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1 . INTR~DDUCCION 

1.1. EL PEPTIDO NATRIURETIC30  AURICULAR (PNA). 

ANTECEDENTES HIST0RICOS.- Las  primeras  evidencias  que 

demostraron  la  presencia  de  un  péptido  con  propiedades  diurética 

y natriurética  sobre  la  nefrona  fueron  presentadas  por  Reinhard y 

Col. en 1980, como  una  consecuencia  del  aumento  en  el  volúmen 

sanguíneo  en  perros  conscientes  con  un  rinón  denervado y 

perfundido a presión  constante,  produciéndose  una  respuesta 

diurética y natriurética.  En 19810 Knock, C.A. y de  Wardener (22) 

demostraron  al  cruzar la sangre de dos  ratas  (donador y 

receptor),  cuando  el  donador  fué  expandido  con  sangre  homóloga, y 

la  orina  de  la  rata  donadora  fué  infundida  dentro  de  su  vena 

femoral,  la  rata  receptora  sufrió  un  brusco  aumento  en  la 

excreción  urinaria  de  sodio. 

El PNA fué  aislado  por  otros  grupos  de  investigadores a partir  de 

los  gránulos  densos  de  la  auricula  cardiaca (15, 25,  66 ,  67) y 

obtuvieron  fracciones de diferentes  pesos  moleculares,  con 

actividad  cada  una de ellas.  El  extracto  auricular  produjo 

natriuresis  inmediata,  muy  corta y est6  asociada  con  hipertensión 

transitoria, y fué  mayor  en  animales  con  el  volúmen  expandido, 

ejerciendo  un  pequefio  aumento  en  el  volúmen  urinario (10, 71). El 

músculo  cardiac0  es  el  principa.1  órgano  que  almacena  al  péptido 

natriuretic0  auricular,  por  esta  raz6n  se  le  considera  como  un 

órgano  endócrino y al  péptido  como  una  hormona  circulante ( 1 4 ,  

59,  61).  
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Para  determinar  la  estructura  del PNA se  realizaron  estudios 

bioquimicos  del  extracto  auricular y fue  posible  obtener 

fragmentos de diferentes pesos moleculares ( 2 5 ) .  Entre  ellos  estd 

la  cardionatrina  I1  de 46 aminodcidos y peso  molecular  de 5499 

Da, y la atriopeptina I, un  peptido  muy  similar  al  PNA.  PBptidos 

natriur8ticos  auriculares I, II,,  111,  de 21, 23 y 33  aminodcidos 

respectivamente y otras  fracciones  de  peso  mol6cular  entre 3600 y 

4 4 , 0 0 0  Da.  Algunos  de  ellos  con  actividades  diuretica  y/o 

natriur8tica. 

Las  formas mds pesadas  no  son  activas, se consideran  precursores 

del  PNA, la fracci6n  de  mayor  peso  molecular,  fu6  un  p6ptido  de 

126 aminodcidos  inactivo.  Un  aumento  en  la  presidn  auricular, 

libera  este  precursor  al  actuar  la  enzima  conversora  liberando a 

la  circulaci6n  la  forma  activa,  que  es  el  peptido  natriuretic0 

auricular (PNA) (16, 6 6 ) '  (Figura  No. 1 ) .  

Con  el  propdsito  de  determinar  polip6ptidos  circulantes  Miyata 

(1985), demostrd  en  el  suero  humano  la  presencia  de 3 fracciones 

alfa-hPNA,  beta-hPNA y gama-hPN14,  de 2 8 ,  56  y 126 aminodcidos 

respectivamente y determind  al  peptido  alfa-hPNA  como  el m8s 

abundante. En el  extracto  auricular de  rata,  el  peptido  m8s 

abundante  fue  el  gama-rPNA  (de 1.26 aminodcidos) y en  el  plasma  el 

peptido m8s abundante  fu6  el  alfa-rPNA ( 4 8 ) .  



PBPTIDO NATRIURETIC0 AURICULAR (PNA) 

(126 aminozkidos) 

1 1  1 
1 1 99 126 

Mol6cula 1  Atrio(Enzima  conversora) 
precursora 1 unida  a  membranas 

/ + celulares 
/ 

/ 28 aminodcidos 99 110 126 
/ 1 1 1 

i 
/ 

WET 
FORMA ACTIVA  (hombre,perro,bovino) 
CIRCULMTE 

~ r g ~ ' - ~ e r ~ ~  

99 110  126 
1 1 1 

ILg 
(rata,ratbn,conejo) 

FIGURA No. 1 

PNA en su forma  activa  liberada  del 
atrio  cardiaco, l o s  aminodcidos  en 
posici6n  12,  metionina e isoleucina 
le dan  diferenciaci6n de especie. 
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1 2 CARACTERISTICAS BSTRUCJPURALES - 
El PNA,  es  un  peptido  almacenado  en  los  grdnulos  densos  de la 

auricula  cardiaca  en  forma de un  prefactor  (peptido de 126 

aminodcidos),  liberado a la  circ:ulaci6n  en  respuesta a un  aumento 

en  la  presi6n  auricular o disterlsidn de  la  auricula.  La  presencia 

de  una  enzima  conversora  en la auricula,  con  acci6n  sobre  el 

enlace  Argg8 - Serg9  permite 1.a liberacidn de una  fracci6n  de 
bajo  peso  molecular,  un  pepticlo  de 28 aminokidos, que  es  la 

forma  activa  circulante  del  peptido  natriuretic0  auricular 

(21)  (Figura 1). 

Este  peptido  es  muy  similar  en  todas  las  especies.  El  peptido 

aislado  del  estracto  auricular clel hombre,  perro y bovino,  es  una 

fracci6n de 2 8  aminoheidos,  conteniendo  en su molecula el 

aminoacido  metionina  en  posicidrl 12. Kangawa y Matsuo (1984) (25) 

nombraron a este  peptido  alfa-hPNA. A diferencia  del  peptido 

previamente  aislado  por  Flynn y deBold ( 1 9 8 3 )  (16),  quienes 

aislaron a partir  del  extracto  auricular  de  rata,  ratdn y conejo, 

una  fracci6n  de 28 aminodcidos  con  isoleucina  en  posici6n 12. 

Esta  caracteristica  le  da  diferenciaci6n de especie, por 

encontrarla  en  rata  le  nombraron  alfa-rPNA.  De  ambos  peptidos se 

ha  demostrado  sus  actividades diuretics y natriuretica (25, 7 1 ) .  

Actualmente  la  estructura  quimica,  el  DNAc y los  genes  que 

determinan  al PNA estan  totalmente  caracterizados,  lo  cual 

permite  determinar  sus  sitios  activos y estudiar  el 

comportamiento de andlogos clel PNA por  sustituciones  con 
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diferentes  radicales (23). 

El  PNA  est6  formado  por  una  c:adena  de  amino6cidos  unidos  por 

un  puente  disulfuro,  dandole a su estructura  la  forma  de  anillo. 

12 
GLI  ARG MET 

NH2-SER-LEU-ARG-ARG-SER- 8 GLI  ASP 
SER IFEN ARG 

CIS ILE 
\ GLI 
S-S ALA 

'\ GLN 
CIS SER 

ASllJ GLI-LEU-GLI 
HOOC-TIR-ARG-FEN-SER 

26 

Figura No. 2.- Caracteristicas  estructurales  del PNA. 

Presenta  grupos  amino (-m2) y carboxilo  (-COOH)  terminales,  asi 

como  grupos  fenil  hidrdfobos  en  posiciones  Ala8,  Ala26. Si alguna 

de  estas  caracteristicas se suprime,  pierde  su  actividad  total o 

parcialmente.  Una  caracteristica  muy  importante  para  su  actividad 

es la estructura  en  anillo  que  le  da  el  puente  disulfuro.  Cuando 

se abre  el  anillo  por  proteolisis o por  reduccidn  del  puente 

disulfuro  se  ve  claramente  como  pierde  casi  por  completo su 

actividad  fisiológica.  La  perdida de su carboxilo  terminal, 

disminuye su actividad de manera  importante. Sin  embargo la 

pérdida  de  su  grupo  amino  terminal  disminuye  parcialmente  su 

actividad,  su  actividad  se  ve  reducida  en  menor  proporcidn  por la 

perdida  de  sus  grupos  fenil  hidrcjfobos  (Figura 2). 



1 . 3 .  ACCIONES FISIOUXICAS. 

El  PNA  liberado a la  circulaci6n se encuentra  en su forma  activa 

circulante y ejerce  su  accidn a nivel de cblulas  blanco  dando  por 

resultado  efectos  biol6gicos. 

Efectos  sobre  el  sistema  circulatorio.-  El  principal 

efecto  del PNA sobre  el  sistema  circulatorio  es  una  disminucidn 

transitoria  al  parecer  indirecta  sobre  la  presidn  arterial ( 2 3 ,  

53)  (Figura 3 ) .  

El  peptido  produce  la  relajaci6n  de  las  venas  precontraidas  por 

vasopresores  (como  angiotensina 11, norepinefrina o histamina) 

despues  de 30 minutos  de  inyecci6n  intravenosa  del  PNA ( 2 4 ) .  El 

PNA  disminuye  el  tono  del  mQsculo  liso  vascular ( 7 6 ) .  Johnston 

( 1 9 8 9 ) ,  informa  el  efecto  del  PNA  sobre  la  disminuci6n  en  la 

liberacidn  de  renina y aldosterona,  sin  embargo  es  muy  probable 

que se deba a un  mecanismo  reflejo  por  aumento  en  la  excrecidn de 

sodio y un  aumento  en  la  presidn  arterial  renal.  Otros 

investigadores  determinan que la  inhibicidn de renina y 

aldosterona  se  produce  por  altas  concentraciones  de PNA cuando 

existe  daAo  renal  congestivo ( 2 4 ' ) .  

En  cultivos  de  c6lulas  yuxtaglomerulares  de  conejo,  la  reducción 

de  la  liberaci6n  de  renina  por  el  PNA  parece  ser  mediada  por  la 

acumulaci6n  de  GMPc (79). 

Efectos sobre el rifi6n.- LIDS principales  efectos  sobre  la 

funcidn  renal  son  una  natriuresis y una  diuresis  pronunciadas, 

que pueden  explicarse por los efectos  que  el  PNA  produce  sobre 

las  diferentes  estructuras  renales.  Algunos  de  estos  efectos 
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EFECTOS FISIOLOGICOS DEL PNA 

EFECTOS 4, ARlfRlAL\ 
CIRCULATORIOS 

4 "OLUMEN 
LlBERAClON 

:%-AR CIRCULATORIO  RENINA 
""" "-."-"""" 

EFECTOS 

RENALES 

i EN GLoMERULo 

OTROS  EFECTOS: + LIBERACION DE ADH 

LlBERAClO N DE 

ALDOSTERONA 

NATRIURESIS 

,t FILTRACION  GLOMERULAR 
DE SODIO 

JBULOS 

FIGURA N o .  3 
El PNA actúa  directamente  sobre  el 

glomérulo con una  marcada  natriurésis 

y en  el t í i b u l o  distal y el  colector 

inhibe  la  reabsorcibn  de  sodio  en  la 

porci6n  distal  de  la  nefrona. 
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sobre  todo a nivel  glomerular se pueden  explicar  por  cambios 

hemodindmicos  evocados  directa y/o indirectamente  por  el PNA. 

En el glomt5rulo.- produce  un  aumento  en  el  flujo  sanguineo  renal 

aunque  no es sostenido,  dilata  la  arteriola  aferente y contrae  la 

arteriola  eferente permitihdo una  presi6n  hidrdulica  aumentada 

en  los  capilares  glomerulares,  una  acci6n  directa  en  la  reduccidn 

del  tono  de  las  celulas  mesangiales  glomerulares, y un  aumento  en 

la  superficie  de  filtraci6n (77). Como  la  velocidad de filtracidn 

glomerular ( V F G )  varia  directamente  en  funcidn  de  la  superficie 

glomerular y de la  permeabilidad  del  glom6rulo,  resulta  un 

incremento  en  la VFG y en  la  fracci6n de sodio  filtrado  (PNa). 

Este  último  contribuye  en  parte  al  efecto  natriuretic0  pero  no 

totalmente.  Hay  evidencias  que  e:L  efecto  que  ejerce  el PNA sobre 

la VFG puede  ser  mediada  por  aumento  en  la  acumulaci6n  de  GMPc 

( 7 6 ) .  Se  observa  que  el PNA aumenta  la  produccidn  de  GMPc  en el 

glom4rulo  aislado y en  las  c6lu.las  mesangiales  cultivadas,  por 

ello es considerado  el  GMPc  como  segundo  mensajero  en los efectos 

producidos  por  el PNA (76). 

En los t&ulos.- La  natriuresis  puede  explicarse  por  un  efecto 

directo  del PNA sobre  los  túbulos  renales, es decir,  por  bloqueo 

de  alguno(s)  de  los  mecanismos  de  transporte  para  la  reabsorci6n 

de  sodio  (Figura 4 ) .  

En el túbulo  proximal ( T P ) . -  El PNA provoca  un  aumento  importante 

en  la  excrecidn  de  sodio  debido a un  aumento  en  la  fracci6n  de 

filtracidn  de  sodio a traves de los  glom8rulos.  La  infusidn  del 

PNA permite la liberaci6n  de  sol.utos  del  túbulo  proximal  en  un 

El 



EFECTOS  RENALES  DEL PEPTIDO NATRIURETIC0  AURICULAR 

FIGURA No.  4 
El PNA ejerce L ~ U S  efectos e n   d i f e r e n t e s  

zonas localizadas de la  nefrona.  Los 

efectos encuadrados a l  parecer son - 
mediados por 1.a acumulación  de GMPc 

i n t r a c e l u l a r .  



30% con su correspondiente  aumento  en  la VFG. Al contraerse la 

aorta  para  regresar  la VFG a niveles  basales,  durante  la  infusidn 

del  PNA,  este  porcentaje  disminuye.  Aún  cuando  est6  demostrada  la 

ausencia  de  receptores  al  PNA  en  el  túbulo  proximal,  en  algunas 

circunstancias  el  PNA  regula  el  transporte  del  túbulo  proximal 

(13, 21, 7 5 ) .  

En  el  asa  de  Henle.-  Por  algunos  estudios de microperfusi6n 

se  observa  que  el  PNA  no  tiene  efecto  en  el  transporte  de  sodio 

en  ninguna  de  las  porciones  del  asa  de  Henle ( 7 5 ) :  vuelta 

de  horquilla,  asa  ascendente  medular y cortical (29). Por  otra 

parte  no se encuentran  receptores  para  el  PNA  en  este  segmento 

( 7 ) .  Ademds  ante  la  presencia  del PNA no  hay  respuesta  en  la 

acumulaci6n de GMPc  intracelular  tal  como se observa  en  el 

glomerulo y en  el  conducto  colector  medular  interno (34). 

En  la  nefrona  distal: 

El  PNA  inhibe  la  reabsorci6n  neta  de  sodio  medida en funci6n  del 

consumo  de  oxígeno en el túbulo  colector,  sobre  diferentes 

preparaciones  membranales  (c6lu:Las de intestino,  cblulas UC-PK1, 

celulas  del  conducto  colector  medular  interno  de  conejo) ( 7 8 ) ,  en 

animales  de  experimentaci6n  perfundidos (76, 77) y en  el  hontbre 

medido en función de la  realssorcidn de sodio  del  filtrado 

glomerular ( 4 5 ,   4 9 ,   7 4 ) .  Resultados  similares se obtienen  al 

administrar  andlogos  de  GMPc (36). As1  mismo  el  PNA  ejerce  un 

efecto  inhibitorio  en  la  liberaci6n  de  vasopresina ( 4 4 ) .  Esta 

inhibicidn  en  la  reabsorci6n  de  sodio y agua  en  la  nefrona  distal 
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produce  una  respuesta  marcada  diuretica y natriuretica ( 3 ,  27). 

