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Resumen   

 

Los estudios realizados en la línea celular epitelial del riñón de perro Madin-

Darby (MDCK) mostraron que la ouabaína, el inhibidor especifico de la subunidad α 

de la Na+,K+-ATPasa, regula la adhesión celular y algunos procesos biológicos 

relacionados con la adhesión celular, tales como la migración. En esta Tesis 

Doctoral, demostramos que la ouabaína (10 nM) acelera la migración celular 

colectiva y repara las heridas en las monocapas de células MDCK cultivadas. La 

aceleración de la migración celular inducida por la ouabaína depende de la 

activación de la cascada de señalización cSrc-ERK1/2, ya que la migración celular 

es bloqueada mediante los inhibidores de especificos de dichas cinasas: PP2 y 

PD98059, respectivamente. La activación de la cascada de señalización cSrc-

ERK1/2 indujo la expresión y la activación de la metaloproteinasa-2 de matriz 

extracelular (MMP-2). La inhibición de la actividad de MMP usando el inhibidor 

genérico GM6001 o el potente inhibidor iMMP-2 impidió el efecto acelerador de la 

ouabaína. Del mismo modo, la inhibición de la cinasa de adhesión focal (FAK) 

mediante la transfección del péptido dominante negativo FRNK, bloqueó el efecto 

de la ouabaína. Estos resultados sugieren que la unión de la ouabaína a la Na+,K+-

ATPasa acelera la migración colectiva de las células MDCK, a través de la 

activación de la cascada de señalización cSrc-ERK1/2-FAK y promueve la 

expresión, secreción y la actividad de MMP-2.  
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Abstract 
 

Studies made in the Madin-Darby canine kidney (MDCK) epithelial cell line 

showed that ouabain, the specific inhibitor of the α subunit of the Na+,K+-ATPase 

regulates cell adhesion and cell-adhesion-related biological processes, such as 

migration. In this doctoral thesis, we demonstrated that 10 nM ouabain accelerates 

collective cell migration and heals wounds in cultured MDCK cell monolayers. 

Ouabain-dependent acceleration of cell migration depends on activation of the cSrc-

ERK1/2 signaling cascades, as it was prevented by the specific kinase inhibitors PP2 

and PD98059, respectively. Activation of the cSrc-ERK1/2 signaling pathway 

increased expression and activation of the extracellular matrix metalloproteinase-2 

(MMP-2). Inhibition of MMP activity using the generic inhibitor GM6001 or the 

specific iMMP-2 inhibitor, prevented the accelerative effect of ouabain. Likewise, 

inhibition of the Focal Adhesion Kinase (FAK) using the dominant negative peptide 

FRNK impaired the effect of ouabain. These results suggest that ouabain binding to 

the Na+,K+-ATPase accelerates collective migration of MDCK cells through 

activation of the cSrc-ERK1/2-FAK signaling cascade and promoting secretion and 

MMP-2 activity.    
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Introducción 
 

 La Ouabaína  

La ouabaína pertenece a la familia de los esteroides cardiotónicos, que son 

sustancias que ejercen un efecto inotrópico positivo sobre el miocardio. 

Estructuralmente, la ouabaína es una molécula que incluye un núcleo esteroideo, 

una lactona y un glucósido, que es una rhamnosa (Fig. 1). La ouabaína y otros 

esteroides cardiotónicos, también se conoce como digitálicos porque algunos de 

ellos suele purificarse de plantas como las del género Digitalis (Fig. 1) (Bagrov, 

Shapiro y Fedorova 2009). La ouabaína se extrajo inicialmente de los tallos del árbol 

africano Acokanthera ouabaio y es utilizado para la elaboración de las puntas de 

flechas envenenadas por comunidades somalíes (Loubatieres y Arnaud 1948). De 

hecho, la palabra somalí “ouabaio” significa veneno de flecha. Además de ser 

utilizados en armas, los extractos de plantas que contienen a los esteroides 

cardiotónicos se usan desde hace siglos para tratar exitosamente la insuficiencia 

cardiaca congestiva (Withering 1785). La dosis terapéutica de los esteroides 

cardiotónicos es muy estrecha, oscila entre 2-20 ng/ml, lo cual no impide que uno 

de ellos, la digoxina, continúe siendo una alternativa terapéutica en la arritmia 

cardiaca (Prassas y Diamandis 2008; Altamirano et al. 2006). 

Los esteroides cardiotónicos no solo son de origen vegetal, se ha demostrado 

la síntesis de estas sustancias en insectos, anfibios y mamíferos, incluyendo el 

humano (Hamlyn et al. 1991). También, se ha demostrado que la ouabaína se 

encuentra en el plasma, corteza suprarrenal, hipófisis e hipocampo de mamíferos 

(Doris 1996; Doris et al. 1996; Schoner 2002). Por ejemplo, estímulos con hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) y angiotensina II, de las células de la corteza suprarrenal 

cultivadas en medio definido, promueven la secreción de ouabaína al medio (Laredo 

et al. 1994). Por otra parte, pacientes con feocromocitoma, tumor de la glándula 

suprarrenal, presentan altas concentraciones de ouabaína plasmática (Nishimura, 

Masuda y Takahashi 1999). Estos hechos demuestran que las glándulas adrenales 

producen ouabaína y la liberan al plasma (Doris et al. 1996). 
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Figura 1. Estructura de la ouabaína. 

 

Los efectos fisiológicos conocidos de la ouabaina incluyen la proliferación e 

hipertrofia en cardiomiocitos (Kometiani 1998; Xie 1999); protección de células 

epiteliales de la muerte celular inducida por suero, mediante la inducción de ondas 

de Ca2+ citosólico y la translocación de factor de transcripción NFκB al núcleo 

(Aizman et al. 2001); el aumento de la viabilidad de ciertas líneas celulares (Dvela 

et al. 2012); y el aumento de la síntesis de glucógeno en células musculares (Kotova 

et al. 2006). El alto consumo de sal, promueve un aumento de la ouabaína en 

plasma, promoviendo un incremento en la presión arterial (Dvela et al. 2012; 

Fedorova et al. 2010) y natriuresis (Nesher et al. 2009). Durante el ejercicio, la 

ouabaína endógena aumenta rápida y transitoriamente, sugiriendo que participa en 

la regulación de ese fenómeno fisiológico (Antolovic et al. 2000; Bauer et al. 2005). 

La ouabaína, también promueve el rescate de las células epiteliales de apoptosis 

en ratones desnutridos durante el desarrollo del riñón (Li et al. 2010), mostrando así 

que es importante en el desarrollo.  

