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INTRODUCCION

El estudio de los fendmenos que
acompafan al transporte celular de solutos,
ha tenido la limitante de no contar con ut
modelo estructural para correlaciornarlo con
estudios funcionales, Esto ha sido crucial
para entender los mecanismos de transporte
de iones y moléculas bio-orginicas esenciales
para el metabolismo (').

Los estudios funcionales sobre el
transporte han proporcionado muchos
detalles sobre las propiedades cinéticas de la
difusion de solutos a través de las membranas
celulares. Las constantes de velocidad de
difusién, fenémenos de competencia y de
inhibicién, han sido caracterizados para
solutos orginicos biolégicamente
importantes como la glucosa y los
aminodcidos, y para los iones como el Nat,
K+ y H+ (')

también se conocen algunos aspectos
relacionados con la interaccion de las
moléculas de solutos con sus receptores
putativos en la superficie de la membrana.
Adin asi, se desconocen casi por completo los
mecanismos moleculares que conducen a la
translocacion de una molécula de soluto al
interior de la célula ('),

Para explicar el mecanismo
bioquimico del transporte de solutos, ha sido
postulada la existencia de conductos
formados de proteinas oligométricas
denominados canales, los cuales traspasan el
espesor de la membrana plasmética, y

‘ el trinsito solo a  moléculas
especificas. La hipotesis del canal dicho sea
de paso, también explica la regulacion de la
difusion, al incorporar a los canales a ciclos
de apertura y cierre (*).

Los modelos experimentales
empleados para la demostracion de la
hip6tesis del canal, incluyen preparaciones
de notable simplicidad biologica como la
membtana de bacteria (1) y del globulo rojo
() o preparaciones mas complejas, como las
neuronas de invertebrados (7), los epitelios
del intestino y del rinon (?), y fragmentos
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subcelulares purificados de estos epitelios
(*). En estas regiones subcelulares se han
realizado estudios funcionales representati-
vos de la region celular correspondiente.

Por ejemplo los fragmentos celulares
epiteliales extraidos del borde luminal
(MBL) del tabulo de la nefrona, extruyen el
dcido paramino hiparico, mientras que los
correspondientes del borde opuesto del
epitelio o membranas basolaterales, capturan
esta molécula ('), tal como ocurte en las
células epiteliales intactas.

La identificacion y andlists de
oligbmeros que funcionan como canales, ha
sido estudiada con el auxilio de agentes
bifuncionales que son moléculas pequeias,
las cuales unen covalentemente a
mactomoléculas vecinas. Tales agentes son
denominados genéricamente entrecruzado-
res, como las carbodiimidas, los derivados
del dcido subérico, y recientemente el
glutaraldehido (7). El resultado del efecto de
un entrecruzador es un complejo de peso
molecular mayor el cual en turno es sometido
al anélisis convencional de proteinas, como la
electroforesis en geles de poliacrilamida.

El analisis de complejos
macromoleculares presentes en membranas
celulares utilizando el glutaraldehido como
agente entrecruzador, se inicio recientemente.
con el estudio de los oligomeros
involucrados en el transporte de electrones
en el cloroplasto (7).

Con este antecedente decidimos
emprender estudios para la identificacion de
complejos proteicos presentes en las MBL del
tabulo contorneado proximal de la nefrona
de la rata utilizando al glutaraldehido como
agente entrecruzadot, con el proposito de
identificar oligémeros.

El presente trabajo muestra
resultados sobre el estudio de a) los patrones
polipeptidicos de las proteinas de la MBL
caracterizados por electroforesis, b) el efecto
del glutaraldehido sobre los patrones
electroforéticos, y ¢) las caractetisticas de la
reaccion de entrecruzamiento con el
glutaraldehido.

M.C. Humberto Montoya de Lira

2.+ Material y Métodos
2.1 Origen del Material Biologico

Las. MBL se¢ prepararon a partit de
rifiones extraidos de ratas macho de
la cepa Wistar con pesos aproxima-
dos de 200 g.