Al administrar  angiotensina XI (activador  de  aldosterona)  se 

producen  efectos f isioldgicos~  antagdnicos a los  del PNA.  La 

angiotensina I1 es  un  vasoconstrictor,  disminuye  la  velocidad  de 

filtracidn  glomerular,  aumenta  indirectamente  la  reabsorcidn  de 

sodio  en  el  túbulo  distal  y  regula  la  homeostasis  del  sodio,  por 

estimulacidn  de  la  secrecidn  de  aldosterona. El peptido  produce 

efectos  opuestos,  induce  relajacidn  de  las  venas  precontraidas 

por  angiotensina 11, disminuye la  presidn  sangulnea;  aumenta  la 

velocidad  de  filtracidn  glomerular,  inhibe  la  reabsorcidn  de 

sodio  estimulada por angiotensina 11 y la liberacidn de 

vasopresina (23, 38, 73). 

Posiblemente  estos  mecanismos  mencionados  antes  respecto a 

angiotensina I1 sean  una  respuesta  compensatoria  a los carnbios 

desencadenados  por el PNA. 

El PNA es importante en diversas  enfermedades  como la 

hipertensidn,  cirrosis, sindromle  nefrbtico.  Estas enfermedades se 

caracterizan por una  importante  retencidn  de  sodio en el 

organismo,  en  ellas se encuentran  alterados  los  mecanismos  de 

regulacidn  de  la  reabsorcidn y la  excrecidn  de  sodio, y se 

presenta  un  aumento  en  la prtasion  arterial.  Es  importante  la 

presencia  del  PNA  en los casos  hereditarios  donde  hay  fallas  en 

su  excrecidn;  puede  ser  administrado en dosis  farmacoldgicas 

- 

restableciendo  a  su 

ademds  de  poseer un 

normalidad los  niveles  circulantes  de  sodio, 

potente  efecto  hipotensor ( 4 5 ,  71). 
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1. . 4.  CARACTERIZACION DE R E C l E T O R E S  PARA EL PNA. 

En diferentes  preparaciones  membranales  de  mamiferos  adultos  se 

han  encontrado  evidencias  de  receptores  para el  PNA  en  gran 

número y de  alta  afinidad  en  diferentes  sitios:  cerebro,  pulm6n, 

aorta,  arterias,  arteriolas,  capilares  glomerulares,  vasa  recta 

de  la  medula  externa  e  interna,  túbulo  distal,  túbulo  colector y 

en  menor  densidad o con menor  afinidad en túbulo proximal, 

celulas  endoteliales  vasculares,  celulas  del  múscuko  liso, y 

celulas  epiteliales  renales  en  cultivo (6, 20, 34, 35). 

Para  la  identificacidn y caracttrrizaci6n  de estos  receptores se 

informa  en  la  literatura, se recurre  a  diferentes  metodologias, 

entre  ellas  mencionamos  las  siguientes: 

1) Afinidad  por  cromatografía  sobre  afigel-10.-  Consiste  en 

fraccionar  las  membranas  plasmdticas,  despues  marcarlas 

pasdndolas a traves  de  una  columna  afi-gel-10, y lavarla 

con  amortiguadores.  Las  proteinas  unidas se extraen  con 

una  mezcla  de  acetato, NanCl y 1-01, se purifican y al 

final  se  caracterizan  los  reaeptores  determinando  su 

uni6n  al PNA (59, 68). 

2) Afinidad  en  columna por un gel de GTP-agarosa.- Consiste 

en  fraccionar  las  membranas  celulares,  despues  marcarlas 

a  trav&s de una  columna de GTP-agarosa  equilibrada con 

amortiguador. Las proteinas  unidas se extraen  con otro 

amortiguador  conteniendo GTP (5mM) y finalmente  se 

analiza en las  muestras la afinidad para guanilato 
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ciclasa y su unidn  al  PNA ( 3 4 ,  7 0 ) .  

3) Autorradi0grafia.-  En cortes  finisimos de algunas  zonas 

renales  congeladas y fijadas  sobre  cubreobjetos, se 

marcan con radiois6topos, y en  seguida se realiza la 

autorradiografia  con  una  pelicula  en frio para  finalmente 

revelar la presencia  de receptores por medio  de 

colorantes,  encontrandose  zonas  de  afinidad  al  ligando 

identificadas por zonas con  puntos  negros  donde  se 

encuentran los precipitados  de  los  granulos de plata  (14, 

61). 

4 )  Captacien  especifica  del  ligando 125 I-PNA.- consiste en 

incubar  las  preparaciones  membranales  en  presencia de 

1251-PNA, durante 20 a 30 minutos en  presencia y en 

ausencia  del  PNA  frio  en  altas  concentraciones, para 

desplazar al componente  unido de manera  inespecifica, se 

lavan  las  preparaciones  con  ringer y se  cuenta 

radiactividad. Por c6lculo  se  determina la unidn 

especifica  por  diferencia  del  componente  inespecifico  del 

componente total ( 4 ,  6 ,  l;’, 20,  27, 28, 3 4 ,  36, 59). 

5 )  Electroforesis sobre gel. con  poliacrilamida SDS (34).- 

Las monocapas  celulares e m  estudio se marcan  con el 

12%-PNA(8-23), se aumenta la concentracidn con peptido 

frio y se exponen  las morlocapas a SDS con amortiguador. 

Las  proteinas  se  solubilizan  en  agua  hirviendo y al 

solubilizado se lleva a electroforesis  can  gel  de 
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separacidn.  Se  seca  el gel y se  expone  a  una  película  de 

rayos X en frío para preparar  autorradiogramas, los 

cuales se barren  con  un  densitdmetro.  Algunos  geles se 

fraccionan  para  contar  radiactividad. 

La  forma  mds  difundida  para  determinar  receptores  al  PNA  es  la 

captacidn  especifica  del 1251-PlUA, en  preparaciones  membranales 

de  diferentes  tejidos o cultivos  celulares.Las  mol4culas  marcadas 

del  pbptido se unen  al  receptor p r o  tambidn  pueden  unirse  en 

forma  inespecifica  a  otros  sitios,  es  pues  necesario  determinar 

la  cantidad  del  radioligando  que se une  inespecificamente. 

Con el uso  de Osta tecnica  se pueden  calcular  ademds  las 

constantes  bioquimicas  de  disoci~acidn  al  equilibrio (KD) , y la 

velocidad  mdxima  (Vmax.) (6, 2 7 ,  34,  36,). 

Entre  los  receptores  purificados se encuentra  un  tipo de receptor 

con  peso  molecular  de  140KDa  en  su  estado  no  reducido,  es  decir, 

se  trata  de un dímero  unido  por  un  puente  disulfuro,  al  ser 

reducido se obtienen  dos  subunidades  de  70KDa,  las  cuales  no 

estdn  acopladas  a  guanilato  ciclasa  membranal,  indicandb se trata 

de  receptores  no  funcionales o que  no  tienen  relacidn  con el 

efecto  mediado por GMPc (30, 68).. 

Con  el  uso  de  las  t4cnicas  de  afinidad en columna por GTP-agarosa 

y el uso  del  ligando  cruzado  seguido por la  separacidn  con: 

electroforesis,  autorradiografia o cromatografía, se identifican 

dos  tipos  de  receptores:  uno de Ci6KDa no  acoplado  a la guanilato 

ciclasa o no  funcional (Q) y representa el 90% de la  poblacidn 

de receptores y otro con peso molecular de 130 KDa  acoplado a 
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guanilato  ciclasa  particulada (RBI y representa el rninimo 

porcentaje de la poblaci6n del  6 al 10% (1, 34, 35, 70) (Figura 

5). 
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1 - 5 ItEcANISMOS DE ACCIOM. 

Se propone  que el peptido  natriuretic0  auricular  actúa 

sobre  c6lulas  blanco  a  traves de los  receptores  localizados  en  la 

superficie  membranal,  acoplados  a  guanilato  ciclasa  membranal,  no 

citos6lica, producihdose un  incremento  en  la acumulacih de 

GMPc ( 3 3 ) ,  que  actuaria aomo selgtmdo mensajero  (Figuras 5 y 6). 

En  preparaciones vjlvo e yitrQ las evidencias 

demuestran  que  los  efectos  del  peptido sqn mediados  por  GMPc, 

al  interaccipnar  el  p4ptido  con  los  receptores, se produce  un 

aumento en la  acumulaci6n de los  niveles de la guanilato  ciclasa 

y del  GMPc  en  tejidos y celulas,  asi  mismo se inhibe  la  actividad 

de la  adenilato  ciclasa Bnembrantal (13,22,26). El PNA ejerce  un 

incremento  en los niveles de GMPc  en  diversos  tejidos  como la 

aorta,  el  riñbn,  la  glandula  adrenal,  el  pulm6n,  el  higado,  los 

testiculos y el cerebro,  es  evidente que la afinidad por los 

diferentes  tejidos  varia de acuerdo  a la preparacibn y al  tiempo 

de  incubacibn,  posiblemente  debido  a  la  existencia de receptores 

esgiecificos  para el PNA con  diferente  afinidad (6, 27, 28, 3 4 ,  

35, 38, 79),  (Cuadro 1). 

Respecto al mecanismo  intracalular se propone  que el GMPc 

intracelular actlla como  un  segrmdo  mensajero,  lo  cual  conduce 

paralelamente  a un incremento  en  la  actividad  de  la  proteincinasa 

y pur  consiguiente de la  fos~forilaci6n  proteica  (Figura 6). 

En las cklulas  tubulares renahs en los  segmentos  distales, el 

mecanismo de bloqueo o inhibicilbn sobre el transporte  de sodio 
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PNA 

PNA 

RECEPTORES  ESPEClFlCOS  PARA EL PNA 
EN LA MEMIBRANA  CELULAR 

guanilato ciclasa GTP 

GMPc 

MENSAJERO 
\ / SEGUNDO 

guanilato ciclasa GTP 
GMPc 
SEGUNDO 
MENSAJERO 
INTRACELULAR 

INTERNALIZACION 

HIDROCASAS + \  
LISOSOMALES ¿ALMACENAMIENTO? 

4 
DEPURACION META80LICA 

FIGURA No.  S 
En  la  membrana c:elular  de  las células  blanco,  se 

encuentran  localizados dos clases  de  receptores 

específicos  para  el  PNA. 

1.- Receptores (RB), acoplados  a  una  guanilato 

ciclasa  membranal,  se  activan  los  mecanismos 

intracelulares c:on  la participacidn  del  GMPc 

como  segundo  menma  jero . 
2.- Receptores (RC), no  acoplados a guanilato 

ciclasa  membranal, acttian depurando  al  PNA 

inmediatamente clespu6s  de  internalizarlo. 
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C U A m c ,  m. 1. 

EFECTOS  DEL  PNA SOBRE LA ACUMULACION  DEL GMPc INTRACELULAR Y EL 

AUMENTO  EN LA ACTIVIDAD DE LA GUANILATO CICLASA  PARTICULADA  EN 

DIFERENTES  PREPARACIONES 

PREPARACION  PNA 
(nW 

CORTEZA  ADRENAL 
BOVINA 100 

FIBROBLAST0  DE 
PULMON HUMANO 100 

CELULAS  MDCK 100 

MUSCULO LISO 
AORTIC0 BOVINO 100 

EPITELIO “ARIO 
DE RATA 100 

TESTICULO DE RATA 100 

CELULAS  EPITELIA- 
LES  DE  RIRON 
BOVINO 100 

CELULAS  ENDOTE - 
LIALES  AORTICAS 
BOVINAS 100 

MEMBRANALES. 

AUMENTO 
GMPc 
VECES 

13 

35 

58 

60 

120 

260 

3 O 0  

475 

GUANILATO  CICLASA 
PARTICULADA 
No. VECES 

1.5 

3.1 

3.2 

2.5 

5.0  

7 . 0  

7.8 

8.0 

Tomado  de  Leitman,  D.C. ( 3 4 ) .  

Relaci6n de la  acumulaci6n de GMPc y guanilato  ciclasa 

particulada  por la presencia del PNA en preparaciones 

membranales. 
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MECANISMO DE PiCClON DEL PNA 

n 

PROTEINCINASA C 

FOSFORILACION  PROTEICA 

.€FECTO 
BIOLOGIC0 

O relajacion - bloqueo 

del músculo inhibicion del 
liso vascular transporte de Na' 

FIGURA N o  6 
El PNA  despues d e  formar  el  complejo  PNA-RB, 

activa  mecanismon  intracelulares  en  cadena 

por  medio  de  la  guanilato  ciclasa  membranal 

aumentando  los  niveles  de  GMPc,  que  actuarla 

como 20. mensajero  en  los  efectos  biol6gicos 

del  PNA,  sobre let de  mecanismos  especfficos 

del  transporte d e  sodio  localizados  en  la 

membrana  apical. 

1- 
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aún  no  est6  dilucidado. 

El PNA  inhibe  el  transporte  itmico  dependiente  del  consumo  de 

oxigeno  en  cdlulas  del  conduc:to  colector.  El  PNA y el  GMPc 

reducen  marcadamente  la  apertura  de  canales a cationes  no 

selectivos  en  celulas  del  conduc!to  colector  medular  interno ( 1 9 ,  

71). 

Este  efecto  inhibitorio  es  mediado a traves  de  receptores 

especificos  al  PNA  localizados en la  superficie  membranal y donde 

el  GMPc y la  guanilato  ciclasa  particulada  actllan como mediadores 

en  el  mecanismo  intracelular. 

1 6 RgwLcIONES ESTRUCTURA-ACI'IVIDAD. 

El  PNA  presenta  actividad  dependiendo  de  &u  estructura,  por  lo 

tanto  es  necesario,  que  el  PNA  conserve  integro su puente 

disulfuro, sus grupos  fenil ttidr6fobos  asf como sus grupos 

carboxilo y amino  terminales,  para  interactuar  eficientemente  con 

los  receptores (21). 

La  especificidad de las  relaciones  estructura  actividad  quedan 

claramente  demostradas  con  los  experimentos  llevados a cabo  por 

Bovy y col. y Kitajima y col. (6 ,  28) .  Ellos  determinan  que  el 

GMPc  media  la  acci6n  del  PNA a traves  de  la  guanilato  ciclasa 

particulada,  utilizando  an8logos  del  PNA  por  ejemplo  el 

[Cis (R) 7,23)a1fa - hPNA;  al  sustituir  el  radical (R) por 

-CH2NHCOCH3 , -CH2CONH2 , -CH3 , -CH2COOH o -CH2CH2NH2 , obtienen 
actividades de enlace  similares a las  del  PNA.  Sin  embargo  al 

sustituir  el  radical  por grupos fendlicos o sulfhidrilos  las 
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potencias  de  enlace se reducen a la  mitad. Mdg aizn,  al  suprimir 

el  aminohcido  cisteina  sus  actividades  de  enlace  se  reducen  al 

5%. Enrpleando  el  decap4ptido  (Ala-l06)-PNA  (105-114)  NH2,  un 

compuesto  estructuralmente  similar  al  PNA(103-126)  encuentran  que 

la  actividad  relativa  con  respecto a &te  liltimo es  de 0.013 para 

el  receptor (RB) acoplado a la  guanilato  ciclasa  particulada, y 

de O .  36 para  el  receptor (+) no  acoplado a la  guanilato  ciclasa 

particulada,  comparado  con 1 para  el  PNA(103-126)  tanto  para  el 

receptor RB como  para  el  receptor Q (Cuadro 2). 

Aunque  estdn  identificados  gran  cantidad  de  receptores  para  el 

PNA  ampliamente  distribuidos  en  ~nuchos  brganos,  adn  no  se  aclara 

si todas las acciones  inducidas  por  el  PNA  pueden  ser  explicadas 

mediante  un  solo  mecanismo  mediad[o  por GMPc, o bien  existen  otros 

mecanismos  involucrados  acoplados; al receptor. 

El inter&  particular  de  Qste  proyecto es tratar de definir  la 

participaci6n  del  PNA en la  natriuresis a nivel  del  tdbulo 

colector.  Para  ello  elegirnos un epitelio  renal  en  cultivo  que 

conservara  las  caracterfsticas  epiteliales  del  túbulo  colector  de 

los mamiferos, en el  cual se hubiese  caracterizado  con 

anterioridad  un  transporte de soldio similar  en  sus  mecanismos a 

los  del  tdbulo  distal. 