Los efectos físiológicos mencionados anteriormente, resultan de la interacción 

de la ouabaína con su receptor, la Na+,K+-ATPasa. 
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 La Na+,K+-ATPasa 

La Na+,K+-ATPasa, o bomba de sodio, es un transportador transmembranal de 

las células eucariotas superiores (Skou 1957) (Fig. 2), que mantiene el gradiente 

electroquímico transmembranal. Esta bomba, junto con las diferencias de 

permeabilidad iónica de la membrana, producen las diferencias en las 

concentraciones de Na+ y K+ que existe entre el interior y exterior celular, generando 

una energía potencial electroquímica necesaria para el transporte de diversas 

sustancias a través de la membrana plasmática, el control del volumen celular y el 

mantenimiento de la actividad eléctrica de las células excitables (Blanco y Mercer 

1998). La Na+,K+-ATPasa pertenece a la familia de las P-ATPasas, que se 

caracteriza porque sus miembros presentan DKTGTLT residuos conservados que 

se fosforilan transitoriamente durante el ciclo catalítico (Pedersen y Carafoli 1987; 

Kaplan 2002). 

 

Figura 2. Esquema de la Na+,K+-ATPasa. En azul se representa a la subunidad α, en rojo la 

subunidad β y en amarillo la subunidad γ. La ouabaína en naranja. 

La Na+,K+-ATPasa es un trímero proteínico constituido por las subunidades , 

 y  (Fig. 2). La  es la subunidad catalítica que está compuesta por 

aproximadamente 1000 residuos de aminoácidos, tiene una masa molecular de 
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aproximadamente 110 KDa, tiene 10 dominios transmembranales (representada en 

azul, Figura 2), tanto el extremo amino como el carboxilo son intracelulares, el 

primero incluye residuos de aspartato, se han identificado cuatro isoformas distintas 

que tienen una expresión tejido-específica (Kaplan 2002). Esta subunidad tiene los 

sitios de interacción con el Na+, K+, Mg+ y ATP involucrados en el transporte vectorial 

(Kaplan 2002; Cereijido, Contreras y Shoshani 2004; Blanco y Mercer 1998). La 

subunidad β es necesaria para el plegamiento correcto de la unidad completa, así 

como de la translocación a la membrana, mantenimiento y función en la membrana 

plasmática (Blanco y Mercer 1998). La subunidad β es también una molécula de 

adhesión en células epiteliales (Shoshani et al. 2005) y esta propiedad permite que 

las bombas se expresen específicamente en el dominio lateral, gracias a que el 

dominio extracelular de una β se adhiere directamente al de la célula vecina y se 

expresa de forma tejido-específica, estudios recientes sugieren que la ouabaína 

modula la expresión de la subunidad β1 en la membrana, promoviendo la adhesión 

celular (Padilla-Benavides et al. 2010; Cereijido et al. 2012; Vilchis-Nestor et al. 

2019). La subunidad    tiene una expresión tejido-específica y regula la actividad 

de la bomba (Béguin et al. 2001).  

 Interacción de la subunidad  con la ouabaína 

La subunidad α, además de tener la función catalítica, es el receptor a 

esteroides cardiotónicos, principalmente la ouabaína (Rossi et al. 1982; Blanco y 

Mercer 1998). Esta substancia accede a su sitio de unión en la subunidad α desde 

el lado extracelular y se inserta en el dominio transmembranal de la proteína (Fig. 

3) (Ogawa et al. 2009). Los esteroides cardiotónicos, en general, se unen a la 

subunidad α con una selectividad y afinidad que dependen tanto de la isoforma α 

involucrada, como del tipo de esteroide estudiado (Fedorova et al. 2010, Blanco y 

Mercer 1998). 

Mientras que las altas concentraciones de ouabaína inhiben el bombeo de 

iones (Schatzmann 1953), concentraciones no saturantes revelaron que la 

subunidad α se asocia con proteínas transductoras y activa varias vías de 

señalización intracelular. Entre estas, se activa la cinasa oncogénica cSrc, que 
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transactiva al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), promoviendo 

la activación de las cinasas reguladas extracelulares 1/2 (ERK1/2), que induce la 

proliferación celular, la hipertrofia y la comunicación celular (Liu et al. 2000; Wang 

et al. 2004), mientras que la asociación de la subunidad α al receptor de inositol 

trifosfato (IP3R) induce cambios cíclicos en la concentración del Ca2+ citosólico, la 

translocación de NFκB al núcleo y la sobrevivencia celular (Aizman et al. 2001; 

Zhang, Wang y Chen 2006; Yuan et al. 2005).     

 

 

Figura 3. Cristal de la Na+,K+-ATPasa unida a la ouabaína. (A) estructura de alambre de la 

Na+,K+-ATPasa. N es el dominio de unión a nucleótidos, P es el de fosforilación, β señala los 

dominios transmembranal y extracelular de la subunidad β, M membrana plasmática, M1-5 dominios 

transmembranales de la subunidad α, FDXY es la subunidad, OBN ouabaína. (B) acercamiento del 

sitio de unión de la ouabaína con la hormona representada con la estructura de alambre y la nube 

de electrones (malla violeta). (C) estructura de líneas de la ouabaína con sus distintos componentes. 

(Ogawa et al. 2009). 



8 

 

La activación de estas rutas en ocasiones es independiente de la actividad de 

la bomba (Akimova et al. 2006; Contreras et al. 2004; Oweis et al. 2006). De hecho, 

las funciones de bombeo y señalización se pueden disecar. Una mutación que 

reduce el tamaño de las cadenas laterales de los aminoácidos que componen el 

sitio de la Na+,K+-ATPasa que une a cSrc, impide que la ouabaína active a ERK1/2 

sin alterar la actividad de transporte (Ye et al. 2013). Al activar rutas de señalización, 

la Na+,K+-ATPasa modifica el estado diferenciado, la proliferación celular, así como 

el transporte de sustancias transmembranal y transepitelial (Tian et al. 2006; 

Contreras et al. 2006). La incubación de células epiteliales con ouabaína, induce la 

endocitosis de la Na+,K+-ATPasa (Contreras et al. 2004; Larre et al. 2006; Liu et al. 

2004) y del transportador Na+/H+ (Oweis et al. 2006), disminuyendo así el transporte 

transepitelial de Na+ (Cai et al. 2008). 

 

Figura 4. Bloqueo de la bomba de sodio por concentraciones saturantes de ouabaína. 