2.2 Preparacion del Material Bioldgico

Las MBL fueron preparadas por
centrifugacion diferencial y precipi-
tacion con cationes divalentes de
acuerdo con el método de Kinsella

).
70

-

Determinacion de proteina.

La masa de proteina de las prepatra-
ciones fue determinada por el méto-
do de Lowry modificado por Peter-
son (%)

2.4 Determinacion de la actividad de la
GGT

La actividad de la GGT fue determi-
nada espectrofotométricamente por
¢l métndo de Glossman y Neville ().

2.5 Electroforesis en geles de poliaerilamida-
SDS

Los andlisis electroforéticos fueron
realizados en geles de poliacrilamida-
SDS en condiciones desnaturalizan-
tes de acuerdo con el método clasico
de Laemli.

2.6 Entrecruzamiento de Proteinas

El entrecruzamiento se llevd a cah(;
con ¢l método de Adir y Ohad (7).

3. Resultados y Discusion

El proceso de purificacion de la region
luminal de la nefrona fue seguido por la
determinacion de la actividad de la enzima
GOT, la cual es caracteristica de esta region
celular, obteniéndose MBL  enriquecidas
entre 11 y 15 veces (datos no mostrados).



Aunque no fue determinado el grado de

contaminacion  por otras fracciones del

epitelio, la experiencia de otros autores
indica que con enriguecimientos entre ochoy
die: veces no hay contaminacion importante
por la fraceion basolateral a juzgar por la baja
actividad de ATP (%) sensible a ouabaina, por
las imAgenes caractetisticas de MBL al
microscopio electronico (1) y principalmente
por la especificidad en el transporte de
solutos ().

Las preparaciones obtenidas
analizadas  pot  electroforesis  revelan un
patron  de  23-25 bandas con  pesos
moleculates entre 100y 15 kDa. Figuta 1.
Muchas de estas bandas no se encuentran
bien resueltas, sin embargo las més
prominentes migran en la misma posicion
que las que aparecen en los geles de proteinas
de MBL realizados por otros autores (7). En
este altimo trabajo se demuestta que las dos
bandas mds prominentes que migran en la
region de alto peso moleculat corresponden
al transportador de fosfatos,

Las preparaciones de MBL fueron
sometidas o la accion del glutaraldehido al
0.5 diluido en ¢l medio de suspension de
las preparaciones bioldgicas. La reaccion
transcurtio durante 1, 3y 5 min. En la tigura
2 se muestra gque a los 5 min. han
desapatecido bandas de T region entre 65 y
30 kD, ast como una banda de 68 kDa. Es
potable que practicamente ninguna  otra
banda desaparece, indicando que
posiblemente ¢l entrecruzamiento  fue
preferencial,

Con el proposito de tener
informacion sobre la especificidad o
inespecificidad del entrecruzamiento
inducido por el glutaraldehido, decidimos
probar si en una mexcla de proteinas
conocidas, este entrecruzador era capaz de
distinguir proteinas monoméricas de
oligoméricas. En la figura 3 se muestra queen
las condiciones de reaccion utilizadas en este
estudio, el glutaraldehido entrecruzd soloala
Gliceraldehido 3 P Deshidrogenasa, la tnica
proteing oligomérica presente en la mezcla.

Enseguida  decidimos  probar  la
especificidad del glutaraldehido en las MBL.
Es conodido que, los fragmentos de
membranas se ehcuentran vesiculadas (1), de
manera que la membrana limita un espacio
inteeno al que s6lo tienen acceso moléeulas
gque son transportadas especificamente.
Puesto que el glutaraldehido es una molécula
o reconocidn  por  estos  sistemas  de
transporte, de mancra gue se esperaria que el
entrecruzamiento  fuera  selectivo para
moléculas expuestas a la superficie externa de
Ta vesicuila, y que por Lo tanto no tenga efecto
sobre moléculas del espesor de la membrana
ni tampoco sobre las del espacio interno.

