 0.isuel t o en amortiguador de fosfo.tos 0 .1 M ;iH 7.8. EJ. 

protocolo se continv.ó en el n: .so númer o dos. 

J:ir1 e l c as o d0l e'Ü telio de r:mo., este primero f ue uti­

lLo.tdo C;n los exr,e rimentos de transnorte · y luego fue fijado 

con ::i- fo r nrudehi do. ~l t ejill.o fue entonces conc;<el2.do , cor­

tado ~' r.1ont;J.do en ::ort nob,jeto;:,. Con el fin de blo::iuec'..r la 

T)r:: roxL.:.as :· (, rJ.dógen d del eni telio de r:.;ria, los cortes f ueron 

nr.icr:; ii.lo s en 2cceton ~"t •; or cinc o rninl:tos , secados ;_1J. ai r e y -

. uel t0;:, ~. L>.: :10rzir en neréxid:> de h idrógeno :ü O. 3% • 

··rc·~oco o se continuó r~n el p ~ ·.so número do s. 
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RESULTA.UO:> 

l .- Eurificación y caracte;rizac ión de un conjugiJdo de albu 

mina de suero b oyino-ouabaina . 

A).- PU:n.IFICACION .üfili BdA-0. 

EJ. BJA-0 purificado por cromatografía en columna de s~ 

phudex G-15, es to~almente soluble en agua destilada a p H -

neutro, tendiendo a preci~itarse a pH ácido. La cuanti fi ­

cación -por el método de Lowry nos indicó Lma concentración­

de 50 mg . ml-l del B;;)~O, obteniendo un rendimiento aproxi­

ma do de 200 mg. de BJA.- 0 . 

La cromatografía en pl aca fina ( CPF) realizada después 

de la diál isis ~ostró la ausencia total de ouabaina libre.­

La confiabilidad del método para detectar ouabaina libre es 

buena, ya que esta presenta una ser.iaibilidad de o. 25 µ g. 
- 2 cm . , por lo que p ens amos que la cantidad de ouabaina libre 

es nul a, c.unciue de cualquier maner~· el B;;i~O fue re:r:mrific,.a 

do por cromatografía en columna de sephadex G-15. Los re­

sultados de ests cromatografía (gráfica 1) nos indic a que -

el ,JJA-0 es eluido con el volumen de exclusión del gel. Al 

prob 2r cada un: , de las fracciones eluid::i.s , r.!e diant e C.:PF, se 

obs E: rvó, lt. mts encia de ouabaina libre. 

~n a.mbos c asos, diálisis y c romatografí::i., el l:J;;j1i-O fue 

CO é:1 c·~r ..:cdo c ori~r1 oue:.b : .. inéc , ou ab a i na ox:idadz.. :r .!3.:l.t'I., ob teniE:ll 
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Jráfica 1.- Purificación del conjugado B~A..O,mediante una 

eolun..~~ de se~h~dex G-15.Se usó como eluente PBS 0.15 M,pH 7.2 

con una velocidad de flujo de 1.0 ml min-1 . No se registró oua.­

bai.na libre en ninguna de las fracciones colectadas. 



do los s i guientes rlf: 

.i:l;::)..1!,...Ü : o.o 
JJJa : O.O 

Ouubo.ina: O. 518 

Ouabaina oxidada: 0.794 

.tJri los casos de l a ouabaina, ouabaina oxidada y el 

.od~O, estos resu.l taren ser fluorece.ntes al ser tratados 

con tetracloruro de antimonio y observados en luz U.Y., no 

siendo así para el .HSA que resulta no ser fluorecente bajo­

e l mismo tratamiento, tanto el B;:>.A.-0 como el B.::>A dieron rea.e, 

ción positiva al tratarlos con ninhidrina. 

Por los anteriores result ados pudimos concluir que se 

obtuvo un conjugado con al ta pureza, es decir que nó contiJi 

ne ouabaina libre. 

B) . - CAitaCTEtlúiAClüH Di.J, B.:>..i!.-0 0 

Al realizar el espectro de absorci6n de la ouabaina se 

pudo observar que esta presenta dos picos máximos de absor­

ción el primer o 2. los 325 nm ., y el segundo a los 240 nm. -

{ er.áfic a 2) :' :iue corresDonden a los re:iortados por Brown y 

.iri te { 53), aunciue ellos encontraron un tercer pico a los -

515 nm. y aue no nos fue posible detectar. Pera fines com-

1J . .:<.rati vos se usó el espectro de absorción de l a ouabaina, -
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Gráfica 2.- Espectro de absorción de ouabaina, albúmina 

de suere bovino y albúmina de suero bovino-ouabaina, segÚn el 

método de Brown y Wri th. Ouabaina 20 g m11 ( ' • ) ..BSA 6 O g 

mi1 ( +-e- ).BSAr-0 60 g mi1 i - ) 



esn ec i<.J.mente el uicc de 325 nn ., donde es ta moléculu ry re--

scr:t::. un coeficiente de extinción molur de 1 7 , .100 . 

Por otro 12do los espectros de absorción de l .U .::>A y 

B .::> .~O presen c2.n claras diferenc ias entre ellos a la misma -

con centración (6J>' g rnl-l) . .ii,;l .BSA-0 present a un c.u::.iento-
' 

de l a z,bsorbanci a, EBnec ial~ente en la región de 330 a 320 -

w-.. (ve r er:.fic J. 2). Ambos BSA y BS.+-0 n res e:ikm un n i co -

de absorciÓl! a los 2 35 nro. , siendo más definido en el .13SA , 

esto no s demuestra nue el trat ::>~'Il iento al que fueron s o::ieti­

dets las nroteínas, 'J rovocó nocos c .;_;nbios en su e s tructura,­

po;siblemente esta absorción, a los 275 nm. , se .relaciona 

Con c;,'1 i no 8.cidos COffiO la tiro si na y el t r i ntÓf5llO aue absor-

be n en la región de '.:'. 70 a 290 nm. 

Sigt,: iendo el mé todo de ~rlanger y Col., (43) se calcu­

ló el núnero de residuos de ouabaina uni dos 3.1 .d::3A: 

La absorb ~mcia a 325 nm. del ¡L3A-0 a una concentración 

de uO )J í!,· por litro es de 0 .196 y la ::i.b s o rb ~'nc i 2. a la mism2 

concentración v _,_ onGi t ud de ond;: del ll .::>A Gs de 0. 014, l o. di 

ferencü,. atribuida a los residuos de ouabain a es de 0.1 82.­

~í la concentración de ouabaina es de o.182/ 17 ,3:jü - 1. 05 
- 5 :{ 10 r~1ol e s "'.. Or litro. P1..'.ea to nue el DCSO de L . on .".baina 

ec ;Je 7.28 . 0 08 · nor mol., siendo su conc entració 1 de (l. 05-

x l0-5 ) (728 .3 ~m . nor litro) = 7.65 mg . por litro. Por 

s J.str c ción de 1 conc entro.;.ció'" .ce v .. L obtenido fue de 

52.35 :•['.; . " ºr litr o . .:ii e l neso :::o.;.c cul ar J.el .L3 JA Gs de - -
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6 0 ,000 por lo '1Ue el número de moles por litro del .d;;>A en -
-3 la muGst r de 52.35 x 10 cm . nor li t ro, dividido entre --

6 3 , 000 .::;:.1 . por mol. - 7.G x 10-7 • Así el número de moles 

de ou~baina oor mol de B~~ es d e 1.05 x 10-5/ 7.6 x 10-7 

10- 7 = 13.G .De aquí se infiere un oeso molecular para el 

I.JJ&-0 de 77, 910. 