En  la  actualidad  existen modelos de lineas celulares  que 

conservan  ciertas  caracterfsticas in yitro,  semejantes a las 

encontradas  en los epitelios  celulares  renales  vivo,  como par 

ejemplo,  la  linea  celular  LLC-PKl  que  conserva  caracteristicas 
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CUADRO No. 2 

PEPTIDOS  SEMEJANTES  AL  PNA  CON  AFINIDAD POR LOS MISMOS 

RECEPTORES. 

PEPTIDOS 

PNA 

[CIS(R) ] ALFA-HPNA 

-CH2NHCOCH3 

-CH2CONH2 

-CH3 

-CHZCUOH 

-CH2CBZNH2 

[CIS(FENOL)7f23]ALFA-hPNA 

[CIS(SH)7,23]ALFA-hPNA 

[ (R)7,23]ALFA-hPNA 

(ALA-106)-PNA(lO5-114)NH~ 
(muy similar  al  PNA) 

Los peptidos  semejantes 

AFINIDAD  POR 

RB ( % )  

100 

- 
100 

100 

100 

100 

100 

50 

50 

5 

RECEPTORES 

Rc 

100 

- 
100 

100 

100 

100 

100 

50 

50 

5 

1.3 3.6 

al PNA, que  conservan sus 

radicales  funcionales,  presentan  similar  afinidad  por 

los receptores  para  el  PNA.  Cuando  el  radical (R) , es 

sustituido por el grupo  fen6lico o por  el grupo 

sulfhidrilo, su afinidad se reduce a la  mitad,  mas atin 

cuando se suprime el aminozlcido  cisteina, su afinidad 

se reduce  al 5%. El últimw peptido de este  cuadro,  es 

una  molbcula muy parecida a1 PNA,  sin  embargo la falta 

de  algunos  grupos  activos,  reduce su afinidad al 1.3%. 
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epiteliales  del  túbulo  proximal.  de  la  nefrona;  la  linea  celular 

MDCK  que  conserva  caracteristicas  del  epitelio  de  la  porcidn 

distal  de  la  nefrona  (túbulo  co:ntorneado  distal,  tubulo  colector, 

cortical y medular).  En  este  trabajo  elegimos la linea  celular 

MDCK como un  modelo h vitrtz sobre  el  que  determinamos la 
participacidn  del PNA sobre  la  incorporaci6n  de sodio (JAB 22Na), 

en las  monocapas  de  celulas  MDC:K. 

l. 7 .  LAS CELULAS MDCK COMO MODELO PARA EL ESTUDIO DE 

FENOHENOS DE TRAWSPOR'FE. 

La  linea  celular MDCK estab.lecida  por S .H. Madin y N. B. 

Darby  en 1958 ( 4 0 1 ,  derivada a partir  de  celulas  epiteliales  del 

túbulo  colector  del rifiibn de una  perra  Cocker  Spaniel 

aparentemente  sana, según consta  en  los  registros  de  la  ATCC ( 4 1 )  

(MDCK NBL-2). Es caracterizada y determinado su cariotipo  en  el 

pasaje  50avo  por  Gaush y Col.  en 1 9 6 6   ( 1 8 ) .  Ellos  determinan 

en estas  chlulas  la  presencia de 79 cromosomas  incluyendo  un 

gran  cromosoma  metacentrico y c~comosomas  subtelochtricos en gran 

cantidad ( 1 8 ) .  Por  investigaciones de las  características 

funcionales y diferenciales  de  las  ccSlulas MDCK, demuestran  el 

desarrollo  de  tumores  con  actividad  oncogenica  al  inyectarse  en 

embriones  de  pollo ( 3 1 ,   3 2 ) .  

Las  celulas MDCK como  sucede  con  otras  líneas  celulares  tienden a 

organizarse  cuando se encuentran  sobre una superficie  plana, 

forman  monocapas  confluentes  pocos  dias  despues  de  la  resiembra. 

Si la  monocapa es resembrada is baja  densidad (<1X106 cel/ml), 
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entonces  su  desarrollo y organizacidn  es  m6s  lento,  alcanzan 

confluencia  despues  de  una  semana  de  resembradas. 

Su forma de organizacidn es similar a la  de  los  epitelios 

naturales y otros  epitelios en1 cultivo,  presentando  asimetrias 

morfol6gicas y funcionales  lo  cual  conduce a la  formaci6n  de un 

epitelio  polarizado (12, 4 5 ,  5 7 ,  5 8 ) ,  es  decir,  cuando  las 

cklulas  crecen  sobre  un  soporte  tienden a orientarse.  La  cara 

apical  en  contacto  con  el  medio  que  las  baña,  sobre  esta  cara 

presentan  microvellocidades ( 5 5 ,  ll), mientras  en  la  cara 

basolateral  orientada  hacia  el soporte presenta  una  superficie 

interdigitada (69) .  

Cuando  la  monocapa  de  CBlulas MlXK se encuentra  sobre  un  soporte 

impermeable  por  ejemplo  vidrio o plastico,  las  celulas  expresan 

una  formaci6n  muy  caracteristica;  si  las  observamos a )travBs de 

un  microsc6pio  invertido  podremos  apreciar  la  presencia de 

algunas  zonas  refringentes  fuera de  foco,  estas fowaciones son 

partes  de  la  monocapa  que  tienden a separarse  del  soporte  sin 

romper  la  monocapa y se denominan  ampollas. domos o "blisters" 

(11, 50, 6 0 )  (Figura No. 7 ) .  Estas  formaciones  aparecen y 

desaparecen  sobre  la  monocapa,  se  les  ha  Comparado  con  las 

burbujas  formadas  en la superficie  de  un  caldero de avena 

hirviendo.  Evidentemente  la  presencia de estos  domos  nos 

demuestra  la  funcionalidad dlel epitelio  en  cuanto a sus 

mecanismos  de  transporte  de  agua y solutos, es decir,  en  ellas 

se  est6  realizando  un  transporte  unidireccional  de  liquido y de 

solutos de la  cara  apical,  -Rada por el  medio  hacia  la  cara 
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MONOCAPAS DE CELIJLAS MDCK SOBRE 

SOPORTES IMPERMEABLES 

M = monocapa  de  celulas M D C K .  

S = soporte  del  cultivo. 

D = domos. 

FIGURA No. 7 
Formación  de  domos  en  las  celulas M D C K .  El  efecto 

del  flujo  unidireccional  de  solutos y agua  ejerce 

una  presidn  hidrost6tica  entre  el  soporte y la mo 

nocapa. A l  separarse  la  monocapa  del  soporte for- 
ma  los  domos. 

- 
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basolateral  adherida  al  soporte y al  generarse  un  incremento 

en  la  presidn  hidrostatica  entre  monocapa y soporte,  se 

desprende  la  monocapa  del  soporte  generandose  un  domo (52).  Aún 

cuando  unas  c6lulas  se  desprenden  del  soporte  para  formar  domos y 

otras  no,  todas  son  funcionales (51). 

Las monocapas  de  celulas MDCK sembradas  sobre  soportes  permeables 

no  forman  domos  porque  la  presicin  hidrostdtica  entre  el  soporte 

y la  monocapa  es  inexistente, atín cuando  existan  fuertes  uniones 

estrechas  intercelulares  caracterizadas  por  la  formacidn de 

bandas  la  monocapa  permanece  adherida  al  soporte ( 4 7 ,  51). La 

formaci6n  de  domos  es  inhibida  por  la  presencia  de  ouabaina. La 

ouabaina,  es  un  fdrmaco  que  inhibe  las  bombas  de Na+- K+/ATPasa,  

como  consecuencia se inhibe  el  flujo  unidireccional  de  sodio y 

potasio,  al  mismo  tiempo  que  inhibe  el  transporte  pasivo  del  agua 

acoplado  al  primero ( 5 0 ) .  

Las  celulas MDCK presentan  mecanismos de transporte de agua y 

solutos  sensibles a hormona  antidiur&tica,  prostaglandinas y 

corticosteroides ( 4 3 ) .  

Las  monocapas de celulas MDCK presentan  algunas  caracteristicas 

similares a las  del  epitelio de la  porcidn  distal  (túbulo 

colector) de la  nefrona in vivo.  Entre  ellas  podemos  mencionar 

las  siguientes: 
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Las  C6lulas MDCK para  formar  monocapas es necesario  que se 

organicen. 

1) Tienden a organizarse  por  :su  capacidad de formar  uniones 

estrechas,  por  ejemplo  sensibles a Caf+ lo cual  les  transfiere 

una  resistencia  transepitelial  adta (11, 51). 

2) Las cdlulas HDCK son func:ionalmente asimbtricas,  tienen 

localizadas las bombas  Na+-K+/A,TPasa  preferencialmente  en  la 

cara  basolateral (2, 5 ,  50, 5 7 ) .  

3) Estas  celulas  tambibn  tienen  localizado  el  cotransportador 

Na+-K+  2C1  en  la  cara  apical  inhibible  por  furosemida ( 4 6 ) .  

4 )  En esta  linea  celular se encuentra  caracterizado  el 

intercambiador  Na+/Ca++ ( 6 4 ) .  

5) Presentan  mecanismos  de  transspote de agua y solutos  sensibles 

a la hormona  antidiuretica, a las  prostaglandinas y a los 

corticosteroides ( 4 2 ,  4 3 ,  57 ,  6 2 ) .  

6)  La  presencia  de  antigenos  de  superficie  basolaterales  son 

caracteristicos  del  talbulo  colector,  .asociados a fendmenos  de 

transporte (19,47).  

7) Las MDCK exhiben  un  flujo  unidireccional  neto de agua y 

solutos  de  la  membrana  apical  hacia  la  basolateral ( 6 0 ) ,  este 

fenheno no ocurre  en  filtros  sin  cdlulae o en  filtros  con 

fibroblastos ( 4 6 ) .  

8 )  Las c6lulas MDCK expresan un aumento  en  la  formacidn  de  domos 

por la  presencia  de  factores de diferenciacidn  celular  aplicados 

en  la  cara  apical ( 3 7 ) .  
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9) Son  selectivas  al  paso  de  cationes (56). Se  localizan  en 

estas  cblulas  canales  de  sodio ( 6 3 ) ,  y un  sistema  intercambiador 

Na+/H+  sensible  a  amilorida (9, 55, 60). 

10) Expresan  una  respuesta  diferencial  ante la presencia de 

hormonas (63, 72). 

11) Las  monocapas  de  cdlulas MDCK responden  a HAD y PEZ respecto 

al  flujo  neto  de  agua  al  aplicarlas  en  la  cara  basolateral (43). 

12) Los estudios por microscopía  determinan la presencia de 

microvellocidades  en la cara  apical (11). 

13) Las  cdlulas MDCK proveen  un  sistema  modelo para estudiar 

reabsorci6n de sales  y  agua, y SU regulacidn  en  el riiibn (69). 

14) La polaridad  funcional y morfoldgica  de  estos  epitelios 

les  permite  expresar  sus  propiedades  diferenciadas  que  las 

asemejan  a  los  epitelios vivq! (11, 47). 

Las  cdlulas MDCK conservan  caracteristicas  similares a las 

celulas  del  epitelio  del  túbulo  distal,  sin  embargo  no  son  del 

todo  iguales al epitelio  del  túbulo  distal  de la nefrona, 

presentan  algunas  caracteristicas  diferentes a los  epitelios 

renales in  vivo: 

1) Con este tipo de epitelios se desarrollan  mutantes  que  al 

crecer  en  monocapas  desarrollan  una  nueva  caracteristica y la 

capacidad de transmitirla  hereditariamente (63). 

2) Estas  cblulas  desarrollan  caracteristicas oncoghicas cuando 

se inyectan  en  embri6n  de  pollo (32). 
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2. IIIpcypEsIS GENERAL DE TRABAJO, 

El PNA  ejerce  efectos fisiol.dgicos  al unirse a  un receptor 

especifico y bloquea  alguno  de los mecanismos  de  transporte de 

sodio  a  nivel  del  túbulo distal- de la  nefrona,  este  efecto  puede 

ser  cuantificado  en un epitelio  modelo  en el  cual los  receptores 

al  PNA  para  el  transporte  de  sodio  han  sido  caracterizados. 

Determinar  los  efectos  del  pdptido  natriur6tico  auricular  (PNA) 

sobre  los  flujos  de  sodio ( 2,2Na) en  una  monocapa  de  celulas 

epiteliales  renales  en  cultivo  (cdlulas MDCK), lo cual  permitir& 

dilucidar el mecanismo y lek participacidn  del  PNA en la 

natriuresis que se observa por accidn  del  p6ptido  a  nivel  renal. 

Para  cumplir  con  este  objetivo  general,  ser6  necesario  cubrir  los 

objetivos  específicos  siguientes: 

4 .  oBJlEcprvo1s ESPECIFICOS. 

OBJETIVO No. 1.  

Montaje de t k n i c a s  de c u l t i v o  de m l u l a s  HDCK.0 con el objeto 

de obtener  una  monocapa  de  cdlulas, como un epitelio  modelo 

vitro  similar en caracterlsticas y funciones al ttlbulo distal  del 

epitelio  renal.  El  modelo  con tBstas caracteristicas  es la lfnea 

celular MDCK. 

En  el laboratorio  del  Departamento de Nefrologia  del  Instituto 

Nacional de Cardiologia  181gnacio  Chavez", se mdstrb  gran  interds 
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en  montar e implementar  tdcnieas  de  cultivo  de  celulas  renales 

como  modelos  experimentales.  El  montaje  de  la  tbcnica  de  cdlulas 

MDCK represent6  una  colaboracidn  importante  como  parte  del 

Trabajo  Experihental  realizada  durante  el  desarrollo  de  esta 

Tesis. 

Es  de  gran  inter&  estudiar  los:  efectos  producidos  por  el  PNA  en 
# 

la  nefrona  distal: 

A) El  PNA  ejerce  un  efecto  natriuretico,  al  actuar  directamente 

inhibiendo  probablemente  la  inc~orporacibn  de  Na+  apical  traves  de 

un  mecanismo  de  transporte  de  sodio  especifico,  localizado  en  la 

membrana  apical de la  porci.6n  distal de la  nefrona. Los 

beneficios  de  este  efecto  podrian  ser  empleados  directamente  en 

pacientes  expandidos  por  causas  patoldgicas  debidas a mecanismos 

de  retenci6n  de  sodio. 

B) En  diversas  enfermedades COIUO la  hipertensidn y enfermedades 

urbmicas,  caracterizadas  por  un  exceso  en  la  reabsorcidn  de  Na+ a 

travds de la  nefrona,  lo  cual  trae como consecuencia  un  aumento 

en  los  niveles  de  Na+  circulante,  con  un  aumento  en  la  presidn 

arterial.  Es  importante  eliminar  el  exceso de sodio, para 

restablecer  las  niveles  de  sodio  &rico.  Tal  prop6sito  es  posible 

mediante  la  administracidn  de  nlg15n  fdrmaco  natriurbtico.  Dadas 

las  caracteristicas  del  PNA,  podria  llegar a emplearse  como  un 

diurbtico-natriur8tico  administrado a dosis  farmacolbgicas. 



OBJETIVO No. 2 ~269611  
Determinar  la  presencia dle receptores  para  el  PNA en las 

monocapas de las  celulas MDCK. 

La  presencia de captaicidn especifica  para  el 12'I-PNA indica la 

presencia de una  mol6cula  especifica sobre la superficie  celular 

con  actividad para  interactaar  uniendose al 1251-PNAt para 

cuantificarlo es necesario  determinar  las  cineticas  de  unidn de 

este  ligando  radiactivo. 

OBJETIVO No. 3 

Determinar la incorporacidn  'apical de 22Na en l a s  monocapas de 

cdlulas  MDCK y deteminar su cinBtica  en  ausencia y en  presencia 

de ouabaina. 

Esta determinacidn nos permitir6  determinar la  participacidn de 

las  bombas de Na+-K+/ATPasa y el tiempo en la incorporacidn de 

sodio a las  monocapas. 

OBJETIVO No. 4 

Determinar  la  incorporacibn  apical de sodio en las  monocapas 

de celulas MDCK en presencia del! PNA. 