La exposición de las células epiteliales a concentraciones saturantes de ouabaína, promueven la 

inhibición catalítica de la bomba, y una cascada de señalización que involucra la activación de Src y 

ERR1/2, que promueve la inhibición de la proteína RhoA, generando la endocitosis de las proteínas 

de unión célula-célula y célula-sustrato, lo que lleva al despegue y muerte celular.  

En las células de riñón de perro Madin-Darby (MDCK), la ouabaína a una 

concentración de 10 nM, fortalece las uniones estrechas (Larre et al. 2010). Sin 

embargo, una concentración saturante de ouabaína, ≥ 300 nM, induce endocitosis 

y degradación de la adhesión célula-célula y célula-sustrato, y como consecuencia, 

el despegue y la muerte de las células epiteliales a través de la activación de la vía 
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de señalización EGFR-cSrc-ERK1/2 (Orlov et al. 1999; Contreras et al. 1999; 

Rincon-Heredia et al. 2014) (Fig. 4). 

 Na+,K+-ATPasa, ouabaína y adhesión celular  

Adicionalmente, el mecanismo mediante el cual la Na+,K+-ATPasa participa en 

la adhesión celular y el mantenimiento de la integridad epitelial, depende también 

de la subunidad β. Esta subunidad es necesaria para la formación de uniones 

estrechas (Rajasekaran et al. 2001), uniones adherentes (Vagin et al. 2006) y es 

una molécula de adhesión en células gliales y epiteliales (Gloor et al. 1990; 

Shoshani et al. 2005). El dominio extracelular de la subunidad β interactúa con un 

dominio idéntico en la membrana plasmática de las células vecinas, lo que 

contribuye a mantener el Na+,K+-ATPasa en la membrana lateral (Padilla-Benavides 

et al. 2010; Contreras et al. 1995; Cereijido et al. 2012; Shoshani et al. 2005). Las 

interacciones homotípicas mediadas por la subunidad β dependen del estado de 

glicosilación de la proteína y de una región extracelular ácida de 10 residuos 

(Tokhtaeva et al. 2012).  

La expresión de la subunidad γ de la bomba de sodio, correlaciona con la 

regulación negativa de la E-cadherina, lo que disminuye la adhesión celular y 

promueve metástasis. Evidencias experimentales han mostrado que la subunidad γ 

esta sobreexpresada en células cancerígenas (Tokhtaeva et al. 2016).  

Experimentos en modelos in vitro de células epiteliales cultivadas, han 

mostrado que la interacción de la subunidad  con la ouabaína, a concentraciones 

cercanas a los niveles fisiológicos (10 nM), induce la expresión de moléculas de 

adhesión. Por ejemplo, la ouabaína favorece la síntesis de claudinas, proteínas 

transmembranales que componen las uniones estrechas y modulan el grado de 

sellado de la unión (Larre y Cereijido 2010) (Fig. 5). También induce la translocación 

de la β-catenina al núcleo en las células MDCK (Contreras et al. 2004), esta proteína 

citoplásmica, además de participar en la adhesión celular (Fig. 5), es un componente 

crucial de la ruta de señalización de WNT, que promueve la supervivencia celular 

(Conacci-Sorrell et al. 2002). Además, concentraciones nM de ouabaína, inducen 
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también la expresión de las conexinas 32 y 43 en la membrana plasmática de 

células epiteliales y, en consecuencia, aumenta la comunicación intercelular 

mediada por uniones comunicantes (Larre et al. 2006; Cereijido et al. 2012; Ponce 

et al. 2016) (Fig. 5). 

 

Figura 5. La ouabaína regula las uniones célula-célula. Cuando la bomba une ouabaína, 

se activan las rutas de señalización como cSrc-ERK1/2 y -catenina (-CAT), que a su vez, modulan 

distintos elementos de la adhesión celular como uniones estrechas (claudinas 1, 2 y 4, círculos rojo, 

verde y morado, respectivamente), uniones adherentes (E-CADH,) y uniones comunicantes 

(conexinas). La ouabaína es representada como anillos rojos y la bomba como silueta morada y 

verde. 

Actualmente, la ouabaína es considerada una hormona esteroidea de la 

corteza suprarrenal y el hipotálamo (Schoner 2002), y la información previamente 

descrita, sugiere que puede regular la adhesión celular (Contreras et al. 2006; 

Cereijido et al. 2012), por lo tanto, es posible que también module los procesos 

biológicos tales como la proliferación, diferenciación, comunicación, polaridad y 

migración celular. Es aceptado que las uniones estrechas, comunicantes y al 
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substrato se modifican con la ouabaína (Larre et al. 2006; Larre y Cereijido 2010; 

Cereijido et al. 2012; Contreras et al. 2006; Rincon-Heredia et al. 2013). También 

se sabe que la ouabaína regula el proceso de polaridad en la línea celular de riñón 

de perro MDCK, pues acelera expansiones celulares filiformes, es decir,  el 

desarrollo del cilio mayor e induce un incremento en su longitud, esta estructura es 

considerada una característica importante de la polaridad (Larre et al. 2011) (Fig. 

5). Por otro lado, la ouabaína y la marinobufagenina, otro esteroide cardiotónico, 

también regulan la interacción de las células con el sustrato, ya que aumentan la 

producción de colágena en fibroblastos y favorecen la cicatrización en la piel del 

ratón (El-Okdi et al. 2008). En células MDCK, la ouabaína a 10 nM acelera la 

migración celular (Cuellar 2007) (Fig. 6). 

 

Figura 6. La migración de las células MDCK aumenta con la ouabaína. Usando el modelo 

de reparación de herida en células MDCK cultivadas, se hicieron heridas a monocapas confluentes, 

se incubaron 1 h con 4 μg/ml de mitomicina, para inhibir la proliferación celular, y se registró el 

tamaño de la herida al tiempo 0. Posteriormente, se incubaron 5 h con ouabaína y se fotografiaron 

de nuevo para calcular la distancia migrada. Control (círculos blancos) o con 5 (círculos rosas) o 10 

nM (Círculos rojos) de ouabaína en el medio. n= a seis experimentos independientes. (Cuellar 2007). 
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 La Migración Celular Colectiva 

La migración celular colectiva es la movilización coordinada de grupos de 

células bajo la guía de una o varias células líderes (Scarpa y Mayor 2016; Ridley et 

al. 2003). Juega un papel fundamental durante el desarrollo normal y la metástasis 

(Vedula et al. 2013) (Fig. 7).  