2.- ELECTROFORESI~. 

La electroforesis en geles de poliacrila~ida nos muest-ra 

l n. presencia d~cinco band::i.s para la albúmina de suero bovi­

no siendo la principal l <:. que uosee un peso molecul:1r de --

68,000 y 'lue fue utilizado nara fines comnarativos (figure.-

1). Poi· o l~ro l .·•do el conjuc;a.Jo nr0seata un "[)eso molecular­

de 79,500 (gráfica 3), demostrando un aumento en el :neso mQ 

l e cular de la albúmina, como consecuenci a de la uni6n de r§. 

siduos de ouabaina. La diferenci a entre ambos nesoe molec!! 

1 . .-.,r.es, J~.~ y BSA-0, es de 1, 590, lo riue nos dá un número de 

reciduos de ouabaina de 15.8, dato r¡ue concuerda con el de 

esnectrofotometría • 

.!!a ge l no <J.e¡Tiost ró l a existencia de hidrólisis clel 

B~,~O'dado nue no se ohs¿rvó ninguna banda por debajo de la 

Jel conj u50.do. 

3 . - .i:;L~C1'Hü.C:NFU ).UE. 

'113.rlto el 3 3.A como el BS&-0 mie;r:m hacía el ánodo, lo -

riuc no s irnlica ·1ue cunb a s orot c ín ~"..S son básic a s, dad.o su al-
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Gráfica 3.- Jleterminaci6n del peso molecular del BSA.-0 

aediante electróf&resis en geles de poliacrilamida-SBa.!lro -

teínas patrón; (1).-B.SA (68 Kdal}, (2) OvoalWmina (42 Kdal) 

{3).-Citocromo C (11.5 Kdal). (4).- BSA-0 (79.;5 Ka.al). 
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to contenido de residuos de lisina, :_,_unaue en el caso del -

BS;.....O est e sufre un ret r Hso conn :c-r :J.do con el J SA, como con 

secu <: ncia posible del bloriueo de V[-irios de Slcs {~rupos lisi 

n a u or n::.rte de la ouab,ün ..-. y aue disminuye l a basicidad -

del conjue;ado . no se determinó el nH en el que se encon tr.i.!. 

b u.n 1 2.S proteín:,_s , nues to riue no fue de nuestro interes. 

D). - INHIBICION DEL TRAN::i"POrlTE POR OUA.BAINA Y B::JA-0. 

Inicialmente el transnorte fue inhibido c on lü-5M de -

ou~;b:lina y 10- 511 de B.-3A-0, mostrando una caida en el f lu j o­

de sodio, representando como el microamneraje a través de -

L . uiel de rcna . Este flujo vá de sde 64 _»amperes al inicio 

del exp erimento, hast E un anmer a los 120 minutos después -

de J · 8.ci ición de La ouabaina. Los anteriores resultados S!! 

é, i eren una inhibición del flujo de 98.4% para la ouabaina.­

li:n el caso del .3.-3A-0 se obtuvo un flujo inicial de 52p am-­

pers y un final de 28J1ampereea los 120 minutos, correspon­

diendo a un 46. 2% de inhibici ón del transporte (ver tabla -

II y 111). 

A una concentración de 10-JM tanto de ouabaina como 

del BSA-0, se obtuvieron inhibiciones de 35.2% para la oua­

baina y de 88. 3% para el .dSA-0 (Ver tabla 11). Como vemos­

la inhibición del transDorte resu l. ta ser buena , aunoue el -

BSi:.-0 requiere de una concentración 100 veces mayor oue la 

oua b;:,,ina n ara uresent a.r resul t :1.dos semejant es a e s ta. 
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Ouabaina 

BSA-0 

Ouab <::.ina 

B;;lA.-0· 

B.:iA 

Ouabaina. 

BS.A-0 

Ou;,,baina 

BSA.-0 

BSA 

TABLA II 

Plujo de sodio (JI anrpers) Inhibición (~) 

_,; .:i:lli.cioo Termino ... 

(l0-5M) 64.0 1.0 

(lo-5rJ) 52.0 28.0 

(lo-.\) 84.0 4.0 

(lo-3tt) 68.0 8.o 

(lo-\) 8'1.0 81.0 

T A B L A III 

Potencial de membrana (Voltaje) 

Inioio 

{lo-5M) 40.8 

(lo-5M) 91.2 

(l0-3M) 27.l 

(l0-3M) 33.8 
<10-\n 52.5 

98.4 

46.2 

95.2 

88.3 

1.15 

Término 

5.8 

69.2 

1.9 

7.2 

53.2 

La inhibición máxima P8ra l0-5M de ou&baina se alcanzó 

a los 120 minutos desnués de haber o.dicion0,do la ouab ._ ... n a ,­

comP u.r8.ndos e con la inhibición riroducida por el BS,:....O al 

mismo , iemTJo y conc entración. .!!:n la concentración de l 0- 3M 

de ou:0.b: .. iné'. s e :<lc ,·.nzó a los 105 minutos. 
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También se -prob2ron tanto a la ouabainc~ como al BSA-0 

en niel de r~'Xl~c donde el flujo s e encontraba aumen".;2~do por­

la ~cción de i s onroterenol, obteniendo un 99% de inhibi -­

ción -para la ouabe.ina y un 85% para el BS&-0. 

Por otro lado no podemos pens ar que la inhibición pue­

dH de verse a la acción de .ouabaina contaminante, dado que 

esta no fue dete ctada por CPF, ni por la hidrólisis del 

BdA-0 en subunidades de b&jo peso molecular, ya que no fue­

ron de t ec tados por electrofÓr esis en gel es de poliacrilami­

da-JDJ. .Además i o-3M de BSA no c ausan ningÚn ef ec t o sobre­

el fluj o de s odio. 

I I. - ~rac t eriz ac ión del antisuero eont r a BSA.-0 y purifica­

ción de ;;mticuerpos contra BSA-0 

A). - CARACTERIZACION DEL ANTISUERO. 

1 . - TITULO DEL ANTISUERO. 

La respuesta de l os cone j os i nmunizados con el B3A-0 -

se dá en la cuart H semana, t i empo en el cual se pudieron d~ 

t ectar anticuemos, aunque en títulos bajos, tendiendo ha -

aumentar conforme pasa el tiempo, alcanzando su máximo ni­

vel a las 40 semanas después de la primera inoculación, ob-
-1 

teniendo la z ona de equivalencia en la región 39 )Jg• ml -

de BSA.-0 (diluc i ón 1 :120), manteniéndolos por 15 semanas, -
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tiempo en el Ct;_oJ. s~sangró toteimente a los conejos. Las -

dos técnic as usadas para l ¿_ t i tulación , füm resu l t,!.dos sem~ 

j antes (figura 2), aunciue las técnic as son semicu;;;nt i tati-­

v r.._s, e stas nos dan una idea de la existenci .;-_ de cnticverpos 

contrL B;;>.&-O así como de su título. 

Los datos obtenidos de l a ti tul8.ción difieren con los 

obtenidos -p or Smi th (49) para ,,nticuerpos específicos con-­

tra our;baina . fil obtuvo el tí tul o máximo entre l a sems.n2. -

12-20 manteniéndose durante 33 semanas, aunque el determinó 

el tí tulo uor radioinmunoanálisis, obteniendo 1.9 mg. de in 
munoglobulina específica para ouabaina por militro de anti-

suero. 