La determinacidn de la ihcorporaci6n de sodio en las monocapas 

indica  el flujo neto (Jin) y brindara  una  idea  clara de la 

compsrtamentalizacidn  del mdecanismo de transporte de sodio en 

este epitelio. 
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OBJETIVO No. 5 

Determinar  si  la  inhibicidn  del PNA sobre  la  incorporaci6n 

apical de 22Na es  un  fendmeno  delpendiente de la  dosis. 

De  esta  manera  sera  evaluada  la  interaccidn  PNA-receptor y si  el 

transporte de  sodio es modificado  por  la  concentracidn  del  PNA. 

La  interacci6n  fdrmaco  receptor  ser6  evaluada a partir  de  curvas 

dosis-efecto. 

OBJETIVO No. 6 

Caracterizar  las  interaccionss  farmacoldgicas  entre  el  PNA,  la 

amilorida y la  furosemida  sobre  la  inhibicidn  de  la  incorporaci6n 

apical de  sodio,  en  las  celulas MDCK en  cultivo. 

Mediante  manipulacidn  farmacol6gica se determinara  el  mecanismo 

de  transporte  de  sodio  modificado por el PNA. 
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mK) NO-3 

COZIPOSICICW DEL Dnan. 

(MEDIO  ESENCIAL  MINIM0  MODIFICADO POR DULsECCO) 

1. CaC12.2H20 
2. Fe(N03 ) 3  . 9H20 
3 .  KC1 

SALES INORGANICAS: 4. MgSO,  (anhidro) 
5. NaCl 
6. NaHC03 

8. Rojo de fenol 
OTROS COMPONENTES: 7.  D-glucosa 

AMINOACIDOS: 

VITAMINAS : 

9. 
10. 
11. 
12. 
13 . 
14.  
15 .  
16 . 
17 . 
18.  
19 .  
20 . 

L-arginina . HC1 
L-cistina . 2HC1 
L-glutamha 
glicina 
L-histid.ina  HC1 . H20 
L-isoleucina 
I,-leucina 
L-lisina  .HC1 
L-metionina 
L-fenilalanina 
L-serina 
L-treonina 

21. L-triptbfano 
22. L-tirosina (sal dis6dica) 
23. L-valina 

24. 
25. 
26 m 
27. 
2 8 .  
29. 

31. 
30 

D-dcido  pantot6nico  (calcio) 
cloruro de  colina 
dcido %blico 
mio-inositol 
nicotinamida 
piridoxal . HC1 
Tiamina  HC1 
riboflavina 

mg/lt. 

265.00 
0.10 

400.00 
97.67 

6400.00 
3700.00 

4500 . O 0  
15.90 

84.00 
62.60 

584.00 
30.00 
42 . O 0  

105.00 
165.00 
146 .O0 

30 .O0 
66.00 
42.00 
95.00 
16.00 

103.79 
94.00 

4.00 
4.00 
4.00 
7.20 
4.00 
4.00 
4.00 
0.40 

pH = 7 . 4  

osmolaridad := 300 mom. 
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&)HFOSICIo# DEL PBS 

(SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS) 

Sales  inorgdnicas  gramos/litro 

CaCl 

KC1 

F P 0 4  

MgC12  (anhidro) 

NaCl 

Na2HP04 

pH = 7.4  

p.10 

0.20 

0.20 

O.  047 

8.00 

1 .15  

NOTA.- en  algunos  experimentos se puede  usar 

PBS sin CaC1. 



5.1. EXPERIHE?4!l?AL. 

Con  el  propdsito de obtener  una  monocapa de celulas que  sirva 

como  un  epitelio  modelo  para el estudio  de  fendmenos  de 

transporte  de  iones (por e jtamplo: Ha+, Cl-, Ca+', etc. ) y 

acciones  hormonales.  Se  implementa  la  tbcnica  de  cultivos 

celulares. 

Ademas, es necesario desarrollar ciertas habilidades tecnicas en 

el manejo  de cultivos celularles. 

El montaje de Bsta ticnica comprende algunas etapas del procesa 

de cultivos celulares en terminos generales como por ejemplo: 

1) Manejo rutinario de los cultivos. 

2) El proceso  de  almacemamiento  de  c6lulas a  bajas 

temperaturas. 

3) El ensayar diferentes superficies o sustratos de cultivos 

para el crecimiento celullar  en  monocapa. 

5.1.1. CULTIVO DE CELULAS IIIIXX. 

Se seleccionan cBlulas de pasaje ' bajo (entre  6Oavo y 70avo) 

almacenadas con  anterioridad  en tubos NUNC (Nunc Inter Med 1.8ml) 

a -190°C, temperatura  del nitrtigeno liquido a una  concentracidn 

de 5X106 celimal de medio de cult.ivo. 

A) TBCNICA DE  DESCO!UGELACIOHI. 

Se  extraen  las  cilulas aongelladas del  nitr6geno  liquido  de 

acuerdo con las caracteristicas deseadas (No. de  pasaje,  fecha de 

congelacibn, densidad celular) especificadas  en la etiqueta de 
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congelacidn.  Se  coloca  el  tubo de congelacidn  (Nunc  Inter  Med 

1.8ml)  en  posicidn  vertical  en  el  baño de agitacidn a una 

temperatura de 37OC hasta  que  el  contenido  alcance esa 

temperatura. Se centrifuga  de 5 a 8 minutos a 1000 rpm.  En 

condiciones de esterilidad,  decantar  por  vaciamiento  rapid0  el 

liquido  sobrenadante,  cuidando  conservar  la  pastilla  de  células 

en  el  fondo  del  tubo; se resuspenden  las  celulas  con  pipeta 

estbril  con 5 a 10 m1  de  medio  minimo  esencial  modificado  por 

Dulbecco,  adicionado de suero  fetal  bovino  al 10% (DMEMc)(42). 

Resuspendidas  las  cblulas se pasam a un  frasco  de  cultivo  (Falcon 

3 0 2 4 ,  250 m1  de  capacidad y 7 5  cm2 de  superficie  cultivable) y 

se les  agrega de 10 a 15 m1 de medio DMEMc, el cual  se  cambia 24 

horas  despubs.  Cuando  no se di,spane de cblulas  congeladas  se 

puede  adquirir  comercialmente,  directamente  de  la  American  Type 

Culture  Collection o bien de a.lmn comercio  nacional,  ya  sea 

congeladas o en  cultivo. 

B) PRODUCCION Trp. CELULAS. 

Las  cblulas MDCK se hacen  crecer  en  una  incubadora (Shel-Lab 

VWR Scientific)  con  temperatura tie 36.5OC atmdsfera  de  aire mas 

5% de COZ,  humedad  constante,  en  frascos  de  cultivo  de  250 ml. de 

capacidad y 76 cm2  de  superficie  cultivable  (Falcon 3024, Div. 

Becton  Dickerson  and C, Orland),  conteniendo  entre 10 y 15 m1  de 

DMEM  (Medio  Eagle  Dulbecco, IN VITRO) cuya  composici6n se señala 

en  el  cuadro 3; complementando  con 10% de  suero  de  ternera 
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neonato (IN VITRO S-02), penicilina  (lOOU/ml) y estreptomicina 

(100pgr/ml)  Lakeside; hepes (25n1M) . Este  medio  se  denomina DMW 

completo a un pH de 7 . 4  (DHEHC). 

Una vez que las c6lulas  alcanzrin  un 60 a 70% de  confluencia,  en 

una  campana de flujo laminar  vertical  (Bio-Quest  Biological 

Gabinet) se les  retira  el  medio  por  aspiracibn; se lavan dos 

veces con solucidn  amortiguadora  de  fosfatos (PBS) cuya 

composici6n se  señala  en  el  cuadro 4 equilibrada a 37OC; se 

les  añade 10 m1  de  tripsina-vlerseno (0.05%-0.05% en  solucidn 

salina  de  fosfatos  sin Ca+20 sin Mg'2 (EN-005, IN VITRO) y se 

incuban  durante 10 minutos a 37OC, golpedndose a intervalos 

regulares para  promover  el  desprendimiento  celular. Una vez 

desprendidas  las  c4lulas se añadan 10 m1 de  DMEMc y el  total  de 

la  soluci6n se vierte  en  un  tubo  cdnico  (Corningm  50m1, tubo 

para  centrifuga  eon  tap6n  de  rosca)  para  centrifugar  durante 5 

minutos a 1500 rpm; se retira  el  sobrenadante  cuidando  conservar 

la  pastilla  en  el  fondo  del  tubo y se utiliza se@n se  requiera. 

5.1.1.1. LIONOCAPAS DE CELUIAS I)cK SOBRE 

lDIpIbRwEABLgs (CAJAS PETRI). 

Cuando  las  cdlulas  crecen  en luna confluencia  cercana al 80% 

aproximadamente, se colocan  en  presencia  de  tripsina  durante I O  

minutos,  centrifugar,  retirar el sobrenadante y resuspender en 10 

m1 de DMEM completo con una  pipeta  esteril de 18 ml. De la 

suspensidn  obtenida  tomar  una  gota y llevarla a una  cdmara de 
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Neubauer  cuenta  gldbulos y calcular y ajustar  la  densidad a 

2X106  cel/ml;  esta  suspensidn se distribuye  en  cajas  Petri  de 

35x10 mm  (Nunclon/Delta) , aproximadamente 1 ml/ca  ja.  El  volúmen 

se lleva a 2 m1  afiadiendo 1 i r a l  de DMEM fresco  sin  celulas. 

Esta  preparacidn  de la monocapa  nos  permite  obtbner  una  monocapa 

confluente,  con  la  adhesi6n  de  la  poblacidn  celular  añadida 

a la  caja  Petri  al  tiempo  cero,  con  ello se evita el crecimiento 

celular  subsecuente. A las  dos  horas  de  sembradas se cambia  el 

medio  por  DMEMc  fresco  para  mantener  los  cultivos  el  menor  tiempo 

posible  en  contacto con la  tripsina.  Cada  tercer  dia se  cambia 

DMEMc  por  DMEMc  fresco  para  proporcionar a los  cultivos  las 

condiciones  nutritivas  dptimas plara su desarrollo,  mantener  un 

pH  constante. Así se erpplean  para  los  experimentos de captaci6n. 

Para  los  experimentos  de  captiscibn se emplean  monocapas a 

partir  de  los 7 dias  hasta 14 dias  despues  de  sembradas,  por  lo 

que se denominan  monocapas  de 7 dias, 8 ,  10 ,  . . . Ó 14 días  de 

edad. 

Los m6todos  aqui  descritos  facilitan  el  control  microsc6pico 

del  crecimiento  de  la  monocapa; se cQnsidera  que  en  promedio a 

los 90 minutos  de  sembradas,  la  mayor  parhe de las  c6lulas  se 

adhieren a la  superficie  del  soporte, y que  sembradas a alta 

densidad (2x10' ctSlulas/ml) SE! forma ]la monocapa  casi  sin 

necesidad de  crecimiento y reproducci6n  celular. 
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5.1.1.2. HONOCAPAS DE CkLULAS llDcK SOBRE SOPORTES 

PRRMEABLES. 

Las monocapas se siembran so'bre filtros de membrana  biopore 

(PICM-01250) insertados en soportes de poliestireno  Millicell-CM 

Hillipore.  Estos  soportes  nos  proporcionan  una  superficie 

cultivable de 0.6 cm2, permeablle translúcida, permitiendo  llevar 

a cabo el control  microscdpico  de  las  monocapas. 

Este tipo  de soporte es  muy  útil  para  determinaciones finas del 

flujo  unidireccional  de so luto,^ y agua (S,) a traves de  las 

cblulas, su disposicidn  permite  probar  diferentes  farmacos 

aplicados de manera  selectiva ya1 sea  en  el  compartimento  apical o 

en  el  basolateral,  lo  cual no sucede con un soporte impermeable. 

Se pueden  probar  los  efectos de dos fdrmacos de accidn  localizada 

o bien aplicarlos simultAneamente, para cubrir los  objetivos 

planteados. Algunos autores empltean  un modelo similar de soporte 

( 4 7 ) ,  con una  membrana permeab1.e no transldcida, este tipo de 

soporte no  permite  el  control rnicrosc6pico del  epitelio, siendo 

un  inconveniente,  prefiriendose  las  membranas de nylon  montadas 

en cdmaras de Ussing. Las membranas  Hillicell-CM PIC" 012 50, 

proveen grandes ventajas sobre e1 anterior: lo. Las membranas  son 

translacidas. 20. Permiten el control  microsc6pico  del  desarrullo 

de las  monocapas. 30. El desarrollo de las  monocapas  de cglulas 

MDCK es  uniforme,  con  los lbo~des perifericos  integros a 

difexencia  del montaje en la  camaara de  Ussing  en  que  puede 

alterarse la integridad de la  mclnocapa en la  periferia.  El empleo 

39  



de  estos  soportes se difunde  con  gran  rapidez  ultimamente. 

Preparacidn de los  soportes: 

Los filtros  se  cubren  con  una  rsolucidn  de  coldgeno-etanol  (60%) 

en  proporcidn 1:4 (una  parte  de  colageno y tres  partes  de  etanol) 

colocados  cuidadosamente  dentro  de  una  caja  Petri. La superficie 

del  filtro  queda  completamente  cubierta  con  una  capa homoghea 

de colageno.  Se  dejan  secar  bajo  campana  de  flujo  laminar 

durante 3 horas,  el  secado  es  lento  pero  recomendable  (Figura 

8 )  

Posteriormente se  cubren  los  filtros  con  etanol  al (60%) esteril 

de  jando  secar  durante  la  noche y bajo  luz  ultravioleta. 

Al dia  siguiente se cubren ~ D S  anillos con DMEMc, se mide 

resistencia  transepitelial (se  fotografian  en  algunas  ocasiones 

como  control). 

Pasaje  celular  sobre  los  soportes,  permeables: 

Para  hacer el pasaje  celular se emplean  cklulas MDCK de  pasaje 

60avo al 90avo. Los filtros  Millicell-CM  Millipore nos 

permiten  tener dos compartimentos  completamente  independientes 

como se presenta  en  la  figura 8 , ,  sobre  ellos se resiembran las 

c6lulas a una  densidad  de 1x10'' celulas /rnl/cm2 . Sembradas a 
esta  densidad  las  monocapas se encuentran  confluentes a las 24 o 

48 horas  de  sembradas. 

En  el  momento  que  la  monocapa  esta  totalmente  confluente, 

quedan  dispuestos  tres  compartimentos  perfectamente  delimitados e 

independientes: 

a)  compartimento  apical  (dentro  del  soporte), 
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1 2 6 9 4 1  
MONOCAPAS  DE CELULAS W D C X  SOBRE  SOPORTES PERHEABLES 

Y TRANSLUCIDOS (WILLICELL--CM, PICW 012 50). 

CELULAS 

b- 
CAPA  DE  COLAGENO 

1 
FILTRO 

FIGURA NO.  8 
Las  monocapas de cQlulas MDCK sobre  este  tipo de soportes,  proveen  tres 

compartimentos  perfectamente  delimitados: A) Apical, B) Basolateral y 

C) Intreicehlar.  Permitiéndo  la  cuantificaci6n  del  flujo  unidireccional 

(JAB) de solutos y agua, asi como su modificaci6n  en  presencia de homo 

nas o flrmacos  aplicados  selectivamente  en  el  compartimento  apical o en 
el  basolateral. 
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b)  compartimento  basolateral  (fuera  del  soporte) y 

c) compartimento  intracelular. 

En  estas  preparaciones  cuantificamos  el  flujo  de  sustancias  de  un 

compartimento a otro. 

Los soportes  se  disponen  en  multiplacas  de 24 pozos  (Costar, 

16mm de didmetro.  Mark IS 3 4 2 4 ,  o Nunclon  Delta 24 pozos, 143982 

1/75 Intermed).  Previamente se humedecen  con 300 microlitros  de 

DMEMc por su cara  basolateral y 50 microlitros  en su cara  apical. 