 

Figura 7. Migración celular colectiva. A. La locomoción de las células en una monocapa 

altamente densa están sujetas a la inhibición por contacto, todas las células son inhibidas 

simétricamente, lo que resulta en poca migración. B. La disponibilidad de un espacio libre para 

migrar, rompe la simetría y polariza las células posteriores al borde de migración. Esto supera las 

señales inhibitorias y promueve la motilidad celular. C. Las células en movimiento que se encuentran 

en el frente de migración, ejercen fuerzas atractoras sobre sus vecinas, que, a su vez, coordinan su 

movimiento. D. Promoviendo un movimiento celular coordinado (Vedula et al. 2013).  
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En general, la migración celular es un proceso en el que una célula responde 

a un estímulo formando y/o ampliando protuberancias localizadas específicamente 

en la porción de la membrana que se orienta hacia el frente migratorio (Vedula et 

al. 2013). Estas protuberancias membranales pueden ser lamelipodios, que son 

grandes y laminares, y/o filopodios, de forma digitiforme (Vedula et al. 2013). Su 

formación y función es impulsada por la polimerización de actina y se estabilizan 

adhiriéndose a la matriz extracelular (MEC) o células adyacentes, a través de 

receptores transmembranales que inducen la formación de complejos de adhesión 

asociados al citoesqueleto (Vedula et al. 2013). En medios constituidos por mallas 

tridimensionales de colagena, las células también pueden avanzar por movimiento 

ameboideo, con protrusiones esféricas o “ámpulas”, por su nombre en inglés “blebs” 

(Charras et al. 2008). Sobre superficies duras, las células, individualmente o en 

grupos, avanzan formando adhesiones en el frente de migración y desmontándolas 

en la parte trasera de las células (Lauffenburger y Horwitz 1996). 

La migración celular requiere la formación cíclica y el ensamble y desensamble 

de las adhesiones focales, que son complejos de proteínas integrales y asociadas 

a la membrana, como las integrinas, que unen la célula a la matriz extracelular 

(ECM) y la cinasa de adhesión focal (FAK), también fundamental en este proceso 

(Burridge y Chrzanowska-Wodnicka 1996).  

Una de las primeras proteínas de señalización reclutadas en la adhesión focal es 

FAK, una tirosina quinasa no receptora que une talina y paxillin, a través de su 

focalización en su dominio C-terminal, FAK es una proteína que desencadena la 

respuesta celular a la MEC, actuando como un integrador de la señalización 

(Mousson et al. 2018). En general, la fosforilación de FAK en el residuo de Y397 

crea un sitio de unión para el dominio SH2 de cSrc, Dentro de este complejo, cSrc 

fosforila a FAK en los residios Y576 y Y577, creando una conformación abierta de 

FAK que funciona como un andamiaje y promueve el reclutamiento de más 

proteínas al complejo, como vinculina, paxilina, talina entre otras (Mousson et al. 

2018). El reclutamiento de proteínas en las adhesiones focales, es importante para 

poder generar un cambio más dinámico de la polimerización de actina, a través del 
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cual se genera la fuerza de tracción necesaria para mover a la célula y al conjunto 

celular que forma la monocapa en dirección a la migración (Vedula et al. 2013) (Fig. 

8). 

 

 

Figura 8. Participación de las adhesiones focales en la migración celular colectiva. Para 

generar fuerza para el movimiento celular y las elongaciones de la membrana durante la migración, 

es necesario la interacción del citoesqueleto con la matriz extracelular (MEC). Las adhesiones 

focales están encargadas de dichos procesos, y son un conjunto dinámico de proteínas que 

transmiten señales del exterior al interior celular y viceversa, debido a que este macrocomplejo de 

proteínas conecta el citoesqueleto con la MEC. El cambio conformacional constante de las 

Integrinas, en las células en movimiento, genera el reclutamiento, fosforilación y activación de las 

cinasas FAK y cSrc (Mousson et al. 2018).  

Una parte esencial de la migración celular es la MEC, que está compuesta por 

una gran cantidad de fibras proteicas, proteoglicanos y proteínas asociadas a la 

matriz (Mouw y Weaver 2014). Las modificaciones postraduccionales y la 

composición bioquímica y biomecánica de la MEC están reguladas dinámicamente, 

a través de receptores transmembranales especializados que incluyen a las 

integrinas, que una vez activados, reconocen motivos específicos dentro de la MEC, 

induciendo cambios conformacionales en el complejo proteico de las adhesiones 
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focales y posteriormente, activan la señalización para influir en la migración celular 

colectiva (Kai et al. 2019). 

Adicionalmente, las células regulan la composición de la ECM al secretar 

metaloproteinasas de matriz dependientes de Zn2 + (MMPs) en respuesta a 

factores de crecimiento, hormonas y citoquinas (Page-McCaw et al. 2007; Duarte et 

al. 2015; Ra y Parks 2007).  

 Las metaloproteasas en la migración celular  

Las MMPs regulan la migración celular, la remodelación de tejidos, la 

cicatrización de heridas, la angiogénesis y desempeñan un papel en la artritis, el 

cáncer y la ulceración de tejidos (Vargová et al. 2012). Estas proteasas son 

dependientes de Zn2+ y Ca2+ y pueden ser solubles (MMPs) o de membrana (MT-

MMPs). Según el sustrato que degraden, reciben los nombres de gelatinasas, 

colagenasas, matrilasas, entre otras (Fig. 9). 

 

Figura 9. Estructura de la familia de metaloproteasas. En verde se representa la secuencia 

señalizadora; en marrón el propéptido: el rectángulo naranja es el sitio catalítico de unión al Zn2; y 

los círculos naranjas representan el dominio de hemopexinas.  

Las MMPs se sintetizan como zimógenos inactivos en estado latente (pro-

MMPs), debido a que el prodominio enmascara el sitio activo al prevenir la 

hidratación del ión Zn2+, una vez secretadas las MMPS, se hidrata el sitio activo del 
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prodominio y se activan (Sternlicht y Werb 2001). La activación de las MMPs se da 

en respuesta a estímulos como son los factores de crecimiento, las hormonas, las 

citosinas y sus inhibidores específicos (TIPMs) (Visse y Nagase 2003; Sternlicht y 

Werb 2001) (Fig. 10). Rara vez la actividad aumenta por síntesis de nuevas MMPs 

(Borkakoti 2004).  

 

Figura 10. Mecanismo de activación de la pro-MMP-2 mediada por MT1-MMPy TIMP-2. 

En gris se representa a la colágena y en flechas rojas a la laminina, blancos de degradación de las 

MMPs activas (círculos verdes, amarillos y naranjas). El cuadro de la derecha, representa la 

activación dela MMP-2: MT1-MMP se dimeriza y TIMP2 sirve de andamio para unir a la MMP-2 y 

poder así activar a la MMP-2.  