2.- INMUNOELECTROFORBSIS Y DOBELINMUNOELECTROFORESIS • 

.ill principio el BSA-0 y BSA fueron probados por doble­

inmunod ifución de Ouchterlony, cncontr8ndose riue ambos son 

r e conocidos por el antisuero~ siendo esta una reacción de -

i :_<_e ntidad total (figura 3). 

Debido a que la obtención de una reacción de identidad 

tot ;~l nos indicó la 'Presencia de antígenos idénticos, se ºll 

tó -por -probar a los antígenos -por inmunoelectrófóresis, en­

contr2.Ildo au e el D.::iA-0 nresenta una mayor movilidad electrQ 

forética que el B.::iA. Por otro l ado al t_)recipi tarse los an 
tígenos con el antisuero, observ8mos que el BSA presentó un 

solo arco de precini tación bien de fini do, mientro_s 1u e el -
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·, 

Ab' 

' . 

encontrf'iio en la dilución donde no exis te 2.l'' CO de pr~ci l"' i t e..- · 

ción (1:128). (S) Titulación d.el s.'1.tisuei·o por e l m~toü.o de 
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1 

@¡ 
SSA-0 BSA 

ii:~nrc. J.- .i.lo '.J lei:n·,:n.mmdifución.l!in .:llo. ob ::.c;:·vaoo s riu..c 

:·l .·.:.:.t i sv.e:~o r cco:J.occ '.;&'1.to al :3;l.A co:::10 ::-.1 :33.~0, obtenisrnlo 

u:1 :;.neo d.G rirecinit2.ción de ü'..enticlc.d. to·i;aJ.. 

:C'ir.,urc. !; .• - i:r.:u:.1oél e ct::co"ZÓresis .Po :.eno:::, o!Jse:.1 V:'..!' 1 2..i:; 

üi ::.. :::·:::·:ci_.s e:1J,;re el il.::i.-.. ~· el 3..-).~0, e::i su novi.lid::.C ,_ls c ·t;ro-:.:: 

00:10 GU . :.l 

_.:.1. ti:...u~ero. 
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B .:i.'1.-0 tliÓ dos cTCOS de l)recil)i taciÓn (figurz. 4) • Los ant~ 

riores resultados nos indic f>..I' on que el antisuero contra 

D.:i.C.-0 0uedc contener l)Or lo menos dos til)OS de an~ icüe rpos , 

uno contr ._ el B~A-0 y el otro contra BS.A. Lo állterior nudo 

ser ~emostrado por dobl einmunoelec tr6foresis. 

La técnica de dobeinmunoel ec t r óforesis separ~ a los a.n 
tígenos, en urimer lugar l)Or su carga eléctrica (primera di 

mens i 6n) y en segui da los antígenos reaccionan con el anti­

suero b:::.jo la acci6n de un pequeño canrpo eléc trico (s egunda 

dimensión). En fi gura cinco podemos observar dos zonas de 

precil)i t ación, una r etrasada l igeramente c onms~ec t6 a i a -

otra, lo que demuestra que tanto el BS.A.-0 oomo el BSA pre-­

sentan diferenc i as como antígenos. Por otro lado es t a mis­

m~ prueb~ nos demostró que nuestro antisuero es heterólogo, 

es decir que por lo menos existen dos tipos de anticuerpos, 

unos que r econocen a los determinantes antigénicos del BSA 

y los otro s posiblemente dirigidos contra l a ouabaina unida 

al BSA. 

B)- PURIFIC.i!.CION DE ..illTICUERPOS CONTRA BS.A,...O. 

Cons iderando la posibilidad de haber obtenido dos tipos 

de anticuerpos se procedió a su purificación.· Inicialmente 

s e intentó la nurificaci6n mediante la síntesis de una co-­

lumna de a finidad para ouabaina, la aue se intent6 sinteti­

zar ~or la unión de la ouabaina a sephadex, mediante un 

pL<ente de e t ilendiamina . Por un lado se consiguió unir el 
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( 2) 

. -·- .... - ..,..;: ..... · · · -- - -~ ... ~-- - -·- ··--·- -- -.. : 

® . • .. ~-<'O . · ... . 
_ ___________ ........,..,,~ ; .. .. "!...:. . y w:sa: .... 

"'@·-~ 
- ~ \ .~ 
---1--- - -= .:_ .. 

Figura ~.- DobleimrnnoelectrofÓresis, en l:a que S.e obse¡: 

va.n des zonas de precipitación, una para el BSA y la otra pa­

ra el BS&.O. Esta es una deaostración de la presencia cie di -

feren·~es unticuerpos en el antisuero. 
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"\:>Uente se et i lendi a:ninr, , Clero no 1 2. ouc.b ~·.in:L pae:: sto que 

e s t:. ne "::udo ser dete c tad a. en el s eph~-.dex- etil e nd iaminé:. 

Por esta r azón se continuó p or ::.n o. ví ::-~ al terna, que consi.§. 

ti é e:1 la síntesis de un inmuno .::b sorbente ;:i c:.ra BS.n . 

. /ilson y No.ka.ne (61) re nort aron l e. unión de O. 84 ag . -

de "-'J•• ' Or aili t r o de senho.dex G-50, determinado -:) OI' el mf 

todo d. e fluores c amin a . En m:estro caso se util izó sephadex 

G-75 ( también recoraendado rio r ifilson y i'i'akane), obteniendo­

buenos resul tc-.dos .:: n la unión de la nroteín::. al soporte, ya 

riue es t e dá positivo p '°'r"' la reacción de Sanger, aún curu1do 

es ·.;c fue lavado repetidas veces con varios volúmenes de 

ure 3. 3 L, los Últimos sobrenadante al s er leidos a 280 nm 

demostraron que en ellos no existía proteína, Los anteriQ 

r as reGultados mua str:?.11 que la p ro teína se encuentr~ unida­

al gel, no siendo alterada esta unión por l a urea, dado que 

esta solo es un agente desnaturaliz¡<nte más no r ompe enla-­

ces fuertes como los c ovalentes o peptÍdicos . 

L~ r eacción de Janger no resultó se r n o sitiv~ nara se­

'lh'-'..dex, se'Jhadex-oxida do y sephade:: reducido, b~jo l as !!liS­

m~s condiciones que el senhadex-BSA. 

Lo. concentración de la IgG ,..,uriüce.da por .J.t;.-ill c elulo­

""'· (¡;;r'I'ic 2. 4) , fue 0.e ó.5 mg. por militro dé ontisuero. 