Los filtros se resiembran a confluencia,  con  una  densidad  celular 

de 1 X 1 0 6  c81ulas/ml/cm2. Posteriormente se determina  la 

resistencia  transepitelial y se incuban a 3 7 O C ,  en  una 

atmdsfera de C02 al 51,  fl.ujo de aire  continuo y humedad 

constante.  Para  mantener  los  cultivos  en  condiciones  dptimas, se 

cambia el DMEMc  cada  tercer clia bajo  campana de flujo  laminar, 

retirando  el  medio  cuidadosamente  con  pipetas  Pasteur a manera  de 

no  levantar  la  monocapa, as1 se permite  un  desarrollo  uniforme 

a la monocapa. 

Es necesario,  llevar  el control del  desarrollo de la  monocapa: 

a)  Por  control  microsc6pico.- Los soportes  elegidos  para 

las  monocapa de cblulas MDCK, nos  proporcionan un soporte 

permeable y translúcido por lo  que  podemos  observar  la  monocapa a 

traves  del  microsc6pio  invert.ido,  de  esta  forma  aseguramos  el 

control  de  calidad  de  los  cultivos. 

b) Por  determinacidn de la  resistencia  transepitelial" Es 

muy  útil  para  determinar  en  que  momento  la  monocapa  alcanza 
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confluencia, al obtener una resistencia  transepitelial  alta se 

emplean  para  los  esperimentas. Para seguir  este control es 

necesario estar  capacitado, y desarrollar  ciertas  habilidades 

tecnicas en  el manejo de cultivos  celulares. 

5 -2 .  RESISTERCIA l”RANSEP1TELIAL. 

Con el  objeto  de  estimar la integridad  de  las  monocapas  de 

cQlulas  epiteliales MDCK se  cuantifica la resistencia 

transepitelial.  Estas cblulas al encontrarse  en  monoaapas se 

reorganizan  formando uniones est.rechas sensibles a calcio que les 

confiere resistencia transepitelial alta.  En este  trabajo se 

procede a determinar la resistencia  transepitelial  con un 

resist6metro Millipore  Millicell-ERS (intervalo de 2000 ohms). 

Este  sistema  permite  realizar  mediciones  puntuales  de 

resistencia  elhctrica y abrir un circuito de voltaje  de  una 

monocapa  de  c6lulas  epiteliales  cultivadas  en  soportes 

permeables.  Esto se consigue con un  par de  electrodos de 

plata/cloruro de plata (Ag/AgC1) ,con  el  alambre de plata se pasa 

una corriente a travQs de la  mon.6capa y se mide el cambio  en  el 

voltaje a  traves de la ~~~onocapa, procediendo de la siguiente 

manera : 

A )  Bajo condiciones da esterilidad,  esterilizar  los 

electrodos sumergiendolos en ettnnol al 70% estc5ri1, durante 15 

minutos. 

B) Pasar los electrodos a PBS durante 15 minutos. 

C) Sumergirlos en WEMc durante 30 minutos, para estabilizar 



los  electrodos, 

D) Ajustar a cero antes de iniciar las lecturas. 

E) Al inicio y al final, ,medir  resistencia  transepitelial 

en dos  blancos  (filtros sin ehlulas) . El promedio  de  estas 
lecturas (Rblanco)  se sustrae al la resistencia  de  cada  monocapa 

(Rm), para  obtener la resistencia en ohms  (Rn) , en las 

preparaciones con cklulas. 

F) Medir  resistencia  transepitelial en todas las  monocapas. 

G) Calcular la diferencia  entre la lectura  promedio  de  los 

blancos y cada una de las  lecturas de las monocapas. 

% = %d - R,blanco 
La resistencia transepitelial  depénde  del  &rea  cubierta  por la 

monocapa, Para corregir con el  &rea  cubierta se calcula: 

H) El producto de la resistencia  por el  drea de  las 

monocapas, que proleen  una superficie de membrana  efectiva  igual 

a (O. 6cm2) , ~1 producto es igual. a la resistencia  transepitelial 

en ohms cm2. Se calcula como: 

R = R, ohms . 0.6cm2 = ohms . cm2 
Los anillos sin celulas presentan  una  resistencia  transepitelial 

promedio  de 190 OMS . cm2 . Lars monocapas  de odlulas presentan 
una resistencia transepitelial al tiempo cero entre 2 y 14 

ohms , cm2 y va aumentando en relaci6n directa a la edad  del 

cultivo (Figura 9, cuadro 5). 

La resistencia transepitelial de las  monocapas de c4lulas MDCK 

result6 ser de tal manera  que  aumenta  en  relacidn  directa con la 
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DESARROLLO  DE  LA 
MONOCAPAS DE 

RESISTEPJCIA  TRANSEPITELIAL EN 
CELULA!; MDCK PASAJE 88.  

I80 - 
160 

cu - 140- 

v) 120 

E 
o - 
z 

EDAD DEL CULTIVO 
FIGURA N o .  9 
La  resistencia  transepitelial  de  las  monocapas 

MDCK refleja  la  formación  de  uniones  estrechas 

fuertes  intercelulares,  lo  cual  permite  la  fof 

maci6n  de  una  monocapa  integra. 

Una  resistencia  transepitelial  mayor a 8 0 n - c m  2 

se  presenta  en  una  monocapa  integra,  totalmen- 

te  confluente. 
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CUADRO No. 5 

DESARROLLO  DE  LA  RESISTENCIA  TRANSEPITELIAL 

EN MONOCAPAS  DE  CELULAS MDCK. 

EDAD  RESISTENCIA  TRANSEPITELIAL 

DIAS  HORAS  (OHMS . cm  2 ) 

O 2 

1 24 

2 48 

3 72 

4 96 

7 168 

14  336 

13 - 1 + 

14 - 1 + 

12 - 1 + 

22 - 2 + 

24 - 3 + 

90 - 13 + 

175 - 13 + 
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edad de los cultivos, permanece en una fase estacionaria de las 

cero a las 48 horas  con una resistencia  transepitelial  de 

13 ohms . cm2.  De las 72 a las 915 horas aumenta  ligeramente hasta 

24 ohms . cm2, sigue aumentando  gradualmente, a las 168 horas 

las  monocapas  exhiben una resistencia  transepitelial  dptima  de 

90 ohms . cm2,  Finalmente  las  monocapas de 336 horas  exhiben una 
resistencia  mdxima  de  175 ohms . cm2 tendiendo a estabilizarse. 
Las monocapas de cglulas HDCK en  estas  condiciones,  est8n  en 

condiciones 6ptimae para los experimentos,  entre 168 y 336 horas 

de  edad,  Durante  este  periodo se realizan los experimentos. 

5.3. n1CROFOTOGRAlP1AS I 

Con el objeto  de  seguir  un  control  del  desarrollo  de las 

monocapas con respecto a la  edad del cultivo y tener evidencias 

de la integridad  de la monocapa decidimos microfotografiarlas a 

diferentes edades. 

Las monocapas de cdlulas MDCK se rmicrofotografiaron a diferentes 

edades, a t = O, 2 , 24 , 48 , 72 , 96, 168, 336 horas. Utilizando 
una cdmara adaptada  al  microsc61pio  invertido de contraste de 

fases  (Zeiss West Germany) con un objetivo de 16/0.35 y oculares 

de 10 X / 18 (CPL-W). 

Cada toma se realiza con un tiempo de exposicidn  de 6 segundos y 

una  intensidad de luz de 5 volts y 15 watts. 

A t = o las cilulas se observan esfericas y suspendidas  en  el 

medio  de  cultivo. 

A las dos horas de edad  las  &lullas  estan adheridas al sustrato, 
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presentando  forma  ahusada,  estrelladas  emitíindo  pseuddpodos o 

pralongaciones  que  les  permiten comunic-arse con  las demas y 

organizarse  para  formar  una  monocapa  mediante  la  fonnaci6n de 

uniones  oclusoras,  sensibles a calcio  que  les  confiere 

resistencia  transepitelial alta. 

A las 24 horas  desarrollan  una  confluencia  del 70% al 80% 

observdndose sus uniones bien del.imitadas. 

A las 48 horas  desarrollan  una  con%luencia  del 90% y su 

resistencia  transepitelial adrr es; baja. 

A las 72 horas  desarrollan  una  Confluencia  del 95%. las 

monocapas  presentan la forma de mosaicos, sus uniones oclusoras 

se observan  bien  definidas. 

A las 96 horas de edad  desarrollan el 100% de confluencia y 

las celulas se observan mas pequehas con uniones  oclusoras  poco 

definidas por lo desarrollado que! se encuentra la  mcmocapa. 

Finalmente  las monocapas de cil.ulas MDCK estdn  en  condiciones 

dptimas para los experimentos,  entre los 7 y 14 dlas de edad de 

los cultivos, bajo  control  microsc6pico y determinacidn de una 

resistencia  transepitelial alta. 

48 



5.4 .  DETERnINACION DE PROTEINAS. 

Uno  de  los  controles  que se lleva a cabo  es la determinacidn de 

proteinas  por  monocapa,  con  el  objeto  de  realizar  los  cdlculos 

correspondientes  para  los  experimentos  realizados y expresarlos 

en Moles/tiempo/mg de proteína. 

Esta  determinaci6n se realiza  por  el  micromBtodo  de  Bradford ( 8 ) ,  

este  procedimiento es altamente  sensible y su  manejo  altamente 

reproducible.  Consiste  en  el  enlace  del  azul  brillante  de 

Coomassie G-250 a proteinas, el complejo  que se forma  colorante- 

proteina  causa  una  transferencia  de  la  absorcidn  maxima  del 

colorante en  una  longitud de onda de 465 a 595 nm, y el 

incremento  en  la  absorcidn a 595 nm  es la absorcidn  monitoreada. 

La  formacidn  del  complejo  colorante-proteina  es muy rapido, 

aproximadamente 2 min, con estabilidad -del color  por  una  hora. 

La  interferencia  de  este  mhtodo es baja o nula en presencia  de 

iones  sodio o potasio y carbohidratos.  Asi  como  la  presencia de 

amortiguadores  alcalis  fuertes. Lo cual  se  elimina  empleando un 

amortiguados  apropiado (PBS cuadro 4 ) .  

Este  metodo  puede  ser  altamente  interferido  por  la  presencia 

de detergentes  como SDS, triton X-100 y detergentes  comerciales. 

Esto se puede  evitar  lavando €21 material  por el metodo para 

material de cultivo  celular  (libre de detergentes). 

Procedimiento: 

Se prepara  una  soluci6n  proteica con albumina bovina s6riea 

fO.O5mg/ml)  disuelta en PBS. 
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Preparacidn  del  Reactivo de Coamassie.- 100 mg de azul  brillante 

de Coomassie G-250 en 50 m1 de etanol al 95%, a  esta  solucidn se 

adicionan 100 m1 de &ido  fosfdriico al 85% (peso/vol). 

Analisis de microproteina  para  una  solucidn que contenga  de 1 a 

10 microgramos de proteina  en un volúmen  hasta de O. 1 mal se 

pipetea  dentro de tubos de  ensayo 12XlOOmra. El volúmen de los 

tubos de ensayo (20, microlitros) se ajustada  a 0.1 m1 con PBS. 

Se adicionan 900 microlitros de reactivo de Coomassie al tubo de 

ensayo y el contenido se agita  vigorosamente. La absorvancia se 

determina a 595nm  en  un  espectrofotdmetro  Bekman  digital a los 

20 minutos. El blanco se prepara  con O.lml de PBS y 900 

microlitros de reactivo de Coomlassie, se incuba como los demes 

durante 20 minutos. 

La curva  estandar  se  prepara  tomando  para  cada  punto una 

concentraci6n de  proteina  que  va de O a  lOOmg/ml de proteina. Los 

resultados de las muestras  problema se interpolan  en la curva 

tipo y por  extrapolacidn  obtenemos la concentraci6n en lug de 

proteina/ml  para  cada  muestra. Elsto se determina  por czSlculos de 

regresidn  lineal.  Finalmente se corrige segrln el volúmen de 

dilucidn de la monocapa. 
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1 2 6 9 4 1  

CURVA TIPO PARA PROTEINAS 

a 

O 
I I 1 

10 20 30 40 50 

m%/rn[ DE PROTEINAS 
DATOS RESULTADOS 

X Y r = 0 . 9 9 6  

O .O05 m = 165.851 

O .121 intercepto = -0.000 

10 .283 Valor  de X Valor  de Y 
30 .487  30 0 . 4 9 4  

40 . 6 4 6  31 'O. 501 

50 .850  
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5.5.  DETERHINACION DE LA PRESKNClIA DE RECEPTORES PARA EL PNA Ew 

CEUTLAS mcK. 

Con el objeto  de  caracterizar la presencia  de una mol6cula 

receptora  al  PNA,  se  determina Ita presencia  de  receptores  en  las 

monocapas de celulas  MDCK, por medio de un  curso  temporal  de 

captaci6n  del 12%-PNA. Todos  los  experimentos se realizan  en 

monocapas,  con  un  estricto contrrol  de calidad,  manteniendo  las 

siguientes  caracteristicas. 

1) Monocapas  de 7 a  14  dias de  edad  en  las  condiciones  de  los 

cultivos  celulares (ver punto  4,5,y 6 de metodologia). 

2) Utilizar  unicamente  monocapas  integras por: (a) Control 

microsc6pico y (b) alta  resistencia  transepitelial  (mayor  de 80 

ohmsxcm2 ) . 
3) Retirar  el  suero  del  medio  24  horas  antes  del  experimento. 

4) Cambiar meciio por  medio  fresco  sin  suero  dos  horas  antes  del 

experimento. 

El control  de  las  monocapas se realiza  en  genekal  para  todos 

los  experimentos. 

METODOLOGIA: 

I.- Las  monocapas se incuban a 37OC,  en  una  atmdsfera  de  COZ  al 

5%,  flujo  de  aire  continuo y humedad  constante,  durante el 

experimento. 

(a) A una serie  se aplica  1251-PNA (1O'l2M) con una 

actividad  especifica de 2200 pCi/nmol,  en  el  compartimento  apical 

o basolateral  al  tiempo cero. 
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(b) A otra  serie  se  aplica  Iz5I-PNA (10’12M) + PNA 

(Peninsula No. 8798) en  la  cara  apical o en la basolateral,  al 

tiempo  cero  para  determinar: 

A )  Captaci6n  total  (Ct11 

B) Captacidn  especifica  (Ce) 

I1 .- A t = 1, 3 ,  15, 3 0 ,  y 60 minutos  los  filtros  se  lavan  tres 

veces  en  solucidn  de  MgCIZ (100mM) a 4O. 

I11 .- La radiactividad  de  las  monocapas  se  determina  en un 

contador  Gamma  Card  I1  durante  dos  minutos. 

1V.- Los blancos  se  procesan al igual  que,  los  demas sin 

radioisbtopo. 

V.- En  todos  los  calculos se considera  la  raaiactividad  de 

fondo y se  resta a todos  los  valores y los  eet8ndares  de  las 

soluci.ones  para  calcular la actividad  especifica, la de los 

blancos  son  restadas. 

VI .- En  todos  los  experimentos se  corre  una  serie de monocapas 

igual  que  los  blancos y son digeridas  con  NaOH (0.5N) (Beckman) 

para  determinacidn  de  proteinas  totales  por  el  micromRtods  de 

Bradford  por  medio de una  curva  tipo  para  albumina  serica  bovina. 

Los resultados se expresan  en riM/mg de  proteina/min. 

La captacidn  total es la  uniQn  del  ligando  ‘radiactivo  (1251-PNA) 

por  el  receptor  formdndose  un  ctomplejo 1251dPNA-recept~r y ademas 

la  unibn  de  este  radioligando a cualquier  otra  mol6cula  de  rdanera 

inespecifica. 

La captacidn  especifica es la unj.6n  del  radioligando a la 
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mol6cula  receptora de manera muy selectiva,  formando un complejo 

1251-PNA-receptor. 

Para  obtener  este  resultado se resta  el  componente  unido de manera 

inespeclfica.  Mediante  la  aplicacidn  sobre  la  monocapa  de  ambos, 

el  PNA  marcado y el PNA frlo, este  dltimo  1000  veces m8s 

concentrado de manera que desplace  al  componente  inespecffico. 