La MMP-2 es una gelatinasa involucrada en la migración de las células 

epiteliales, fibroblastos y del sistema inmune (Giannelli et al. 1997), promoviendo 

los cambios estructurales en la MEC, necesarios para la remodelación de tejidos y 

la invasión celular. Por ejemplo la MMP-2 corta a la laminina-5, dejando descubierto 

un sitio pro-migratorio que promueve la motilidad en células de epiteliales de mama 

(Giannelli et al. 1997). La MMP-2 (gelatinasa A) y la MMP-9 (gelatinasa B) degradan 

fácilmente el colágeno y la gelatina, la estructuras de estas enzimas tienen tres 

repetidos de dominios fibronectina insertados en el dominio catalítico en el cual se 

encuentra el Zn, que se une a la gelatina, a las colágenas y las lamininas (Fig. 9C) 

(Visse y Nagase 2003). La pro-MMP-2 es activada en la superficie celular y es 
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mediada por la MT-MMPs, entre ellas se encuentra la MT1-MMP, MT3-MMP, MT5-

MMP y MT6-MMP (Fig. 9B). La activación de la pro-MMP-2 mediada por la MT1-

MMP requiere de la asociación de TIMP-2 a ésta, inhibiendo su actividad (Visse y 

Nagase 2003). La MT1-MMP puede formar dímeros o multímeros en la superficie 

celular a través de la interacción de los dominios hemopexina e unir a TIMP-2. 

Posteriormente la pro-MMP-2 se une al dominio C–terminal de TIMP-2 a través de 

su dominio de hemopexina, permitiendo que la MT1-MMP vecina hidrolice a la 

MMP-2, liberándose de la membrana en su forma activa (Visse y Nagase 2003) (Fig. 

10). La MMP-2 activa, han sido implicada en el control de del procesamiento de 

factores de crecimiento que se encuentran en la membrana plasmática, 

promoviendo la transactivación de los receptores a factores de crecimiento, 

promoviendo procesos como la migración celular, el desarrollo muscular, la 

fertilización y diferenciación celular (Roelle et al. 2003). 
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Planteamiento del problema  
 

¿Cuál es el mecanismo mediante el cual la ouabaína promueve la migración 

colectiva de las células MDCK? 

Hipótesis  
 

   La ouabaína estimula la migración de células epiteliales a través de la 

Na+,K+-ATPasa-cSrc-ERK1/2, promoviendo la activación de FAK y aumentando la 

secreción y activación de la MMP-2. 

Objetivo General  
 

   Investigar el mecanismo por el que la ouabaína promueve la migración 

colectiva de las células MDCK. 

Objetivos Particulares  
 

1. Evaluar si cSrc y ERK1/2 participan en la migración colectiva de las células 

MDCK inducida por ouabaína. 

2. Investigar si FAK participa en la migración colectiva de las células MDCK inducida 

por ouabaína. 

3. Examinar la participación de las MMPS en la migración colectiva de las células 

MDCK inducida por ouabaína. 

4. Identificar cual gelatinasa participa en la migración colectiva de las células MDCK 

inducida por ouabaína. 

5. Analizar si la secreción y activación de la MMP-2 participa en la migración 

colectiva de las células MDCK inducida por ouabaína. 

6. Averiguar si cSrc y ERK1/2 participan en la secreción y activación de la MMP-2 

inducida por ouabaína.  
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Métodos 
 

 Cultivo de células MDCK 

Las células MDCK se sembraron en placas de Petri (Corning Costar) a 70% 

de densidad y se incubaron 24 h a 37 °C en una atmósfera de CO2 al 5 % en medio 

de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Life Technologies) suplementado con 

penicilina (10.000 unidades/ml), estreptomicina (10 mg/ml, in vitro) y 10 % de suero 

bovino fetal (FBS) suplementado con hierro (Life Technologies). En preparación 

para los experimentos, las células se privaron de suero, incubándolas durante 20 h 

en DMEM complementado con penicilina (10.000 U/ml) y estreptomicina (10 mg/ml). 

 Ensayo de Migración Celular 

Las monocapas confluentes de MDCK, depletadas de suero, se incubaron 

durante 1 h con 4 mg/ml de mitomicina C para inhibir la proliferación celular, y en 

presencia o ausencia de cada uno de los siguientes inhibidores: GM6001 (N - [(2R) 

2- (hidroxamidocarbonilmetil) -4-metilpentanoil] l-triptófano metilamida), inhibidor 

genérico de MMPs (Sigma-Aldrich); PP2 (4-amino-5- (4-clorofenil) -7 (dimetiletil) 

pirazolo [3,4-d] pirimidina), inhibidor de cSrc (Merck); PD98059 (2'-amino-3'-

metoxiflavona), inhibidor de la quinasa MEK1/2 que afecta la activación de ERK1/2 

(Merck); y iMMP-2 ((2R) - [(4-bifenililsulfonil) amino] N-hidroxi-3-fenilpropionamida), 

inhibidor específico de MMP-2 (Merck). La mitomicina C bloquea la proliferación, es 

un anticarcinógeno usado contra el glaucoma que entrecruza guaninas contiguas 

frenando así la replicación y la proliferación (Mao et al. 199). PP2 inhibe a cSrc, al 

unirse a un área de la molécula que no se superpone con el dominio de unión a ATP 

(Hanke et al.1996). PD98059 es un inhibidor potente y selectivo de las MAP cinasas 

cinasas (MAPKK), MEK1 y MEK2 (Alessi et al.1995). Se une a la forma inactiva de 

MAPKK y evita la activación por parte de activadores ascendentes como cRaf. El 

GM6001 inhibe a las MMPs porque su estado aniónico del grupo ácido hidroxámico 

forma un complejo bidentado con el sitio activo de Zn2+ (Santiskulvong et al.2003). 
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Se usó una punta de pipeta de 1 ml esterilizada para generar heridas a través 

de la monocapa de las células MDCK, y los residuos se lavaron con PBS. Después, 

las monocapas se incubaron, con 10 nM de ouabina durante 5 h. La parte inferior 

de la placa se marcó como referencia y el mismo campo de las monocapas se 

fotografió inmediatamente después de practicar la herida (tiempo = 0 h) y 5 h 

después de la incubación con ouabaína (t = 5 h), se analizaron 18 imágenes por 

placa. La distancia entre los bordes de la herida se midió en el momento 0 y a las 5 

h, y la distancia migrada reportada en las figuras, corresponde a la diferencia entre 

estos dos. Las distancias entre los bordes de cada imagen se calcularon a partir del 

área libre de células dividida por la altura de la imagen, utilizando el software ImageJ 

y la herramienta de coherencia de cicatrización de heridas MRI (Schneider et al. 