Lst~ IgG fue concentrada hasta obtener 30 rng. ol-
1

, de los 

C v . . l ·::: s f ueron n :~ .s ados po r el i.nmuno absorbente 5 :JOjJ l. ·, obt_g_ 

,-iiendo dos pic os d<: r:.bsorción (gr&fica 5) uno po r C[ .. da WJ O,!: 

•• 46 



E 
e 

o 
CD 
N 

<i 
(_) 

z 
<1 
CD 
o::: 
o 
1/) 

CD 
< 

1.60 o 

1.200 

o.s óo 

0.400 

2 4 6 8 1 O 12 14 16 19 2 O 22 24 2 6 2S 

No. O E FRA CC ION 

Sráfica 4 . - PurificraciÓn de IgG a :partir de antisuerct 

contra BSA-0, medi ante una columna de DEA&-celulosa,usando COM 

mo eluente un amortiguador de fosfatos o.;07 M,pH 6.13~l'»evio a 

este paso, se realizó una purificaci6n :parcial. :por precipita -

ción con sulfato de sodio. 
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tiguador, siendo para nosotros m&s imnortante el primer :Pi 

co. L& IgG de este nrimer nico fue eluida con PB~, y solo -

es ~apaz de reconocer al B;JA.-0 por debleirununodifuai6n (figJ¡ 

ra 6), no reconociendo al BSA. Mientras tanto loe anticuer­

pos reteni ._,os nor el inmunoabsorbente tuero eluidos con el -

amortigua dor de glicina-HCl y son capaces de reconocer tanto 

al B.::i;,, como al BSA.-0 (figura 7). Para el primer pico se ob-
-1 -1 tuvieron 5.7 mg. ml de anticuerpos y 1.8 mg. ml para el-

segundo -pi co. 

Los anteriores resultados son una demostración de la 

presencia de diferentes anticuerpos en el antisuero. 

11 inmunoabsorbente fue utilizado cinco veces obtenien­

do los mismos resultados, sin notar ningún oam.bio en sus pr~ 

niedades. 

C.- ~u~~CIFICIDAD DE .ANTICUERPOS 

Voller y Col. (63) han dividido la técnica de fil ISA en 

dos tiD os, direc tos e indirectos. La primera consiste en 

unir direc tamente e:l anticuer-po al tubo de poliestireno, ad,1 

cionando al antígeno, es·t;os luego son evidenciados mediante­

un segundo ant i cueruo marcado con peroxidasa o fosfatasa al­

calina. ~1 ~.1.>:iA indirecto consiste en .unir al antígeno al­

tubo de polistireno, adicionando enseguida al anticuerpo con 

tra el :.:ntígeno y haciendo eyidente este complejo tr.ediante -

un segundo anticuerpo marcado con -peroxidasa o fosfat 2.sa al­

c oJ. ina, y que esta dirig ido contra el primer anticuerpo • 

• • 50 



1.4 0 o 
E 1º .l!JtORTIGU A.DOR. 
e 

o 
C/:) 
('j 

1.2 o o 
<t 
(.J 

z 
<t o.so o CD 
a:: 
o .2• AMORUGU A.DOR 1/) 
CD 
<{ 

0.400 

20 

VOLUMEN DE ELUCION C ml > 

Gráfica 5.- Purificaci6n de anticueli>oa específicas con­

tra BSA-0 y BSA,mediante un inmu.noabso:u.bente ,. .. sephadex-BSA .; 

Se usó como primer amortiguador ó eluente PBS ·o.ti. K,:pH . 7.12 

y como segundo amortiguador Glici~HCJ. O.'l M,iJH 2.15.1 



BSA-0 

- BSA 

BSA 

:;;'i _-,i_ :.:· .. _, ~r 7 .- JJo":Jle: inmunodifuciÓ:-: • .:;zü~ n os dem .. 18s -

tr~ . L . ss:' ocL·icido.cl ele los mticuerpos 3)Uri fi c c.dos rnécic·.nte 

C1.L'-'~"'J ::. elui c~.os con :p::.,.;; y ,,ue solo reconocen tl 3 .3.á.-O.En l:: 

fi .:-;-ti.rc. 7 se "'lrobaro:1 los anticuerpos elu;hdoc co:1 glicina-liCJ. 

y "UC reco•.1oce:;. tc.:.:. t o é:l il.:)n. cor.:o ;_-..1 3..:iA.-0 • 
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.c.1 mismo Voller indica que un::-, forma de titular un sue­

ro por .;.:;l.d . .:.i.tl. inlir'~ to es nor el método de pu."lto te:r¡;¡inal -­

(zona de equilibrio entre el .llg y Ab), en el cual una serie­

de diluciones son prob~das, llevando p<::.rQlelamente pruebas -

de falso negQtivo, nara determinar que la reacción observada 

es consecuencia de la interacción entre el Ab y el ·.ag y no -

inespecífica. Por otro lado pruebas de f ~lso nositivo son 

tomadas en cuente. para determinar el título, ya oue la dilu­

ción que de un valor de absorb ,mcia, mayo::; -pero cercano al -

vci.or más 21.to de las nruebas de falso positivo, ese será el 

título del suero. 

Con el fin de determinar si los anticuerpos contra T-­

B~.'i.-0 son ca~aces de reconocer a la ouabaina libre, llevamos 

a cabo la prueba de .tSLI~a indirecto. En primer lugar se d.¡¡ 

terminó la dilución a la cual los anticuerpos reconocen ade­

cuadamen-~e al BSA-0 allsorbido en el tubo, esto mediante la 

determinación del punto terminal. .&l. este caso no podemos -

hablar de un t~tulo como tal por no tratarse de un antisuero, 

sino de anticuerpos ryurificados, aunque la técnica cumple -­

con los objetivos deseados, al indicarnos la zona de equili­

brio. 

La gráfica 6 nos muestra que la dilución en donde se en 

cuentra el nunto termin2l (zona de equilibrio), dilución 

1 :12, 800 y riue corresl')onde a 4. 5 )Jg. ml-l del anticuerpo, -

dilución ~ue usamos para determinar si los anticuerpos reco-

nocen a la ou ::cbu.ina. 
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~ática 6.- Determinación de la zona de equilibrio -de 

los anticuerpos contra BSA.-0,mediante el m~todo de ELISAiií -

directo.·La zona de equilibrio fué obtenida en la diluci6n de 

1:12,800 (4. 5 >' g mI1 
). 
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LcL gr áfica 7 no s muestra una inhibición p :ir ha-pteno, es 

decir oue el hapteno, en este caso la ouabaina, al ser adi-­

cionado nreviru:1ente a los unt icueruos contra .rl.:>4-ú, es reco­

nocida nued~mdo los anticuerpos im-pedidos para reconocer al 

..t:l;;i.,i.-0 unido al tubo. Como ve;;ios la curva de la gráfica 7 es 

de tipo sigmoide, oue muestra la máxima inhibici6n a una con 

centración de io-3M de ouabaina y la menor a l0-6
M del hc:pt~ 

no. ~tos resultados demuestran que los anticuerpos purifi­

cados r econocen especificamente a la ouabaina libre, así co­

mo a la unida al .J:lli.ti.. 

III.- Locálizacióp de la (Ng-K).ATPasa.. 

A).- T.ECiUCA .DE GUTH Y ALBERS 

Esta ténica se realizó con el fin de compararla con el 

método pro}uesto por nosotros. 