5.6. D-NACION DE LA INC!OR€WFtACION D3 SODIO EN PRBSEWCIA Y En 

AUSENCIA DE OUABAIIQA. 

Con el objeto de  determinar  la  participacidn de la  ouabaina  en  la 

incorporaci6n  apical  de  sodio  (22Na)  a  trav6s de las  celulas MDCK 

y determinar su cin8tica. Se realiza el curso  temporal  de 

captaci6n  de  sodio (JAB 22Na) apical en presencia y en  ausencia  de 

ouabaina. 

I.- Las  monocapas  de  cdlulas I!fDCK se preincuban  con  ringer  alto 

en  potasio  conteniendo  ouabaina (10’4M) (Cuadro 6) durante una 

hora,  aplicado  en  el  compartimento  basolateral  con el fin  de 

inhibir  las  bombas de Na+-K+/ATPasa,  localizadas  en  la  membrana 

basolateral. 

11.- Despues  de  una hora se retira  el  medio  del  compartimento 

apical. Al tiempo  cero (t=O) se aplican  400  microlitros de 

ringer  alto en sodio  conteniendo  el  radiois6topo  22Na (1 

pci/ml) (Cuadro 7 ) ,  se incuban  las  monocapas a 3 7 O C ,  en 

atm6sfera de COZ al 58, flujo de aire  continuo y humedad 

constante. 



CUADRO No. 6 

RINGER ALTlO EN PO'&VSIO. 

Sales inorghicas 

KC1 

NaCl 

MgSO4 

CaC1.J 

HEPES 

+ OUABAINA 

pH = 7 . 4  

mN 

106. O 

14.0  

1.7 

1.8 

25.0 

0.1 
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CUADRO No. 7 

RINGER ALTA EN SODIO. 

Sales inorganicas 

KC1 

NaCl 

CaCl 

HEPES 

mM 

4 .4  

118.0 + 1 pCi/ml 22Na 

1.7  

1 . 8  

25.0 

pH = 7 . 4  
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111.- A t = 15, 30, 60, 120, 300 minutos,  se  lavan  las  monocapas 

3 veces  con  MgC12(100mM)  a 4OC. 

1V.- Se  deterpina  radiactividad y proteinas  totales  como  se 

describe para  receptores. 

5.7. INCORFORACION APICAL DE SODIO ( 22Na) EN PRBSBNCIA DE MA. 

Con  el objeto de determinar lor; efectos que produce  el PNA sobre 

la  incorporacidn de sodio  apical {JAB22Na) en  las  monocapas  de 

cdlulas  MDCK, se cuantifica  la  incorporacidn de idn sodio en  base 

a la captacien de 22Na  en  presencia  de PNA. 

Las  monocapas  seleccionadas como en los  experimentos  anteriores 

se incuban  a 37OC, en  atmdsfera  de COZ al 5%, flujo de aire 

continuo y humedad  contante.  Aplicando sodio (22Na) en el 

compartimento  apical  con una actividad  especifica  de 

21.6 pCi/nM (Amersham) a una  concentracien  de 1 pCi/ml  durante 

30 segundos. 

La  captacidn de sodio apical se cuantifica  bajo  las  siguientes 

condiciones  experimentales: 

(1) Captacidn  total de 22Na, como control. 

(2) Captacidn  de 22Na,  preincubando  durante  dos  horas  con 

ouabaina ( 10’4M), aplicada  en  el  compartimento  basolateral (CB) , 
con el  objeto de inhibir  las bgmbas de  Na+-K+/ATPasa. 

(3) Captacien  de  22Na,  preincubando  durante 20 minutos  en 

presencia de PNA (10%)~ aplicado  en el (cB). 

(4)  Captacidn  de  22Na,  preincubando  durante dos horas en 

presencia de ouabaina (10’4M), aplicada gn el (CB), mds el PYA 
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( 10'8M) aplicado en  el (CB) y preincubando  durante 20 minutos. 

La  preincubacidn  del PNA permite la uni6n  del  PNA a sus 

receptores  localizados en  la superficie  basolateral, 

Cada  una  de  las  series,  despu4s de incubarse  con  la  soluci6n 

radiactiva de 22Na  durante 30 segundos, se lavan tres veces  en 

una  soluci6n  de MgC12(100mM) a 4OC. 

Finalmente  se  determina la radiactividad  en  las  monocapas y 

proteínas  totales  como se  describe para receptores. Los 

resultados se expresan  en  pmolas/mg  prot/min. 

5.8. CURVAS DOSIS-RESPUESTA EbEZ PNA SOBRE J A  IMCORPORACION DE 

22Na. 

Con el  objeto de evaluar si elt efecto  inhibitorio  del  PNA sobre 

la incorporaci6n de 22Na apical (JAB) a traves de las cdlulas 

MDCK, es un efecto  dependiente de la  dosis, se realizan  las 

curvas dosis-respuesta. 

Las  monocapas  seleccionadas como en  los  experimentos  anteriores 

son preincubadas  en  presencia de ouabaína (10'4M) aplicada  en  el 

compartimento  basolateral  durante  dos  horas a 37OC,  en  una 

atmdsfera  de C02 al 5%, humedad  constante y flujo  de  aire 

continuo.  Transcurrido  el  tiempo de preincubacidn se determina la 

curva  dosis-respuesta bajo) las  siguientes  condiciones 

experimentales: 

(1) Se preincuban las monocapas en presencia  de  PNA (10°8M) 

durante 20 minutos,  aplicado em el  coapartimento  basolateral a 

las  siguientes dosis: 



5X10-12M, 10"loW, 5 X 1 0 1 - ~ M ,  10m8W, 5X10'6M y 10D5M. 

(2) A t = O se aplica  la  solucidn  radiactiva  de  22Na  en  el 

compartimento  apical,  incubando las monocapas. 

( 3) A t = 30 segundos, se lavan  las  monocapas 3 veces  con una 

soluci6n de MgC12 (1OOmM) a 4OC. 

La  radiactividad y proteinas  totales se cuantifican como se 

describe en la  seccidn  de  receptores. 

Aunado  al  efecto  dosis-respuesta  del  PNA, se realizan  las  curvas 

dosis-respuesta  para  fdrmacos de accidn  conocida  sobre  algunos de 

los  mecanismos  de  transporte  ibnico  como  el  intercambiador Na+- 

/H+, y canales  de  sodio  inhibibles por  amilorida y el co- 

transportador  Na+-K+/2C1  inhibible  por furosemida. 

Con el objeto de evaluar el efecto  inhibitorio de amilorida  y 

furosemida  sobre el transporte de 22Na  apical  en  este  modelo de 

celulas  epitelialas  renales HDCK y  determinar si dicho  efecto es 

dosis-dependiente, se realizan  las  curvas  dosis-respuesta. 

Las  monocapas en presencia de ouabaina (lo'%) aplicada  en el 

compartimento  basolateral, mais la adicidn de aaailorida a dosis de 

10-lOH, 10e7M, lo'%, lO"M, 10m4M, 10'2M, aplicada 

en  el  compartimento  apical, se incuban  a 37OC, en  atm6sfera de 

C02 al 5 8 ,  humedad  constante y flujo de aire  continuo,  durante 

dos horas. 

Otras  series de monocapas se incuban  en  condiciones  similares B 

las anteriores  sustituyendo  amilorida por furosemida a las 

siguientes dosis: lO"M,  10°8M, l O " M ,  lo%, 10'5M, 10'4M, 

10'~ M. 
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Transcurrido  el  tiempo de incubaci6n. A t=O se aplica  la  solucidn 

radiactiva de 22Na  en el compartimento  apical. 

A t = 30 segundos,  las  monocapas se lavan  tres  veces en soluci6n 

de  MgC12 (1OOmM) a 4OC. 

Finalmente se cuantifica la radiactividad y las  proteinas  totales 

como se indica  en  receptores. 

5.9 .  EFECIY) BEL PNA, LA AMILORIDA Y LA FUROSEHIDA SOBRE W 

INCORPORACION DE SODIO. 

Con  el  objeto  de  esclarecer  cud1  mecanismo  de  transporte  de  sodio 

es modificado  por  los  efectos  directos  que  ejerce  el PNA a  nivel 

de la nefrona  distal,  se  investiga  la  incorporacidn  de 22Na 

apical a traves de las  monocapas de celulas  MDCK  en  presencia  de 

fdrmacos  de  accidn  conocida  sobre  algunos  de  los  mecanismos de 

transporte  de  sodio localizados; en  la  porcidn  distal  del  epitelio 

renal. 

1) Las monocapas  seleccionadas  como  en los experimentos 

anteriores, se preincuban  en  presencia de ouabaina ( 10'4M) , 
durante  dos  horas  a  37OC, en  atmesfera de C02 al 5% , flujo de 
aire  continuo y humedad  constante. 

2) Despues  del  tiempo de preincubacibn se determinan  las 

interacciones  farmacoldgicas,  sobre la  inhibicidn  del ( JaB 22Na) 

bajo las  siguientes  condiciones  experimentales: 

(1) Con o sin  amilorida (10m3M) en  la  canara  apical, 

durante  dos  horas  antes  del  experimento. 

(2) Con o sin  furosemida ( lO'*M) en  la  camara  apical, 



( 4 )  

3 ) A t =  

durante dos horas  antes  del  experimento. 

Con o sin  ouabaina (10'4M) aplicada  en  la  &mara 

basolateral,  durante  dos  horas  antes  del 

experimento. 

Con o sin  PNA ( 10e8M) en  la  cdmara  basolateral, 

durante  veinte  minutos  antes  del  experimento. 

o se  aplica  la  solucidn  radiactiva  de  22Na  en el 

compartimento  apical  durante 30 segundos. 

4) A t = 30,  se  enjuagan  las  monocapas  en  una  solucidn de 

MgC12 ( l o o m )  a ~OC. 
Se cuantifica  la  radiactividad y las  proteinas  totales  como se 

describe  para  receptores. 

5.10. TRATAMIENTO ESTADISTICO D:E UIS RESULTAIXlS. 

Expresamos l o s  resultados  como  promedio +_el error esthdar. 

Los resultados  obtenidos se compararon  respecto al control 

mediante  la  distribucidn de t, para  muestras  independientes  de 

una  sola  cola.  Elegimos  un  nivel de significancia  minimo  del 95% 

para  una p < 0.05. En el  caso de las  curvas  dosis-respuesta; 

procesamos  los  resultados  mediamte el m6todo de Tallarida (65), 

y graficamos en unidades  de  probabilidad (PROBITS). Las unidades 

probits es el % de la  probabilidad  de  encontrar  un  valor  en  el 

area  bajo  la  curva  probabilistica  normalizada. 
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6. RESULTADOS. 

6.1. CDRSO TEHFORAL DE CAPTACION PARA EL 1251-PNA. 

Denominamos  curso  temporal de captaci6n  a  la  incorporacidn  del 

isdtopo  radiactivo  en  este  caso 1251-PNA en  funcidn  del  tiempo. 

El curso  temporal  de  captacidm se investiga en la  cara  apical y 

en  la cara  basolateral  de las monocapas  (Figuras 11 y 12). 

Obtenemos  una  captacidn  total al aplicar el 125PNA que va desde 

1.72 pmolas/mg  protefna  hasta  :niveles  mz%ximos  de 8.4 pmolas/mg 

proteína. Esto significa  que el PNA marcado se encuentra  unido  a 

moleiculas con  afinidad  especifica y a  otras  moleculas de manera 

inespecífica. En el laboratorio  determinamos el componente 

inespecífico,  aplicando  juntos e1 PNA marcado ( 1 X )  y el PNA frio 

l O O O X  de  manera que por  diferencia de concentracidn  el PNA frio 

desplaza  al PNA marcado. Por  c6lculos  obtenemos la captacidn 

especifica  restando el componente  inespecífico a la captacidn 

total. La captaci6n especxf ic:a obtenida  es  de 0 . 4 8  a 2.74 

pmolas/mg  proteina (Cuadro 8). 

Evidentemente  estos  resultados  demuestran que las  cilulas HDcK 

presentan  afinidad  por el PNA, en  un sitio  especifico  de la 

membrana  basolateral lo cual  evidencia  la  presencia de algunas 

molbculas  receptoras  para el PNA, localizadas  en las c6lulas 

MDCK . 
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CURSO TEMPORAL DE LA INCORPORACION DE ' a ~ - ~ ~ ~ ~ ~ O 1 z ~ )  

EN MONOCAPAS DE CELULAS MDCK P-90 DE 14 OlAS 
DE EDAD 

lZ51-PNA( 101'M) 

CAPTACION 
JNESPECiFlCA 

30' 45' 60' 

Las  c6lulas MDCK fueron  incubadas 

con  1251-PNA  como  se  describid  en 

material y métodos  en  presencia y 

en  ausencia  de F'NA frio.  Se  midi6 

la  incorporaci6n  del  1251-PNA  en 
intervalos  de  tiempo  en  segundos. 

Los datos se expresan  en  promedio, 

con  una n = 3. 
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CURSO TEMPORAL DE L A  CAPTACION DEL 
'251-PNA EN LA CARA BASOLATERAL DE- 

LAS MONOCAPAS DE CELULAS MDCK 

tiempo (minu tos  1 
FIGURA No.1 2 

Captaci6n tiel 1251-PNA en  funci6n 

del  tiempo  en  minutos,  medido  en 

presencia y en  ausencia  del PNA f r 5 o .  

n = 3  

X - 6-n + 
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CUADR.0 No. 8 

CURSO TEMPORAL DE CAPTACION  PARA 1251-PNA 

TIEMPOS 

MINUTOS 

1 

3 

15 

30 

60 

CAPTACION  TOTAL 

1251-PNA(  10-IL2M) 

1.7 - 0.2 + 

2.8 - 0.3 + 

+ 
6.3 - 0.5 

7.6 2 0 . 2  

+ 
0.4 - 0.4 

CAPTACION EN 

PRESENCIA DE 

PNA -( IO-~M 

1.2 - 0.0 + 

1.8 - 0.1 + 

4 .2  - 0.2 + 

5.1 2 0.1 

6.0 - 0.5 
+ 

CAPTACION 

ESPECIFICA 

0.5 - 0.1 + 

1.0 2 0.2 

+ 2.2 - 0.3 

2.5 2 0.1 

3.0 - 0.4 
+ 

UNIDADES: pmolas/mg protelna 

n = 4  

x - m  
- +  
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6.2. I-CION DE SODIO A TRh- DE HOCK SO- SOPOR2Y$S 

PKRMEABIJiS Ew 1 I A  Y g# AUSENCIA DE WABAINA. 

Para  determinar el tiempo en que  es  cuantificable la 

incorporaci6n  de  sodio  apical a las  monocgpas  de  celulas MDCK se 

determina el JAB 22Na  apical,  en  ausencia y en presencia  de 

ouapaina (10'4W) con el objeto de sustraer e1  efecto  de  las 

bombas de Na+-K+/ATPasa  (1ocali.xadas  en  la  membrana  basolateral 

del  epitelio renal) sobre el influjo de Na+  apical. 

Determinamos  que la ouabina  participa  activamente bloqueando las 

bombas de #a+-K+/ATPasa (Figura 13, cuadro 9 ) .  Si las bombas se 

encuentran  activas,  el  sistema se satura  en  corto  tiempo. 

Obteniendo  los  siguientes  resultados: a los 15" una  incorporacidn 

de 804 n#/mg de proteína  que  aumenta  rapidamente  hasta 

1007 nmolas/mg de proteina  a los 120H, aJcanzando ya niveles 

de  saturaci6n  con un nadximo de  1225 n¶U/mg de proteina. 