2012). 

 Actividad de MMPs: Zimograma en Gelatina 

Se colectaron los medios de cultivo de células MDCK usadas en el ensayo de 

migración celular a las 5 h, descritas anteriormente. Las muestras de proteínas se 

precipitaron con ácido sulfosalicílico al 3% y la actividad proteolítica de las MMPs 

se analizó en geles de gelatina-sustrato como se describió anteriormente (Charvat 

et al. 1998; Heussen y Dowdle 1980). Brevemente, 30 µg de proteína no 

desnaturalizadas, se mezclaron con solución amortiguadora de muestra no 

desnaturalizante (SDS al 2.5%, sacarosa al 1% y rojo de fenol al 4%) y se separaron 

en geles de poliacrilamida al 8 % co-polimerizados con gelatina (1 mg/ml). La 

electroforesis se realizó a 72 V durante 2 h. Los geles se enjuagaron dos veces en 

Triton X-100 al 2.5 % para eliminar el SDS y luego se incubaron en el buffer de 

ensayo (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 y 5 mM CaCl2) a 37 ° C durante 48 h. Los geles se 

fijaron y se tiñeron con Azul de Coomassie Brillante, G-250, al 0.25% en ácido 

acético al 10% y metanol al 30% (Cortes-Reynosa et al. 2008). Los geles se pasaron 

a imágenes por medio de un escáner.  
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 Expresión de Proteínas: Western blot 

Las células MDCK con heridas, incubadas 5 h en diferentes condiciones 

indicadas en las figuras, se lavaron dos veces con PBS frío, suplementado con 1.8 

mM Ca2+ y posteriormente se incubaron durante la noche a -20 °C con solución 

amortiguadora de lisis (Tris 20 mM pH 7.0, 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 30 mM NaF, 

40 mM β-glicerofosfato, 1 mM Na3VO4, 3 mM benzamidina, 0,5% Nonidet P-40, 

Sigma-Aldrich) complementado con inhibidor de proteasa completo (Roche Applied 

Science). Los extractos celulares se almacenaron a -20 ºC hasta su uso.  

Los extractos se descongelaron y pasaron 10 veces a través de una aguja de 

calibre 21. El contenido total de proteínas se cuantificó utilizando el ensayo BCA 

siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo Fisher Scientific). Las muestras 

se diluyeron en buffer de muestra Laemmli, se resolvieron mediante SDS-PAGE al 

10% y se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, BioRad). 

Las membranas se incubaron con un anticuerpo policlonal de conejo anti-MMP-2 

(Santa Cruz Biotechnologies) durante 2 h a 37 °C seguido de un anticuerpo 

secundario de cabra anti-conejo IgG (H + L) acoplado a HRP (Thermo Fisher 

Scientific). Las bandas se revelaron con el reactivo de detección de transferencia 

Western Prime de ECL (General Electric Company). Los análisis densitométricos se 

realizaron utilizando el software ImageJ. 

 Transfección celular 

Las células MDCK sembradas al 80 % de confluencia, fueron transfectadas 

usando Lipofectamina 2000, según las instrucciones del fabricante (Thermo Fisher 

Scientific). Las células se transfectaron con 2.5 µg/ml de vector de expresión 

pFLAG-CMVtm-2, que contiene el dominio no-cinasa relacionado con FAK humana 

(FRNK, por sus siglas en inglés), que consiste en el dominio FAT C-terminal de FAK, 

un fragmento que actúa como un regulador dominante negativo de la actividad de 

cinasa de FAK (Heidkamp et al. 2002; Koshman et al. 2010). Después de 5 h en la 

mezcla de transfección, las monocapas se lavaron y se incubaron en DMEM 

complementado con FBS al 10% durante 20 h. Antes de comenzar los ensayos de 
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migración, las monocapas se cultivaron durante 20 horas adicionales en medio sin 

suero. 

 Análisis Estadístico 

La significancia estadística se calculó utilizando pruebas t no pareadas o 

análisis de varianza de una vía (ANOVA), seguido de pruebas de comparación 

múltiple de Bonferroni, utilizando Prism 5 (software GraphPad). Los asteriscos 

representan: * p>0.05; ** p<0,01; y *** p<0.001. Para la distancia migrada, los datos 

experimentales se normalizaron multiplicándolos por un factor que consiste en el 

promedio total de todas las mediciones de control, dividido por el promedio de los 

controles correspondientes. 
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Resultados  
 

1. La ouabaína acelera la reparación de heridas  

La Na+,K+-ATPasa, como receptor de la ouabaína, desencadena vías de 

señalización que promueven cambios en la adhesión célula-célula y célula-sustrato 

(Contreras et al. 1999, 2004; Rincon-Heredia et al. 2014). En este trabajo, 

investigamos el efecto de una concentración fisiológica de ouabaína en la migración 

de células MDCK, utilizando un ensayo clásico de cicatrización de heridas.  

 

Figura 11. La ouabaína acelera la reparación de heridas. Las imágenes A-D, son 

representativas de microscopía de luz del ensayo de reparación de heridas con células MDCK. A y 

B, son heridas de monocapas de MDCK a las 0 h. C y D, muestran los mismos campos después de 

5 h con y sin 10 nM de ouabaína. E, es la cuantificación de la distancia migrada de células MDCK 

durante el tratamiento con ouabaína. La caja blanca representa las células control; la caja azul son 

las células incubadas con 10 nM de ouabaína. *** p <0,001, prueba de t no pareada de dos colas. 

Este ensayo consiste en rasgar una monocapa de células confluentes y medir 

el grado de cierre de la herida en un marco de tiempo determinado. Las imágenes, 

representativas de microscopía de luz de campo amplio, mostraron el tamaño de la 

herida inmediatamente después de realizarse (Fig. 11A,B), y 5 h más tarde en las 

condiciones de control (Fig. 11C) o tratadas con ouabaína (Fig. 11D). Encontramos 

que 10 nM ouabaína aceleró la migración colectiva de las monocapas de células 
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MDCK. La medición de 19 experimentos independientes mostró que la distancia de 

las células MDCK tratadas con ouabaína aumentó significativamente en 

comparación con las células de control (Fig. 11E). 