Se puede decir aue las estructuras teñidas son varias:­

Para cerebelo y médula espinal la tinción "Princiualmente es 

sobre neurofibrillas {figura 7 y 8) sitio donde existe 

(Na-K) A1'Pasa. También en el cerebelo y ~édula espinal se tJ. 

fieron núcleos, al. parecer de células no neuronales oue bien 

uodrían ser célulaz gliales, es~a tinción fue intensa, cons~ 

derándose como inespecífica dado que en los núcleos no exis­

te (Na-K)a'fPas8.. J>dem2.s la inhibición de la actividad de la 

bomb a nor 10-3~ de ouabaina, ,rovocaron casi la total desap,¡¡. 

rici ón de la tinción en l as neurofibrill as, pero no de los -
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Gráfica 1.- j)emostl!aciÓn de la especificidad de los 

anticuerpos contra ouabaina mediante inhibici6n por hapteno 

llevado a cabo por el mt(todo de El.ISA indirecto.. Se obtuvo la 

máxima inhibici6n en la concentraci6n de l0-3M de ouabaina. 
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núcleos (figur .. -.& J, j). Un result ado interc s ::nte se c1 5. en -

1 c. región ::el ve r·mis del e"" rebelo, donde solo so!l teñidos nli 
cleos ha pesar de no encontrarse inhibida l& actividad de la 

bomba de sodio-pot ¿i_sio (figura 10). 

l'cl vez la tinción inespecífic a se a consecuencia de la 

actividad de otras enzimas como la fosfut as a alcalina o la 

C <,- _~ e.sí como a la difusión de los 9roductos de esta -

actividad. 

~ riñón las estructuras visibles son: glomérulos, tub:u 

los contorneados y vasos sanguineos, así como una gran canti 

d2tl de núcleos. La tinción tiende h~ ser más fuerte en l a -

zon .. c del córtex y médul a externa, mientras que en la médula­

interm:. la tinción es pobre (figura 11, 12). 

CuenU.o se usó el .Bi:i,_ü para. inhibir l ü reacción de Guth 

.Ubers en el cerebelo, se obtuvieron resultados semejantes -

a los del a ouab aina, es decir una dis~inuc ión de l a tin -­

ción de fibras, nrobando que el füLi.-0 es capaz de r econocer­

ª la (1·Ia-KLú1Pas :, en cortes de tejido. 

Un resultado extra1o es que la reacción de Guth-il.lbers­

no S E: J{, en el encéfalo de r o.t a a pesar de existir uns. t:;r<'.!l­

c . .;.lti,L:::i de (Na-A.),;.'l"Pas a E:n este tejido, ade~15s, e ~1 L". bibli..o. 

grafÍ3. solo se h a report3.do la 2.Cti vi dad de l a. enzi:na en c a­

nil -:ces de:l enJo telio de 1 ::. corteza cerebral. 
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? igurc, G.- i.iicroiotografÍa de médula espinal, realizada 

segW_-i el método de Guth-Albers. (A) A:i_u! observemos fibras 

nervi ci sas ( ?i.'1) y núcleos l N). (B) Médula Gs pinal donde se 

adicionaron l03M de ouabaina,observando solo la tinción de 

r-Úcleos, ~eo no de fibras nerviosa:;,. {160X). 
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Figura 9.- Microfotografía de la histoquímica realizada 

en cerebelo mediante la técnica de Ghth-Albers. (A) Fibras ne~ 

viosas (FN) y núcleos (N). Cerebelo donde . se adicioru:110-3- de 

ouabaina,donde se observó la tinci6n de núcleos y una baja 

actividad de fibras nerviosas 'FN). (400X). 
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Figura 1 0 .- ( .d) i.1tfol e os de l o.. r eción de l :?. ZOllC'. &,T2l1.Ul.Q. 

d l b 1 ' . d. . io-3ru , ,_ . 1 sa e cere e o. 4:.ui se a icion2.ro~ ue oua u2.J.na , a ac-

tividad observada no es debida a la (Na..K) ATPasa. (B) ·Núcleos 

de l .:c re :.:ión , de l e. vei-nis del cerebelo,en este caso no ;:.e 

c.d.icioE¿ OU . i) 3.i:: .• ( .t-i.-= 400..( , B=:: 160A). 
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Figura 11!.- Histoquímica de la (Ha...K) Ali' asa de rifi6n, SJl 

gÚn el método de Guth-Albers.(A) Glome:i-u.lo junto a un vaso 

sanguÍneo.(B) Ttlbulos contorneados.En ambos casos observamoa 

una gra.'1. cantid2.d de núcleos ( 400X ) . 

Fie;ura 12.- Glouerulos r enales teñiclos rcwdiante la té c­

~lic2. de Guth-..:Ub crs . (160X). 
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.o).- LOC.ALl.úACIOH _¡)_¡:, L;¡, ( Na- K).n.J.'Ps,Sé;, l.JUi·, • .,i-i~icu..::."U'O.::i 

COH 'f.cl..n. vU • .;;J.J.N;>.. 

Al rec i;.brir los tejiclo5 con el sustrato p <U' <:i. L ··. p eroxi 

das a, encont r3DOS ouc sol o la i;iiel de r :_n <:. '.)resentó re J.c--­

ciÓn positiva '.J2cr.·. 'Ceroxidas :::. endÓg8na, por lo aue -:;uvo que 

ser orevic"ü:.. cn t e bloouead&. l o. acti vido.d de est e. en:.. irJa, con 

el fia de no confLmJ.i rla con la peroxidas <:. c cnjugada con el 

seGundo 3.Ilticuerpo • 

.::ie h a visto que pareé 11ue l a (NH-K) ,.¡,'l'Pas8. tenga un buen 
.. .. ....... 

ft:.nci ona~.ü cnto, rea :.üere principalment e de i:'l a, K, 1íg y Al'P, 

de!)Emcliendo de es to s eler:ien ~ os l a s d iferent es forffias oue tQ 

m::: 1 a bombr. de sod Lo-potasio durante su activida d. Una de 

estas forn s.s ;,r :JUe es de gran ioportancia es l a O.enom:ilnada­

ii:1-P , "ue se forr.1e. en nresencia de Mg, Na. y ATP, siendo e§. 

ta unu forr.J. ,-:. :."'cs:?oril <:.da ;,r con la cutl interE.ctuan los ¡;lu­

cósidos c2.rdiacos (74). Por otro lado la t a sa de unión de 

L :. ou ~·.b .im1. se ve incrernent ::.fü . nor el s odio, mientr2.s que -

el ~ o t~sio la hace dis8 inuir, bajo condiciones fisiológicas 

(7), 're;niendo en cuenta las anteriores condici ones para el 

eli1. ac e de la ouab<:in&.. a la (Na-K) .';.TPasa, se usaron medios -

de incub2.ción •JUe cont.:mían sodio a concentraciones isotóaj. 

c o.s, nero Oc. js.s concentrc..ciones de nct asio, cou o es el me--

dio de Llr::.11~· y Col. (20) o ~l ringer de mBlllÍferos . Por 

o"cro l e.do t .c;;Jbi6n se usó el medio de Guth Albers, ::;.unque en 

este C2.SO l :· .. s cor.clic.i.ones son diferent eD, d .:J.0.o oue L :. c,cti-

vid . ~ e s denen~iente d e ~ot~sio. '.:.';;·-nto en cü msuio d e l\írsny, 

as{ como en el de Guth-.1\J.oers, la wüón d.e ou c.b<.üna e. le:. --



{Nc::.-K) ,;_11Pas a fue demostr2.da -por ellos, ya sea por el uso de 

ouaba ina (3H) o no r la inhibici6n de los fenómenos observa­

dos por otros anteriores. 

Después de realizar el protocolo para localizar a la -

eru::imE, pudimos observar que loa tejidos no se tiñieron por 

la acción de la peroxide.s a del segundo anticueryo. El ant~ 

rior resultado nos indicó que los anticue_rpos fueron i.ncap,Sl 

ces de unirse 3.1 compl ejo (Na-K) ATPasa-Ouabnina, ye. sea por 

que la ouabaina quedó oculta por la enzima, o por que el 

complejo no se formó, eliminándose la ouabaina en alguno de 

los lavados a los que es sometido el tejido. Simil?res re­

sultados fueron obtenidos con el BS~O, en cualquiera de 

los medios de incubaci6n. Pensamos que la uni6ncel BSA-0 a 

la bomb a de sodio-notasio es inestable disociándose facil-­

mente. 