La ensima OGT es un oligomero
incrustrado en el wpesor de la membrana
('), Si ¢l glutaraldehido penetra la vesiculay

la satura, deberia afectar la actividad de la
enzima sugiriendo que la ha entrecruzado. Se
esperaria ademis que el efecto del
entrecruzador fuese progresivo a medida que
transcutre el tiempo.

Cuando la actividad de la GGT se
midi6 en vesiculas de MBL pretratadas con
glutaraldehido  a intervalos regulares la
actividad no  disminuyd en funcion del
tiempo. Tabla 1, indicando que las moléculas
de la GOT intercaladas en la membrana no
fueron afectadas por el entrecruzador. La
fraccion que se encontrd modificada puede
corresponder a un porcentaje constante de
vesiculas rotas de MBL que se forman como
resultado  del tratamiento  durante el
fraccionamiento celular y la purificacion |
como ha sido demostrado por otros autores
().

Los resultados anteriores indican que
el glutaraldehido: a) es soluble en el medio de
suspension  de nuestras preparaciones de
membrana, b) es especifico para entrecruzar
proteinas oligoméricas, ¢) que la reaccion se
completa en cineo minutos y que al parecer
solo tiene acceso a proteinas membranales
expuestas a la superficie. Las condiciones de
reaccion se resimen en la Tabla 11

Los entrecruzadores del tipo de las
carbodiimidas y los derivados del dcido
subérico requicten de ser solubilizados en
substancias que tienen efectos caotropicos
sobre membranas, por lo que los resultados
siempre tienen la duda de un efecto
inespiecifico dado por tales substancias. Por
otra parte, el tiempo de reaccion de los
entrecruzadotes mencionados, se completa
en 40 min. por lo que los hace pricticamente
inutilizables en fendmenos de transporte. Los
eventos de difusion en los sistemas de
vesiculas se saturan en un lapso de 10 min.
('), por lo tanto las propiedades del
glutaraldehido encontradas en este trabajo, lo
hacen un Buen candidato para estudios sobre
la organizacion estructural de las proteinas en
estas membranas, resultados que
ulteriormente pudieran tener importancia én
estudios de transporte a través de
membranas. :

El trabajo se realizt con los tecursos
obtenidos del donativo destinado al proyecto
PIBB-88-1 de la UAA. Bl autor agradece las
sugerencias metodoldgicas de los M en C
Fernando Jaramillo y Humberto Cuéllar, del
Centro Basico.
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Fig. 1 Pawones electroforéticos de proteinas de MBL en
geles de polincrilamida-SDS. A, B, C: muestras procedentes
de tres animales diferentes.
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Fig. 2 Tiempos de reaccion del glutaraldehido con proteinas
dE MBL.
A B G "

TABLA 1 1
EFECTO DEL GLUTARALDEHIDO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ¢g-GT DE
MEMBRANAS LUMINALES * DEL TUBULO PROXIMAL
T/min Control Glut. 50pug % de Inhib.
Ab 410 nm 3
1 0.310 + 0.08 0.259 1 0.02 16.7
3 0.293 + 0.02 0235 + 0.02 19.8 o -
'5 0.293 1 003 0.245 t Q.03 18.1 4 ¢
' 0.365 + 0.03 0.300 t 0.03 17.8 i
; -
* 100pg proteinas de membranas purificadas
Cada expetiencia es por quintuplicado
6

TABLA Il

CONDICIONES DE REACION DEL GLUTARALDEHIDO

A B

Glutaraldehido 0.5% 10wl

Medio B 15ul
Membranas luminales Sp g de proteina -1 20l
Temperatura 0-4°C

Tiempo I, 3y 5 min.
Término 3 min. a 94°C
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Fig. 3 Efecto del glutaraldehido sobre la Gliceraldehido 3-p
Dhasa, una proteina Oligomérica (3), en una mezcla con
albamina (1), ovoalbimina (2), Anhidrasa carbonica (4)
tripsindgeno (5) y el Inhibidor de tripsindgeno (6).

A —=sin y B con: glutaraldehido.