Cuando  administramos  ouabaína la incorporacidn  del  sodio a traves 

de las  celulas  es m&? lento como puede  observarse en el cuadro 9 ,  

a los 15" la incorporacidn de sodio  es de 315*/1ng de proteina y 

a  los 30" y 60" aQn  puede  apreciarse esos incrementos, a los 

3OOn1 alcanza  niveles de saturaci6n  similares a la incorporacidn 

de sodio en  ausencia de ouabaina., 

Para  determinar  con certeza el tiempo  dptimo en que es 

cuantificable la incorporaci6n da sodio  en  presencia  de OuabaLina, 

llevaasos los  resultados a una  forma  lineal.  Decidimos  realizar 

las series experimentales sin el  efecto de las bombas de Ma+- 

66 



INFLUJO DE 22Na A TRAVES  DE  CELULAS MDCK SOBRE 

AUSENCIA DE OUABAINA 
SOPORTES  PERMEABLES  EN  PRESENCIA Y EN - 
1200- 

1000 - 

tOUABAlNA 800- 

-0UABAINA 
e 

200 - 
I 1 1 I I I 

15" 30 " 1 2 3 4 
I 

5 

tiempo (minutos) 

- OUABAINA 

0.4 
tOUABAINA 

FIGURA N o  13 
tiempo (segundos) 

Incorporación  apical  de  sodio  por 

monocapas MDCK cle 7 a 14 dias  de 

edad,  en  función  del  tiempo.  Se 

cuantificó  en  ausencia y en 

presencia  de  ouabalna (10 -4 M). 
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CUADRO No. 9 

INCORPORACION  DE 22Na A T'PAYES DE  CELULAS  NDCE 

SOPORTES  PERNEABLES  EN  PA.ESENCIA Y 

TIEMPO 

SEGUNDOS 

15" 

30" 

60" 

120" 

300" 

15" 

30 I) 

60" 

120" 

300" 

J~~ 

pmolas/mg prot . .  J 

22Na (luCi/ml) JAB max 

X 

823 1.4 

861 1.3 

975 1.2 

1037 1.1 

1161 1.0 

361 2 . 2  

467 1.7 

589  1.3 

731 1.1 

801 1.0 

1 

J~~max/Jx 

0.71 

O. 76 

0.83 

0.91 

1 .o0 

0.45 

O. 58 

O. 76 

o. 91 

1.00 

EN AUSENCIA 

4 
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K+/ATPasa, y cuantificar  el  flujo  de  sodio  apical a  t = 3011. 

6.3,  INCORPORACION APICAL BE SO1110 EN PRESENCIA DEL PNA. 

La incorporaci6n  de  sodio  apical, a traves de las  monocapas  da 

las  celulas MDCK cuantificada  en  base a la captacidn  de 22Na 

(Figura 14 y cuadro lo), nos  da  una  estirnacih de la 

participacidn  del  PNA  sobre  la  incorporacidn  de Na+ (JAB)  apical 

por  las  monocapas  de  cdlulas MDCK. El JAB a traves  de  las 

monocapas  de  cblulas MDCK, resulta  sér  inhibido  por  la  presencia 

de PNA ( 10'8M) en  un 5 8 % ,  cu,ando  dste se aplica  en  la  cara 

basolateral.  La  incorporacidn  de  sodio  apical a traves  de  las 

monocapas de celulas MDCK, generado  por  las  bombas  Na+-K+/ATPasa, 

se inhibe  al  aplicar  ouabaina ( 10'4M) en  un  41%,  existiendo  una 

diferencia  significativa  entre  el  efecto  del  PNA ( 10'8M) y el 

efecto  de  ouabaina ( 10'4M) con  una p < 0.05. 

Estos  resultados  demuestran  el  efecto  inhibitorio  del  PNA  sobre 

la incorporaci6n  de  22Na  apical a traves de  las  cklulas MDCK 

cuando  se  aplica  el  PNA  en Pa. cara  bagolateral.  Dicho  efecto 

inhibitorio  del  PNA  sobre  la  captacibn  de  sodio,  confirma  la 

presencia  de  receptores  basolaterales  al  PNA. 
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EFECTOS DEL PNA SOBRE LA INCORPORACION 
DE 22No POR LAS MONOCAPAS MDCK 

0- 

5 -  

1- 
n = 4  

OUABAINA  PN A 

OUA6 ( 164 M )  
BASOLATERAL 

n = 4  

PNA 

FIGURA Nr14 
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CUADRO N o .  10 

EFECTOS bEL PNA SOBRE L A  INCOBPORACION 

DE 22Na POR HOROCAPAS MDCK. 

30" % 

INCORPORACION  INHIBICION 

CONTROL 

OUABAINA 

( IO-~M) 

P N A  

( 10'8M) 

OUABAINA 

( ~ o - ~ M  
+ 

P N A  

( 1 O-8M ) 

1473 -m 373 0 - 4  
4- + 

843 -. 214 
+. 

41 - 4 
+ 

563 - 119 
+ 

58 - 6 
+ 

572 - 128 
+ 

52 - 9 
+ 

UNIDADES: pmolas/mg proteína 

n = 4  

x + c m  

71  



6 .4  CURVA DOSIS4USSPUBSTA DEL PlJA SOaRE LA INCORPORXIaW APICAL 

DE SODIO EN C E L W  lIDCK. 

Con  el ob jeto de determinar si los  efectos  producidos por el PNA 

son dosis-dependientes,  realizamos las curvas  dosis-efecto 

aplicando  diferentes  dosis  de  PNA,  desde  concentraciones 

picomolares  hasta  micromolares (Cuadro 11, y Figuras 15 y 16). 

Los resultados  nos  demuestran  que el PNA  presenta  un 

comportamiento  farmacol6gico. El PNA  inhibe la incorporacidn  de 

sodio apical  en  un 20 % a dosis picomolares,  esta  inhibicidn 

aumenta en forma  gradual  hasta  alcanzar un mdximo a dosis 

micromolares  de  un  56% de inhibici6n  en la incorporacidn  de  sodio 

apical cuando el peptido se aplica  en la cara  basolateral.  La 

figura 15 en  la parte  superior,,  expresa  la  captacidn  de sodio con 

respecto al loganitmo de la dosis de PNA, el  PNA  ejerce  una 

disminucidn en la  incorporaci6:n de sodio apical  con  respecto  al 

control de 658 a 464 pmolas/mg  protefna  en  promedio.  La  grdfica 

inferior  expresa el efecto  inhibitorio  del PNA sobre la 

incorporacidn  apical de sodio.  Para  determinar  con  certeza la 

C15* se transfieren los resultados a una  forma  lineal, por el 

metodo  de  Tallarida (Figura No. 16) . Se graf  ican Probits contra 
logaritmo de la dosis y se obkiene  una  C150 = 5X10°9M para el 

PNA.  La concentracidn  es  similoar a dosis farmacolbgicas, por lo 

que el sistema es de alta afifridad. 

La  participacf6n  de los f8rmacos amilorida y furosemida sobre la 

inhibicidn de los mecanismos especificos  del transporte de sodio 
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pmolas No CURVA  DOSIS-RESPUESTA DEL .PNA, 

looon LA AMI LORIDA Y LA  FUROSEM I DA 
SOBRE  LA INCORPORACION APICAL - 
DE 22Na. 

3 

I 

PNA 

500 

AMI LO 

L I I I I 1 1 1 I I I 1 

12 10 0 6 4 2 

- log (PNN '""U 
80 - 

A MI LO - 

60 - . PNA 

- 

FURO 

I t I I 1 

12 10 a 6 4 2 

-log (PNA) 
FIGURA No15 
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CUADRO No. 11 1 2 6 9 4 1  

CURVA  DOSIS-EFECTO DEL PNA SOBRE LA  INCORPORACION 

DE  22Na  APICAL A TRAVES DE CELULAS  NDCK. 

DOSIS 

P N A  
( M )  

CONTROL 

1 x 1 0 - l 2  

5X1O-l2 

l x l o - l o  

5 x i o - ’  

1x10-8  

5X10-6 

I X I O - ~  

n = 3  

i-(i-n + 

J~~ 22NEl 

pmolas/mgprot. - a n  
+ 

6 5 8  - 8 
+ 

6 2 1  - 28 
+ 

513 - 22 
+ 

492 - 26 
+ 

4 6 4  - 12  
+ 

396  - 27 
+ 

362   -10  
f 

343  2 1 3  

% 

INCORPORACION 

100 

8 0 2 6  

66-6 
+ 

6324  

59+4 

5025  

4624  

4422  

% 

INHIBICION 

O 

+ 
2 0  - 6 

+ 
34 - 6 

+ 
37 - 4 

+ 
4 1  - 4 

+ 
50 - 5 

+ 
54 - 4 

+ 
56 - 2 

C o n   e x c e p c i ó n  d e  l a  d o s i s  1x10   -12  M ,  todos los 
d a t o s  s o n   s i g n i f i c a t i v a m e n t e   d i f e r e n t e s  d e l  

c o n t r o l   c o n   u n a  p <  0 . 0 0 5  
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CURVA DOSIS-ElFECTO DEL PNA 
SOBRE LA INCORPORACION APICAL 

SODlO**No EN CELULAS MDCK 

/ I I I I I I I 

P o r  e l  M é t o d o   d e   T a l l a r i d a ,   c a l c u l a m o s  

l o s  v a l o r e s  PROBITS. Los p r o b i t s  r e p r e  

s e n t a n  l a  p r o b a b i l i d a d   e n  % d e  e n c o n - -  

trar  u n   p u n t o   b a j o  l a  c u r v a   p r o b a b i l i g  

t i c a  n o r m a l i z a d a .  

O b t u v i m o s   u n a  C I  = ~ X ~ C I - ’ M  para e l  - 
PNA. 

- 

50 
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localizadós  en la cara  apical de las  celulas MDCK, se estima 

determinando  las curvas dosis-respuesta  para  cada  uno de ellas 

(Figura 15 y cuadros 12 Y 13). 

La amilorida  ejerce  un  efecto  inhibitorio sobre la incorporacidn 

apical  de  sodio,  cuando i s t a  se  aplica en el compartimento 

apical. Conforme  aumenta la dosis de manera  gradual: con un  33% 

de inhibicidn  para dosis de (lXIO’loM) hasta  un 69% con 1X10-2M. 

Como se observa en  el cuadro 12 y la  figura  15,  la  amilorida 

presenta  un  comportamiento  inhibitorio  similar  al PNA. 

Se obtiene una para  amilorida de 5X10-6M, su efacto 

inhibitorio  promedio  es  de 4 0 %  +/- 4, es dosis-dependiente. 

Comparado  con la respuesta  inhibitoria  del PNA presenta un 

comportamiento  similar. 

La furosemida  inhibe la incorporacibn de sodio apical cuando se 

aplica en el  compartimento  apical, su efecto  es dosis dependiente 

su porcentaje de inhiMcic5n es muy bajo, inhibe  el 1.0% a la 

menor dosis y a  la  mayor dosis aplicada su efecto  inhibitorio  es 

del  34%, como se expresa  en el cuadro 13  y en la figura 15. 

La C150 para  la  furosemida  es de 5X10-5M, este sistema es  de 

baja  afinidad con un efecto  inhibitorio  promedio de 18% como ha 

sido informado  en otros modelos  experimentales. 
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CUADRO No. 1 2  

CURVA  DOSIS-EFECTO  DE  AHILORIDA SOBRE LA  INCORPORACION 

D E * ~ N ~  APICAL A TRAVES DE CELULAS WDCK. 

AMILORIDA 

DOSIS ( M )  pmolas/mgprot. - c n  INCORPORACION  INHIBICION 
J~~ 

22NC3 % % 

+ 

6 5 8  - 9 

4 3 9  - 9 

419  - 5 3  

+ 

+ 

+ 

4 2 2  - 446 
+ 

396  - 1 5  

3 5 5  - 2 6  

2 9 4  - 3!5 

+ 

+ 

+ 

2 3 2  - 2:3 
+ 

206  - 3 0  
+ 

100 

+ 
6 7  - 1 

+ 
6 4  - 8 

+ 
6 4  - 7 

6 0  - 2 

5 4  - 4 

+ 

+ 

4 5  - 5 
+ 

3 5  - 3 

31 - 5 

+ 

+ 

O 

3 3  - 1 
+ 

36  - 8 
+ 

36  - 7 
+ 

4 0  - 2 
+ 

4 6  - 4 
+ 

5 5  - 5 
+ 

6 5  - 3 
+ 

6 9  - 5 
+ 

n = 3  

Z - U n  + 
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CUADRO l o .  13 

CURVA  DOSIS-RESPUESTA  DE  FUROSEMIDA SOBRE L A  INCORPORACION 

DE 22Na APICAL A TRLAVES DE  LAS  CELULAS NDCK. 

FUROSEMIDA 

DOSIS ( M )  pmolas/mg proteina INCORPORACION INHIBICION 
J A B  2 2 N ¿ 3  % % 

650 

649 

604 

574 

541 

536 

457 

436 

100 

99 

92 

87 

82 

81 

69 

66 

0 

1 

8 

13 

18 

19 

31 

34 
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6.5. INTERACCIONES DE AnILORIDA Y FuRosmDA CON EL PWA EN LA 

INCORPORACION DE SODIO. 

Con  el  objeto  de  determinar  el  :mecanismo  especifico  sobre  el  cual 

actúa  el PNA o bien si su acc:ibn es a Otro  nivel.  Investigamos 

las  interacciones  farmacol6gicas  de  amilorida y furoselaida  con  el 

PNA sobre  la  incorporaci6n  apical  de  sodio  en  las  monocapas  de 

celulas MDCK (Figura 17,  cuadro 14). Cada  f8rmaco  bloquea  un 

un  mecanismo  especifico  del  transporte  de  sodio  localizados  en  la 

membrana  apical de la  porcidn  del  tdbulo  distal,  con los 

resultados  obtenidos  planteamos un mecanismo  especifico  por  medio 

del  cual el PNA  ejerce  un  efecto  natriuretic0  directo  sobre  la 

membrana  apical  en  la  porci6n  distal  de  la  nefrona.  El  PNA y la 

amilorida  inhiben de manera  si,milar  la  incorporacidn  del sodio 

apical a traves  de  las  celulas 14DCK.  El PNA  ejerce  una  inhibici6n 

de la  incorporaci6n  apical de i!2Na  del 58%,  cuando se aplica  en 

la  cara  basolateral.  La  amiloricia  ejerce  un  efecto  inhibitotio de 

la  incorporaci6n  apical  de  sodio  del 5 3 % ,  cuando se aplica  en la 

cara  apical. 

Al  administrarse  juntos sus efec:tos no se potencian. Lo cual  hace 

evidente que el  mecanismo  por el que  actúa  el  PNA es inhibiendo 

la  incorporacidn de sodio  apical por alguno de los  mecanismos 

inhibibles por amilorida,  el  intercambiador  Na+/H+ o los  canales 

de sodio. En principio los efectos que ejerce  el  peptido  son 

mediados  por  un  receptor,  al  formar  el  complejo  PNA-receptor se 

activa  algún  mecanismo  intracelular y se traduce con la 
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INHIBICION DE LA INCORPORACION DE 22Na 
EN PRESENClli DE AMlLORlDA 

n=4 

T 

n = 4  

PNA AMILO 

AMlLORlDA  APICAL 

FIGURA No. I ?  
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CUADRO) No. 14 

INHIBICION  DE L,A INCORPORACION DE 

22Na EN  PRESENCIA DE AMILORIDA 

J~~ 22Na 

30  SEG. % 

INCORPORACION  INHIBICION 

CONTROL 1 4 7 3  - 323 
+ 

O 

P N A  

( 10-8M) 

563 - 119 + 58 - 7 + 

AMILORIDA 567 - 181 + 53 - 4 + 

( ~ o - ~ M  I 

I O - ~ M  I 
AMILORIDA 

+ 505 - 1 0  
+ 

5 5  - 10  
+ 

P N A  

( 10-8M) 
'L 

n = 4  

X - q n  

Mediante  el  anhlisis  estadístico  no  encontramos 

diferencias  significativas  entre  los  resultados 

de  esta  serie  experimental.  La p > 0.05 . 

+ 

81 



inhibicibn  de  alguno de  los  mecanismos  intercambiadores 

localizados en la cara  apical e inhibibles por amilorida. 

Amilorida  es  selectiva  para  inhibir el intercambiador  Na+-H+ y 

los  canales  de sodio. 

6.6. CURVA DOSIS-RESPWSTA DEL SUERO DE RATAS URRKtCAS SOBRE LA 

INCORPORACION DE SODIO APICAL. 