Ya sea por que la ouabaina se encuentre enmascarada pcr 

la en;;. ima o nor que esta se disocie f ·acilmenté 't como ~ain­

bién podría ··ser con el BS~O, los resulte,dos sugieren: -

que el t ejido incubado con la ouabaina y el BSA-0, debe ser 

tratado de diferente forma, con el fin de evitar lo sucedi­

do. Así se procedió en primer lugar a tratar al tejido -­

después de incubado, coniritón Z 100, detergente no iÓnico­

capaz de solubilizar parcialmente a la membrana celular, ~ 

senmascarando antígenos ocultos. Los resultados obtenidoa­

con el detergente no fueron alentadores dado que tanto loe­

cortes inc1.<bados con ou:'lb ;.üna coi;10 con füiA-0 y los cortes -

testigo (que no contenÍ eJl ouabain<i. o BSA-0) fueron teñidos-
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por acción de L· peroxi da.s n. unida al s egundo anticue roo, CQ 

nociénJ.osc es-:; o ·corn o una nrueb~ de f c.lso nos i ti vo en 1 2. oue 

los <::nti cuenos r eaccionan con el.tejido i nesue cific ,.mente. 

Otro procedirrQento diferente fue el de fijar el tejido 

con para-formaldehido, después de h .c:.ber sido incub ~~do ,con -

la ouab ..:i:n~ o el BS.A.-0. Es t o se r~alizó con el fin de fi-­

j ar al sitio donde es -:; an enl azado5 la ouabaina y el .s ,;¡a-o , . 
pues cor:io sabemos fijadores corno el p-f ormaldehido o glut~-

r ~l dehi do, formen puent es de entrecruzamient o entre l as mQ 

lécul a.s . Desafortunad2ment e, con el uso de ~-formaldehido­

tamb ié~ obtuvimos resultados semejantes a los del tritón -­

X l OJ, tinción inespecífica, tanto en cortes t r a tados con -

ou&baina y B,;¡A-0 como con los testigos. 

En nmbos trat2.mientos. ·1'ri tón X 100 o p-formaldehido , 

l a tinción obtenida es inespecífica debido a l a al ter:::.ción­

del tejido por los agentes usados. Te jidos a los que ~nla­

zan l os anticuerpos nor la exis t encia de cargas eléctri9as, 

m:.s a_ue por afinidad del anticuerpo 'POr el ,¡g ., a pesar de 

encontrarse el tejido recubierto c.on suero normal de cabra. 

Tampoco nudo diferenciarse la existencia de t inci 6n produci 

da como consecuencia de la unión de l os anticuerpos al an­

tígeno no encontrando alguna estructura defi nida en los te­

jidos. 
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DISCUSION 

La. oxida.ción de azúcares para la formación de aldehÍ-­

Jos mediante ag~nte s cono el ácido o el meta-periodato de -

sodio, fueron US Qdos por primera vez para la unión de un 

hapteno a una proteÍn8. acarreador2 por Erlanger y Col., (46) 

y por Lstrada y Col. (47). ~los utilizaron coo o hantenos­

nucleótidos y nucleócidos (.AMI', ,UMP, guanosina, ci tidina y 

y adenosina), oxidando el azúcar y enseguida uniéndolos a -

proteínas como el BSA y HSA, a pH alcalino, estabilizando -

el conjugado mediante reducción obteniendo buenos resulta-­

dos en la unión .. .Años más tarde ~ith (48, 49, 50) . eiguien 

do una. metodología semejante sintetizó una serie de conjuga 

dos, en .los que los haptenos fueron glucósidos cardiacos CQ 
-

mo la ouabfl,ina y al digoxina, uaj._éndolos a prote~nas como -

el BS.it y HSA. &. mismo ~i th (50 )con el fin de aumentar la 

cantidad de ouabaina tlnida al ac.árreador produjo conjugados 

en los que en primer lugar unió puentes como el N-carboxil, 

n, L-alanina o el succinil, 3, 3 -diaminodipropil amina, a 

nroteínas como el B;;lA y HSA. BJ. hapteno fue unido por el -

-ouen ·~e al C'.Carre~1dor. Lstos conjugados fueron sinte:tizados 

con el fin de obtener anticuerpos contra glucósidos cardia­

cos, usando estos anticuerpos con fines farmacológicos. 

dmi th y Col., encontraron que la cantidad de residuos­

de h2oteno unidos ~ cu2l~uiera de los acarre edores usados 

:t'ue de 17 "(>ara l a di - oxina y 4-5 para la , ouab .::•.ina.. ~llos 

usu.ron el oétotlo de Brorm y '.'fri th (53) p.'ll' '- · caracterizar 

sus conjugados, aunque en ningún caso renortan los éspec 
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tros de absorción nilos coeficientes dt: extincién molar de 

lo s h,-intenos .v conju,¡;2.dos, lo s ,1ue t ienen :nuclL: iraportancia 

en l u.. car2.cterización del conjug '"-do, nuesto que como indica 

.b;r·Ltn¿;er y Col., (54) es necesc:rio reali z ar variéis 1) ruebLS­

:iue clemuE:s tren l e. 11resencio. del ha11teno unido .a la "[)rotGÍ­

n3. ac3.rre ad.o r c•. , así com() los C@nbios sufridos por esta Úl ti 

ma. .Bst:_-;.s pruE:bas Dueden ser de tiDo espectofotométricas , 

determinación del peso molecular del conjugado o a ediante 

l <-i. determinación ele 8..!!li nc:s libres nor ~entes como el 2, 4-

iini trofluorobenceno. 

iSn nuestro caso el conjuga.do sintetizado por nosotros­

nresentó ~.n ren.limiento d(; 13-15 ::10les de ouabainc,. "QOr mol­

de B.:3A, habiendo sido carE,cterizado espectrofotometricarnen­

te por el mho do de Brorm y .Jri th (53), así mismo se deter­

minó el neso molecular del conjueado Dor electrofóresis • .B~ 

·i;o s reSl.'.lccados nos de mostraron ri ue la '...illiÓn de la oua.baina­

al BSA fue en una proporción bastante aceptable como p;:i.ra 

L..,. r eal ización de ensayos inmunoquímicos y de inhibición 

del tr:insnorts. 

Por otro lado como vimos se obtuvo una rnHyor C8.rltid2,d­

de residuos de ou:.,baina unidos al BSA, que los obtenidos 

nor· ~Ji t:1 a ryes ::.r de h .b2r seg..tido lo. misn.~'- ::ietodologí a , 

un~~-zó :: concret :: '!,'..ro. bStc resul "c:0.do no 121 -~e nE:I:!lOS. L ~-; 

Únic :1 difenmcia encontr;.;;.d..:., es oue .:3mith des::iués de l ·· r&,. 

cucciÓ:-i G. .: J. conj;.~::: .. L:o , :.ccidificó a esté con ;f,cido ::'.' Órr:lico -

ciur. n';e un .'. hor: , b si::'ic {,:.1d.olo des ,,ués con hi::..ró::ido d.2 S.Q. 

dio. El n so ,:nte:rior no fue 11 0-..r<:cd.o ' ~ cabo ".lO r nosotros , 

sino c;.irect<.iI.lC:nte di olizcnos des~u~s de L~ reducción. Smi th 
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no c::-:1licc. l~ r r2ón d •.: la ;icidi:icación, tal vt:z dur:mte e§. 

te paso l .:t ouabaina sea suseptible a disociarse, cantenién­

dos ~' solo una nequefla -parte unid<.'. cl acarreador. ~ta mis­

mG. acidificación nodría nrovoc~,r la hidrólisis del conjuga­

do. 