2. La ouabaína acelera la repararción de heridas a través de cSrc y ERK1/2 

Nuestro grupo ha reportado, que la ouabaína afecta la adhesión celular y la 

polaridad a través de una vía de señalización intracelular que incluye a las cinasas 

cSrc y ERK1/2 (Cereijido et al. 2012). Nuestra hipótesis es que estas cinasas 

también pueden regular la migración de células MDCK tras la estimulación con 

ouabaína. Por lo tanto, probamos el efecto del PP2, un inhibidor de cSrc, y el 

PD98059, un inhibidor de MEK1/2, que impide la activación de ERK1/2, sobre el 

efecto inducido por la ouabaína en la migración colectiva de células MDCK. La figura 

12 muestra imágenes representativas de microscopía de luz de células MDCK 

cultivadas en condiciones de control (Fig. 12A) y también tratadas con 10 nM de 

ouabaína (Fig. 12B). La adición de 10 µM de PP2 a los medios de cultivo (Fig. 

12C,D) y de 25 µM de PD98059 (Fig. 12E,F) bloqueó el efecto de 10 nM de 

ouabaína en la migración celular.  La medida de la distancia migrada de cuatro 

réplicas biológicas independientes (Fig. 12G), confirmó que la inhibición de las 

cinasas cSrc y ERK1/2, impiden el efecto de la ouabaína observado en la migración 

colectiva de células MDCK, lo que demuestra la participación de la activación de 

cSrc y ERK1/2 en este proceso. Las imágenes presentadas en la figura 12H, son 

western blots representativos que demuestran que la ouabaína activó a cSrc y 

ERK1/2, y que PP2 y PD98059 bloquearon esta activación, como se había mostrado 

anteriormente (Rincon-Heredia et al. 2014). 
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Figura 12. La ouabaína acelera la cicatrización de heridas a través de cSrc y ERK1/2. 

Las imágenes son representativas de microscopía de luz del ensayo de reparación de heridas con 

las células MDCK. Las monocapas de MDCK heridas se incubaron 5 h (A) sin o (B) con 10 nM 

ouabaína, con o sin un inhibidor de cSrc (C,D; PP2 10 µM) o ERK1 / 2 (E,F; PD98059 de 25 μM) 

durante 5 h. Los inhibidores se añadieron a los medios de cultivo 1 h antes de la ouabaína. G, El 

gráfico muestra el análisis estadístico de la distancia que las células MDCK migraron colectivamente 

durante el ensayo de cicatrización de heridas. Las cajas blancas representan células de control; Las 

cajas azules son las células incubadas con ouabaina. H, Imágenes representativas de western blots 

de extractos de células enteras con anticuerpos contra el total (tcSrc, 60 KDa) o fosforilado (pcSrc) 

cSrc, o total (tERK1/2, 42 y bandas de 44 KDa) o fosforilado (pERK1/2) ERK1/2. * p <0.05, prueba 

ANOVA, Bonferroni. 

3. El aumento de la migración inducido por la ouabaína requiere la 

activación de FAK 

La migración celular colectiva requiere de una unión más laxa en la adhesión 

célula-célula de la región cercana a la herida, el ensamblaje y desmontaje cíclico de 

las adherencias focales y la activación de FAK, una cinasa que participa en ambos 

procesos (Bjerke et al. 2014). Estos hechos nos llevaron a investigar si FAK es 

necesaria para la inducción del efecto de la ouabaína en la migración colectiva de 

células MDCK. Para probar esta posibilidad, expresamos el péptido dominante 
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negativo FRNK, en las células MDCK (Heidkamp et al. 2002; Koshman et al. 2010), 

y realizamos ensayos de reparación de herida. La figura 13 muestra imágenes 

representativas de microscopía de luz de células MDCK, cultivadas en condiciones 

control (Fig. 13A,C) y también tratadas con ouabaína 10 nM (Fig. 13B,D), que 

muestra la reparación de la herida que produce la ouabaína. La expresión del FRNK 

transfectado (Fig. 13C,D), no altera la herida del control, pero bloquea el efecto del 

cierre impuesto por la ouabaína (Fig. 13D), produciendo distancias de migración 

similares a las de las células control. Como se esperaba, las células transfectadas 

con el fragmento FRNK expresaron el péptido dominante negativo, como se muestra 

en un western blot representativo en la figura 13E, pero no así las células que se 

transfectaron con el vector vacío.   

 

Figura 13. El aumento de la migración inducido por la ouabaína requiere la activación 

de FAK. Imágenes representativas, obtenidas por microscopía de luz, de monocapas de MDCK 

transfectadas sin (A, B) o con (C, D) un plásmido que codifica FRNK, una secuencia negativa 

dominante de FAK. A las 24 h después, las monocapas se incubaron durante 5 h sin (A,C) o con 

(B,D) 10 nM de ouabaína. E, imágenes de electrotranferencia e inmunodetección representativas 

que muestran la expresión de FRNK y de actina de las monocapas de MDCK. F, muestra la 

cuantificación de la distancia migrada de las células MDCK tras la incubación de ouabaína. Las cajas 

blancas representan células control; Las cajas azules son las células incubadas con ouabaína. * 

p<0.05, prueba ANOVA, Bonferroni. 
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La distancia migrada de las células MDCK que expresan el FRNK fue 

estadísticamente idéntica a la de las células control y confirmó que la inhibición de 

FAK, con la expresión del FRNK, impidió el efecto de la ouabaína en la migración 

colectiva de células MDCK (Fig. 13F). 

4. La migración inducida por ouabaína depende de las MMPs  

Otro mecanismo bien conocido para la inducción de la migración celular 

consiste en la secreción de MMPs que modifican la MEC o eliminan o liberan 

péptidos, como el HB-EGF, a partir de sus precursores membranales o de sus 

almacenes en la MEC, que provocan una migración celular más rápida (Lu et al. 

2011; Mifune et al. 2005). Nos preguntamos si las concentraciones fisiológicas (10 

nM) de ouabaína, también pueden inducir la activación de las MMPs para acelerar 

la migración. Para probar esta hipótesis, utilizamos el inhibidor genérico de MMPs, 

GM6001, en el ensayo de reparación de heridas.  

 

Figura 14. La migración inducida por ouabaína depende de las MMPs. A-D, son imágenes 

representativas de microscopía de luz de células MDCK durante un ensayo de reparación de heridas. 

Las monocapas de células se incubaron 5 h sin (A,C) o con (B,D) 10 nM de ouabaína, C y D con 25 

µM de GM6001, inhibidor genérico de las MMPs. El GM6001 se añadió 1 h antes de la ouabaína. E, 

representa la medición de la distancia migrada de las células MDCK después de los tratamientos. 

Las cajas blancas representan células control; las cajas azules son las células incubadas con 

ouabaína. * p<0.05, prueba ANOVA, Bonferroni. 