Con el objeto  de  estimar l o s  efectos  del  peptido  sobre la 

incorporacidn  apical de sodio,  probamos el efecto  del  suero  de 

ratas  urdmicas,  sobre  monocapas  de  chlulas MDCK como  fueron 

seleccionadas  para  todos  los  experimentos.  Aplicamos  el  suero  a 

las  dosis 10’4M, loq3#, 10’2M, lO-lM. 

2.- Preincubamos  durante 20  minutos  como se incubd  el PNA, a 

37OC,  en  atm6sfera de COZ al 5%, humedad  constante y flujo de 

aire  continuo. 

2 d -  A t = O, aplicamos 1 pCi/ml  de  22Na  en  la  cara  apical  durante 

30 segundos. 

3.- Lavamos tres veces  con  solucidn  de  MgCIZ lOOmM a .4OC. 

4.- Los  blancos se procesaron de igual  manera  al  igual  que  las 

series para  proteinas  totales. 

5.- La  radiactividad se contd  en un contador  gamma-Cord 11, y la 

deteminacidn de proteinas  totales se realiz6  como se indicd  en 

receptores.  Los  resultados se expresan  en  pmolas/mg de proteina. 

RESULTADOS. 

Obtuvimos  una  inhibicidn  en la  incorporacidn de sodio  apical 
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cuando aplicarnos el  suero  de  ratas urernicas en la cara 

basolateral.  Encontramos un efecto  dosis-dependiente  con un 

promedio de inhibicidn de 41% +/- 12 (Figura 18 y cuadro 15). 

Esta  inhibicidn  es  cercana al efecto  inhibitorio  del PWA sobre 

las MDCK. Podemos  considerar que el efecto  inhibitorio que ejerce 

el suero sobre la  incorporacidn  apical de sodio se debe a la 

presencia  del PNA en el  suero. 



CURVA DOSIS RESPUESTA DEL l ~ A e 2 2 ~ a  
SOPORTES  PERMEABLES  (ANILLOS) EN 
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100 

90- 

- 

80- 

- 70 

60 

- 50 

- 

40 - 

30- 

20 

0- 

- 10 

- 

EN  CELULAS MOCK SOBRE 
PRESENCIA DE SUERO DE- 

**No (lyCi/rnl. 1 APICAL 
SUERO ldnBASOLATERAL 

I 

- 4  
1 I 

-3 -2  
1 

-1 

fog I SUERO) 

FIGURA No.18 
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CUADRO No. 15 

CURVA  DOSIS-RESPUESTA D E L  JAB 22Na EN  HDCK 
EN  PRESENCIA DE S U E R O  DX RATAS  URENICAS. 

L O G  30" % % 

DOSIS  INCORPORACION  INCORPORACION  INHIBICION 

SUERO pmolas/rng prot 

CONTROL, 778 - 72 100 O + 

-4 526 - 100 68 - 13 + + 32 - 13 + 

-3  489 - 86 59 - 12 41 - 12 + + + 

-2 338 - 33 37 - 3 63 - 3 + + + 

-1 286 - 40 31 - 3 + + 69 - 3 + 
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En  &te trabajo  estudiamos uno de los efectos f isioldgicos  del 

PNA  que  ha sido considerado como regulador de la  excresidn de 

sodio y agua  en  diferentes  preparaciones  membranales  del  túbulo 

distal de la  nefrona  vitro y sobre  los  efectos  fisiol6gicos 

natriuretic0 y diuretic0 yivQ sobre el túbulo  distal  de  la 

nefrona,  en  animales de experi.mentaci6n y en el hombre. 

Caracterizamos  los  receptores  para el PNA  (localizados  en  las 

cdlulas  blanco  del tWulo distal de la  nefrona de los  mamiferos y 

el  hombre),  en  las  monocapas de celulas MDCK. Determinamos la 

incorporacidn  apical de sodio con las  bombas de Na+-K+/ATPasa 

activas e inactivas,  para  cuantificar su participaci6n. La 

incsrporaci6n  apical de 22Na fue  cuantificada  en  presencia  del 

PNA.  Esta  metodologia nos permitid  determinar la participacidn de 

la amilorida y la  furosemida de accidn  diutetica y natriuretica 

específica  sobre los canales  de  sodio y/o el  intercambiador 

Na+/H+, y el co-transportador 2Cl/Na+-K+ respectivamente, 

localizados en la  membrana  apical  del taulo distal.  Determinamos 

el posible  mecanismo de accidn  del  peptido  mediante  las  cineticas 

de  incorporacidn de sodio emplleando curvas  dosis-respuesta. 

Los resultados  obtenidos  durante  estos  experimentos nos han 

permitido  plantear  un  mecanismo  de  accidn  del PNA en la 

regulacidn  de la excresidn ,de sodio  involucrando  todos  los 

factores  propuestos. En este  mecanismo tenemos que considerar las 

respuestas  intracelulares  involucradas, como la participací6n  de 

la guanilato  ciclasa  membranal y el GMPc que actuaria  como 
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segundo mensajero  intracelular,  dicha  participaci6n  aún  est6  por 

esclarecer. 

En  la seccidn 6.1 determinamos la  presencia  de  receptores  para  el 

PNA  en  base  al curso temporal  de  captaci6n  para el 1251-PNA  bajo 

dos condiciones  experimentales.  En  una de ellas se caracterizd  la 

presencia  de  receptores en 1.a cara  apical  en  presencia  del 

~ ~ ~ I - P N A ,  mientras  en la  otra el 1251-PNA se aplicd  en  la  cara 

basolateral. Los dos  grupos  presentaron  diferencias en la 

captacidn  del  ligando  radiactivo. El curso temporal de captacidn 

fu6 de 1' a 60'. Nuestros  resultados  evidencian la presencia de 

receptores para el PNA en las  celulas MDCK, localizados 

preferencialmente en la cara  basolateral.  Este  mbtodo  para 

determinar  receptores es muy usual, ha sido empleado por  varios 

investigadores.  Bianchi (1986), determina  sitios de enlace  en  el 

glomkrulo, Bovy (1989), demuestra  sitios de enlace  para  el  PNA 

con  actividad sobre guanifato ciclasa y actividad  vasorrelajante. 

Fontura  (1990),  determina  la  presencia de receptores en celulas 

renomedulares.  Hirata (1985), llocalizb sitios  del  enlace  para el 

PNA, internalizacidn y degradacidn en celulas  del  músculo  liso 

vascular de ratas. Otros autores han determinado la relaci6n de 

los sitios de enlace  al  PNA y el aumento  en la  acumulaci6n  de 

GMPc para  algunos  receptores, :y para otros han  determinado  ser 

afuncionales. 

Nuestros  resultados  muestran  evidencias  de la presencia da 

mol6culas  receptoras  para el PNA,  localizados en la cara 

basolateral, por captacidn  del  1-251-PNA. 
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Una  característica de Bste mode1.o experimental, la  linea  celular 

MDCK  es  la  presencia de l a s  bombas  Na+-K+/ATPasa,  localizadas 

preferencialmente  en la cara  basolateral,  según  nos  informa 

Rostgaard y Col. (1980) ( 5 7 ) ,  quienes  determinaron la 

localizaci6n  de  las boxabas de  Na+-K+/ATPasa , en  el túbulo  distal 
y proximal  de  conejo, por microscopia  electrdnica. Rabito y 

Col. (1980) ( 5 0 ) ,  determinan :La presencia  de las  bombas , 
localizadas  en la cara  basolateral  mediante  cineticas de enlace  a 

[ 3H]-ouabaina  en  las  cBlulas MUCK. Estas bombas son  inhibibles 

por ouabafna, sin embargo,  tambien se ha reportado la  presencia 

de  las Na+-K+/ATPasa resistente  al  efecto  de  ouabaina,  según  lo 

reportan  Anner y Col. (1989) (2), las  identificaron  en la medula 

externa de riñibn de rata y expresan su resistencia a ouabaina 

debido a un defecto,  expresan la unidn  entre el glucdsido 

cardiac0 y el transporte  activo tie sodio. 

Una determinacidn  importante  de este trabajo  fue  estimar la 

participacidn de las  bombas de Na+-K'/ATPasa en  la  incorporacidn 

apical  de  sodio.  Se  realize  en  dos  series:  uno en ausencia de 

ouabaina y otro en  presencia de ouabaina,  esto  nos  permitid 

determinar  los  tiempos  en  que fue cuantificable la incorporacidn 

apical  de sodio.  Nuestros  resultados  demuestran  (Figura 13, 

cuadro 9) una  participaci6n  importante de las  bombas,  a  tiempos 

cortos de 15" a 30" se obtienen  niveles  de  saturaci6n con las 

bombas  activas. 

Los resultados  expresados  en  forma  lineal,  determinan  con 



presicidn  en  que  tiempo  es  cuantificable  la  incorporacidn  de 22Na 

en las  monocapas de cdlulas I(DCK. Los resultados  indican la 

incorporacidn  de  sodio en c6lulas MDCK, es cuantificable  en 

tiempos cortos, < 60n, tiempo en  el que se aprecian  incrementos 

en  la  incorporacidn  apical de sodio. 

La  incorporacidn  apical de sodio en presencia  del  PNA  sufre  una 

ihnibicidn  del 5 8 % ,  cuando el PNA se aplica en la cara 

basolateral  (Figura 14, cuadro 10). En  presencia de ouabaina  la 

inhibicidn  en el Jm 22Na  es  del 41%,  existe  una  diferencia 

estadisticamente  significativa  entre  ambos, con una  p < 0.05. 

Los resultados  son  consistentes  con  los  reportados por  Zeidel y 

Col. ( 7 8 ) ,  ellos  determinaron  inhibicidn  de  la  incorporacidn de 

sodio en cdlulas del  conducto  colector  medular  interno  de  conejo, 

con una significancia  estadistica de p < 0.01. 

Nuestros  resultados  demuestran el efecto  inhibitorio  del  PNA 

sobre la incorporacidn  apical de 22Na  en  las  cblulas MDCK en un 

58% cuando  se  aplica el PNA en la cara basolateral.  Estos 

resultados  sobre la inhibicidn  del JAB 22Na  confirBan la 

presencia  de  una  moldcula  receptora con afinidad para el PNA, 

localizada  en  la  cara  basolateral de las  cblulas MDCK. 

Las  curvas  dosis-respuesta de lis incorporacidn  apical de sodio en 

las  celulas MDCK en  presencia de PNA, emilorida y furosemida, 

permitieron  determinar  que  dicha  inhibicidn es dosis  dependiente 

y encontramos  un  sistema de alta  afinidad  para el PNA con una 

CIs0 = 5X10-9# similar  a la reportada por  Zeidel (78) en cdlulas 

del  conducto colector medular ilnterno de conejo con CIs0 = 5X 
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10-llW. Cantiello y Col. ( 9 ) ,  investigaron  el  efecto  inhibitorio 

del PNA en  otro  tipo  celular  las  celulas LLC-PK1 (proximales) , y 

reportan  el  efecto  inhibitorio  del PNA en  la  incorporaci6n  apical 

de  Na+  en  un 33% aplicando 10”7M. 

En este  trabajo se determind  el  efecto  inhibitorio  de la 

amilorida  sobre  la  incorpora~cidn  apical  de  sodio,  en un 53% 

siendo su efecto  dosis  dependiente  con  una CIs0 = 5X10-%, 

concentracidn  mayor a la  repo.rtada  por  Zeidel ( 7 8 )  de 3X10-7M y 

una  inhibicidn  del 8 3 % .  Estos  resultados se ale  jan de  los 

encontrados  en  este  trabajo,  obtuvimos  una  inhibicidn  maxima  del 

69% a la mayor  dosis  aplicada  en  la  curva  dosis-efecto  para 

amilorida.  Sin  embargo  consideramos  estos  resultados  de  amilorida 

con  respecto  al PNA sobre  l.a  inhibici6n  de la incsrporaci6n 

apical de sodio  (Figura 1 7 ,  cuadro 1 4 ) ,  corresponden a un 

mecanismo  de  acci6n  similar,  por  medio  del  ancilisis  estadistico 

no  encontramos  diferencias  significativas,  la p > O .  05. Sus 

efectos  al  aplicarlos  indiviclualmente  no  son  diferentes y al 

aplicarlos  simultaneamente sus efectos  no se potencian. 

Estos  resultados  permniten  plantear  el  mecanismo de accidn  del PNA 

sobre la  inhibicidn de la  incorporaci6n de sodio  apical se 

realiza  uniendose  el PNA a una  molbcula  receptora  localizada  en 

la  cara  basolateral  de  las  cblulas MDCK, el PNA posiblemente 

actúe a traves de un  mecanismo  intracelular o un segundo 

mensajero  inhibiendo  algQn  mecanismo  @e  transporte  de  sodio, 

localizados  en  la  cara  apical  de  &te  epitelio.  Las  interacciones 
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del  peptido  con  amilorida  sugieren  que el  posible  mecanismo 

involucrado sea el  intercambiatlor  Na+/Hf o el canal  de sodio. 

El efecto  del  cotransportador 2Cl/Na+-K+ sobre el transporte de 

sodio apical fue considerado em este  trabajo,  sin  embargo no se 

demostr6  una  importante  contribucidn de este  transportador  con 

respecto  al  mecanismo  inhibitorio  del PNA. 

Como  una  prueba de la aplicacidn  del PNA se investigd el 

suero de ratas uremicas sobre el  efecto  en  el transporte de sodio 

apical en las  monocapas de cCSlulas  MDCK. Resultando  un  efecto 

inhibitorio  del suero sobre la incorporacidn  apical de sodio: el 

comportamiento  del suero en su efecto  inhibitorio se comporta de 

manera  similar  al PNA. Esto  podrfa  evidenciar  la  presencia  del 

PNA en  el suero de ratas ur6mic:as. 
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Los  resultados  evidencian  la  presencia  de  receptores  al PNA 

en  las  c6lulas MDCK, localizados  en  la  cara  basolateral, por 

determinaci6n de la  captacibn,  específica  del  ligando  radiactivo 

1251-PNA en  presencia y en  ausencia  del PNA frio. 

El PNA inhibe la incorporaci6n  de  22Na  apical  en  las 

celulas MDCK, cuando el PNA es aplicado  en la cara  basolateral 

como se presenta  en  las  series  experimentales,  lo  cual  confirma 

la  presencia  de  una  mol6cula  receptora  en  la  cara  basolateral  con 

afinidad  especifica  para el PNIA. 

La  incorporacidn  de 22Na a  las  celulas HDCK en  presencia de 

ouabaina ( 10-4M) aumenta  gradualmente  siendo  cuantif  icables  los 

cambios en  dicha  incorporaci6n  a  tiempos  cortos,  menores de 60". 

Esta  incorporaci6n  en  ausencia de ouabaina  rhpidamente  alcanza 

niveles  saturables por lo cual  no es posible  cuantificar  los 

cambios en semejantes  condiones. 

La  inhibicien  producida  por  el PNA sobre la incorporacidn 

apical de sodio  es  dependiente  de la dosis  aplicada,  siendo su 

CIgo = 5X10-9M. Esta concentracidn  es  cercana a dosis 

farmacol6gicas  por  lo  consiguiente  consideramos al  sistema  como 

de  alta  afinidad. 

El PNA (10-8M) inhibe la. incorporaci6n  apical  de  sodio  en 

las  cblulas MDCK un 58% cuando es aplicado  en la cara  basolateral 

esto  confirma la presencia de runa molbcula  receptora  para el PNA. 
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La  ouabaina (10‘4M) inhibe  la  incorporacidn  apical  de sodio 

en  las  celulas MDCK un 41% cuando se aplica  en la cara 

basolateral.  Esta  inhibicidn es diferente  de  la  producida  por  el 

PNA ( 10’8M) con  una p O.  05 Esto  significaria  que  el  mecanismo 

de accidn  del PNA es  diferente al generado  por  las  bombas  de  Na+- 

K+/ATPasa. 

La  amilsrida (10’3M) y la  furosemida ( w 4 M )  aplicadas  en  la 

regidn apical de las  cdlulas MDCK inhiben  el  flujo de  sodio, 

la  furosemida  de  manera  similar a Pa  reportada  en otros estudios. 
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