.:Qi th t2.!nbi ·~ n re nortó que la Durificación de sus conjg 

dos no es buena, dado que encuentra entre un O.l a un 1.0 '1> 

de ou.;;.b _ ina no unid :. como cont2l!linante, dado que tanto -pO'.I"­

CPF y electrofóresis detectó ouabaina libre y péptidos de -

b a jo peso molecular, a pesar de hs.ber sido :purific ~·.dos los 

conjugados por diálisis y cromatografía en columna de sephg 

dex G-75 . .::lini th indicó aue la conta.'Tiinación puede deberse. a 

l a presenci<?- de una -proteasa que hidrolise al conjugado y -

l a cual no puede ser inacti v ada por inhibidores específicos 

p ara nroteasas. Otra r nzón aludida es la acción del agente 

reductor (Na BH4 ). 

Pensamos oue la hidrólisis no es consecuencia de una -

prote 2.s s , sino por un lado del tratamiento con ácido f6rmi 

co, co~o ya mencionamos. Por otro lado la purificación m~ 

dié'.Xite lá cromatografía en columna de sephadex G-75-no es -

adecuada, dado que esta no ret~enen faciimente moléculas m~ 

nares de 3,000 de neso molecular y la ouabaina posee un pe­

so molecular de 728.8. Por lo que para la purificación de 

nuestro conjug2.do se sustituyó al sephc:.dex G-75 por un se-­

nh2dcx G-15 ~ue nuede retener moléculas de hasta , 50~de -

peso molecul <>.r. Tal vez ;:ior estas razones no detectamos h.i, 

drÓlisis ni ou<1b a ina libre. fo.dr1amos pensar ciue nuestro -
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m~ todo de det ec t ar ouabai nn libre es pobre, pero este posee 
-2 une.. resolución de ouabainu de O. 25.)lg cm , ciue nos dá una 

buena confiabilidad . 

La principal razón de obtener un conjugado libre de ou~ 

bcin<l , es nrobar su C ~'.pacidad de inhibición del transnorte 11 

así .:i;a i th (50 ) urobó la cap acidad de inhibición de su conjJ! 

g ;cdo, midiendo los c ambios en la tensión de los m{1sculos Pi. 

pil ~r y cardíaco , así como la inhibición del transporte de 

Rb 86 en eritrocitos. En el primer caso obtuvo un máximo 

del 4.0% de cambios en la tención muscular, mientras que en 

el trc.:nsporte de Rb86 no hubo ningún cambio al usar concen­

traciones semejantes de ouabaina y conjugado. &. mismo in­

vestigc..dor indica que el conjugado puede alcanzar los mis-­

mes efectos que la ouabaina sobre el transporte, pero a con . 

centraciones 1000 veces mayores, o hidrolizan4o al conjuga­

i o. Los anteriores resultados son obtenidos para todos los 

conjugados sintetizados nor $mi th, con EeXCepción de los que . 
presentan el puente de succinil, 3.3 '-diaminodipropilamina, 

el que nuede inhibir el transporte a una éoncentración 100-

veces mayor que la ouabaina. 

~l conjugado sintetizado por nosotros presentó ciertas 

ventaj as sobre los de Smith, puesto que puede inhibir hasta 

un 88.3% el trcnsnorte de sodio a traves de la piel de rana, 

aunque este efecto solo se alcanza a concentraciones 100 v~ 

ces mayores que la ouabaina, pero sin la necesidad de esta­

unid~ al acarreador nor un puente. La razón de esta venta­

j o. nos es desconocida pero bien podría deberse a que el ani 
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llo esteroide de la ou~:.b2ina, invol •:,crado directamente en -

la inhibición de la ( Ha-K)A1'Pasc-,, aueda lo suficientewente­

expuesto como par'"' enlazarse a la {NA-K) A'l'Pasa, aunque al -

pacecer esta unión no es lo suficientemente fuerte, como v,e. 

remos más adelante • 

..c.i .D;:;¡.a,...O resultó ser un buen inmunógeno ya que se pue­

den obtener anticuer~os contra el. .c;stos anticuernos se Pl.l. 

dieron aislar dos tipos, unos dirigidos contra los determi­

nan tes antigénicos del BSa y otros contra los determinantes 

antígénicos de la ouabaina. ~stos Últimos resultan ser es­

pecíficos contra ella dado que son capaces de reconocer a -

la ou<:..baina libre y unida al BSá, pero no reconocen al B.;;ia. 

Por lo visto la ouabaina no es enmascarada por el B.;;iA al -­

unirse a ella, aunque Martínez y Col., (67).9btuvieron 8l1ti. 

cuernos contra ouabaina siguiendo el método ·de Smith, encon 

traron que estos solo son ca-paces de reconocer al i:l.;;iA-0 y -

la ouabaina, anticuerpos q_ue no fueron purificados de ningi¡ 

na forma, estos anticuerpos no reconocieron al BSa, resulta 

do extrs.iio y solo posible si la ouabaina e.nmo.scara a los 

deterninantes antigénicos del B.;;i.\ lo que de11ende de la ca.n 

tid .:--,d de residuos unidos al acarreador, dato que no es re-­

portado por ellos. 

Los anticuerpos producidos contra.la ouabGin~ parecen­

reconocer al anillo esteroide del glucósido, de.do que esta­

es la región aue queda ex,:iuesta en el conjugado, nor lo r:iue 

se ~odría es~erci.r aue los anticuernos reconozcan a otros e~ 

teróides. .;);rri th (49) al respecto indica que los anticuer-
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pos obtenido<> por el son c c.-..nc.c es de reconocc;r a deri v : .dos de 

la. ouab:::in~'· cooo la :o:cetilestrcf2ntidinz,, cuando est e. ::;e en 

cuentrc en exceso. También reconoce a la digoxina a concen 

tr...;.ciones 50 veces :nayores aue la ouab~ .inC'.. y a esteróides 

cooo el es~radiol, progesteronu , testosterona, colesterol y 

dehidroe;iiandrcsterona, en concentro.ciones lOüU veces m2.yo­

r 2s. Co:no ve:.1os est os anticuemos son b.'.'.St~on.te específicos, 

y:::. auE con exe"Oción de le acetilestrofantidiné:., tanto 

otros ~~igi tLlicos e o:-. o es c<>rÓides son dificilmen t e reconoci 

dos. 

Podemos pensar que los anticuerpos obtenidos por noso­

tros nrecentar1 C.'.'.I' '" cterísi teas semejan tes c. los obtenidos -

oor .:lrni th c::.unaue tendrían aue reali z arse las pruebas perti­

nent e ~. Cabe mencion~ que el marcaje de los anticuerpos -

con isotiocianai¡o de fluorosceina provo.c6 que estos per-­

dier:ill su ~~ctividad de reconocer . al BSA-0. Esto <>S raro 

que suceda, ;,unr:iue sí algunos grunos amina estan relaciona­

dos con la regi6n de enlace del 2nticueroo con el antígeno­

( ?::.b), la fluorosceina rrnede unirse blooueando la act.i vi dad 

del _n·cicuGr;io. 

II.- Locali::ación de la (Na-K)ATPa,sa. 

Los resul t c'.d.os indican oue el :nchodo de Guth-.nlbers no 

8S ·cot2.lmentc es'?e~Ífico D::;.r¿ determinar la activ:i.d2.J. de la 

{¡;~··.-r~) a1'Pasa en tejidos, ~ues to -:iue como observsi::os en los 

res..:.l tados, este; no es la V.nic2. enzim ::;. C!U8 S'.':! evidencía en 
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::!. le (Na-K) ATPis :: , encontr3..mos otr:;; s en las que la enzima 

no existe como son los núcleos y que se tiñieron a pesar de 

estar inhÍbida la enzima con ouabaina. 

k ·. tinción de estructuras donde no se localiza a la 

bombG de sodio-potasio nuede considerarse como inespecÍfica. 

M._.yah::.ra l28) y Firth (41) mencionan (!Ue b e.jo las condicio­

nes de pH básico y utilizando como sustrato al para-nitrof~ 

nil fosfato, la tinción inespecífica puede deberse a la ~ 

d~ólisis no enzimática del ATP , a la difusión de loe produ~ 

tos de la actividad enzimática, así como a la ac tividad 

p-NPPasa de enzimas diferentes a la (Na-K) ATl'asa, como pue­

den ser la fosfatasa alcalina. La primera opci6n es fácil­

de descartar ~a que en este caso no se usa como sustrato 

ATP, aunque el · ATP propio de las 06a.11.l.a1J puede ser hidroli­

zado por las enzimas de la célula o por metales pesados CQ 

mo el fb. La difusión de los productos de la actividad en­

zimática puede darse si estos productos son solubles en el 

medio de incubación, pero el CoPi no es soluble en el medio 

usado 'especialmente por la presencia del aJiSO, por lo que -

si existe difusión esta d.ebe ser pobre. Por Último la acti 

vidad p-NPPasa de otras enzimas diferentes a la (Na-K) Afilas a 

puede se::r la más viable dado que la fosf<tasa alcalina pre­

senta tal actividad y que además se ve favorecida a pH ale~ 

lino el r¡ue resulta subóptir.io para la (Na-K) ATPasa. La fog 

f;;;.t <-· Sa alcalina h~: sido encontr:::.da en vasos sanguíneos, ri­

ñón y otras células por lo aue nodemos pensar que la actiVl 

dad p-NPPasa inespecífica encontrada es consecuencia de e~ 

ta enzima, por otro lado solo existe otra enzimE. capaz de -
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utilizar al -p-nn"D como sustrato y es la bomba de calcio ma¿i;: 

ne sio • 

.i:h cuanto a la localización de la bomba de sodio-pota­

sio 2ediante D.nticuernos contra ouabaina, parece ser que al 

tratar de localizar al complejo (Na-K) ATPasa-Ouabaina, los 

anticuerpos no pueden reaccionar con el complejo por dos r.<¡ 

zones : 1) Carrilli y Col., ·(51, 70) utilizando antroil-oua­

baina, derivado de la ouabaina que al enlazarse a la o~a-h) 

.11.'.l.'?as a puede ser detectada por fotoafinidad, encontraron 

que el sitio de unión de la ouabaina a la enzima se locali­

za en la porción de la enzima que se encuentra en lado ex-­

terno de la membrana celular. Así como se sabe que la oua­

baina se une a la bomba de sodio-potasio nor su anillo est.i, 

roide, por lo que a pesar de encontrarse la ouab-aina en la 

superficie externa de la membrana celular, posiblemente se­

cncuentre enmascarada por la enzima. 2) A pesar de que la 

ouabaina se une a la bomba de sodio-potasio por uniones po­

lares fuertes, esta puede disociarse, manteniéndose enlaza­

da por un tiempo medio, aue según Tobin (71) va desde 9 ho­

ras a oºc hasta 3 minutos a 37ºc, aumentando la taz a de di 

sociación exponencialmente con el aumento de la temperatura. 

Aunque ;;)chwartz y Col., {73) indican que la unión puede te­

ner una vida media de 9 horas a 3oºc. Tal vez la ouabaina­

enlazad::;. a la enzima durante la incubación se disocia y es­

lavHcl.?. del tejido, siendo im'9osible para los nnticuerpos 

reaccionar con ella. 

JJe lo s dos ¡Juntos· a.n '!:;eriores nosotros consideramos al 

nrimero como la más posible consecuenci a de qu e los anticue~ 
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- ryc"c _.s io y~ . '.1Ue ;;st '. unión ::::; mc:y f ·;c ~iblo b '-".jO nuestr~cG -­

condiciones de tr, .. t ,·.jo . Por otro lado el 'lUG la ou::>.b c~ina -

se .:-. :::·econocida. nor los .?..rnici.Hc r 1os --ior su .millo 0 s·~eroide­

y no ¿'. todci la oolécul::;,, nor lo que aunriue auede :llguna -­

porte de 12. r.:lol8ctü 2, exnuest :i. lo s c.n'!;icu;0r'IO S no la r-econo-

cen • 

.r;:i_ 133A-0 fu ¿ unD. buena posibilidad pa.rc::, localizar a la 

en:::irna, dad<:. su c:~-pacida,~ de inhibir el transporte en piel­

de rc.-"'1 :::. y de l é:. reacción de Guth-Albers. Por estas mzones­

'Jodemos concluir CT Ue la ouab:dna unida al BSA no pierde su 

c a.o .,cida.d de inhibi r a l a (:i:i'a-K) A'I'Pas.o:., aunoue -oosi blemente 

enL.~zóndos e :i ella de une. forma muy inestable, disociwdose 

facilmente. 

Su".1oniendo 0ue lo. ou~•b 2_ino. 0u ede erunasc::u-ada o se disQ 

cie el -problema trató de ser resuelto fijando 3l. tejido de~ 

~u6s de L: inc;.;.bación o tr '.'.tándol o con e ri tón X 100. Los 

resul tL'.dos demostr3.ton, en Jabos c&sos, r::ue es tos agentes 

nrod.uc e.1 c ,-Dbios en s l tejido que d.?.n lug.:cr a una reacci ón­

cruzada, en la nue los &nticuer-pos se unen a otros 211tíge-­

nos, como "lUe dcm ser nroteínas del ti-po de la col::-.e;enc., 

siendo es 02.. unión no r::s ~) ecífica. 

Como ver!los no fue '?'JOsible localizar el cor:mlejo (Nr-K) 

ilunciue co t1o t2.mbién-

se viÓ ::iolécul: '. G como el s.'1troil-ou:cbc.in:. son c :.in ~ .ces de e;u 

l ci.z:::.rse a lo. oomba de sodiO-".')Ot ::cGiO, O r.1ol écul a s COr'.lO el 
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LiJ.-.-0 t:~i:ibiÉn Dueden unirse 2. L< enzim2., l)Udiendo ser ;:i,n r.Q. 

ve chado este hecho p ara localizar a l o. enzima mediante otros 

deri v~uio s de la ouc..b nina , 'lUE: a.demás de enl az:-a-se en forma­

est 2.ble a la enzima mantengan sitios lo suficientemente ex­

putstos como para unirse a anticuerpos específicos. 
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