28 

 

Las imágenes de la figura 14 (A,C) son representativas de microscopía de luz 

de las células MDCK de control y tratadas con GM6001 tratadas, las cuales no 

mostraron diferencias cuando las células se cultivaron en ausencia de ouabaína. 

Sin embargo, cuando se añadió el inhibidor a los medios de cultivo en presencia de 

la ouabaína, se eliminó el efecto de la hormona en la reparación de las heridas (Fig. 

14D) en comparación con las células tratadas solo con ouabaína (Fig. 14B), según 

lo confirma el análisis estadístico. Estos datos sugieren que las un mecanismo 

potencial mediante el cual la ouabaína induce la migración celular es la activación 

de MMPs. 

5. La migración inducida por ouabaína promueve la secreción de la MMP-2  

A continuación investigamos cual MMP podría estar involucrada en la 

migración celular. Por la facilidad de estudiarlas, restringimos el análisis a las MMP 

secretadas con actividad gelatinolítica en los medios de cultivo de monocapas de 

células MDCK. Esta actividad en particular, resulta de la activación de la MMP-2 y 

la MMP-9, según lo detectado por la actividad gelatinolítica de bandas ubicadas 

entre 72 y 63 KDa (MMP-2) y 93 KDa (MMP-9). Los medios de cultivo de monocapas 

de células MDCK, que se obtuvieron de los ensayos de reparación de heridas, 

muestran las bandas características de 72–63 KDa que resultan de la actividad de 

la MMP-2 en el zimograma (Fig. 15A). Esta señal se intensificó significativamente 

por adición de la ouabaína al medio de cultivo (Fig. 15A,B). Es importante destacar 

que no se detectó ninguna banda a 93 KDa, lo que sugiere que MMP-9 no está 

asociada con los procesos de migración celular de las células MDCK inducidos por 

ouabaína (Fig. 15A).  

Un western blot representativo mostró que la MMP-2 aparecía como bandas 

de 72 y 63 KDa, correspondientes a sus formas inactiva y activa, respectivamente 

(Fig. 15C,D). El aumento en la actividad gelatinolítica inducida por 5 h de incubación 

con ouabaína, correlacionó con un aumento en la cantidad de proteína de la MMP-

2 en el medio de cultivo (Fig. 15D) y una reducción en los extractos de proteína 

celular total (Fig. 15C), lo que sugiere que la ouabaína indujo la secreción y la 

activación de la MMP-2, que ya estaba presente en las células. Estos resultados 
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sugieren que la ouabaína promueve la secreción y la activación de la MMP-2 en la 

migración de las células MDCK. 

 

Figura 15. La ouabaína induce la secreción y activación de la MMP-2. A, muestra un 

zimograma representativo de un gel de gelatina, que contiene proteínas secretadas al medio de 

cultivo de las monocapas de MDCK, que se utilizaron en el ensayo de reparación de heridas después 

de 5 h de incubación con o sin ouabaína 10 nM. B, corresponde al análisis densitométrico de los 

zimogramas. C, muestra el western blot representativo de MMP-2 obtenida de los lisados celulares 

de las monocapas de MDCK y la cuantificación de las bandas obtenidas sin y con ouabaína. D, 

muestra el inmunoblot representativo de MMP-2 obtenida de los medios de cultivo de células y la 

cuantificación de las bandas obtenidas sin y con ouabaína. La banda a 72 KDa, muestra pro-MMP-

2 y la banda a 63 KDa, muestra la MMP-2 activa. * p<0.05, prueba ANOVA, Bonferroni; ** p<0.01 

prueba t no pareada. 

Posteriormente, investigamos si la activación de la MMP-2 correlaciona con el 

efecto inducido por la ouabaína en la migración celular colectiva, mediante el cultivo 

de las células tratadas con ouabaína y con el inhibidor iMMP-2 (Fig. 16). Las 

imágenes representativas de microscopía de luz, muestran que la migración 

inducida por ouabaína (Fig. 16A vs. B), fue bloqueada por iMMP-2 (Fig. 16C vs. D). 

De acuerdo con nuestra hipótesis, encontramos diferencias significativas entre las 

células tratadas con el iMMP-2 y las células control (Fig. 16E). Estos datos 

demostraron que el iMMP-2 tiene un efecto que bloquea la migración inducida por 
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ouabaína, lo que sugiere que la MMP-2 puede ser una de las MMPs necesarias 

para la migración inducida por ouabaína en el modelo epitelial cultivado de MDCK. 

 

Figura 16. La migración inducida por la ouabaína requiere de la activación de la MMP-2. 

Las imágenes de microscopía de luz A-D son representativas del ensayo de reparación de heridas 

de las células MDCK. Las células se cultivaron sin (A, C) o con (B, D) ouabaína 10 nM durante 5 h, 

(C, D) con o (A, B) sin el inhibidor de la MMP-2, el iMMP-2 (20 µM). E, muestra la cuantificación de 

la migración de las células MDCK en el ensayo de reparación de heridas. Las cajas blancas 

representan células control; las cajas azules son las células incubadas con ouabaína. *** p<0,001, 

prueba ANOVA, Bonferroni. 

6. La secreción y activación de la MMP-2, inducida por la ouabaína, requiere 

de la activación de cSrc y ERK1/2 

Si la MMP-2 participa en la migración inducida por ouabaína, su secreción 

debe ser controlada por la misma vía de señalización, cSrc-ERK1/2, que controla la 

migración celular, como un efector río abajo de esta ruta. Para probar esta hipótesis, 

utilizamos el PP2 y el PD98059 para bloquear la activación de cSrc y ERK1/2, 

respectivamente, y evaluamos el efecto de inhibir estas vías de señalización en la 

secreción y activación de la MMP-2 inducida por ouabaína. Un western blot 

representativo, mostró que la inhibición de cSrc o ERK1/2, bloquea el efecto de 

ouabaína sobre la activación de la MMP-2 en los medios de cultivo (Fig. 17). La 

medición de al menos cuatro experimentos independientes, sugiere que la ouabaína 
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promueve la migración colectiva de células MDCK, que están asociadas con la 

secreción de la MMP-2, dependiente de cSrc y ERK1/2. 

 

Figura 17. La secreción y activación de la MMP-2, inducida por la ouabaína, depende de 

la activación de cSrc y ERK1/2. Western blot representativo de la MMP-2 secretada y activa de 

células MDCK después del ensayo de reparación de heridas. Las células se incubaron con o sin 10 

nM ouabaína y con o sin 10 µM PP2 (inhibidor de cSrc) o 25 µM PD98059 (inhibidor de ERK1/2). 

Las barras blancas representan las células control y las barras azules representan las células 

incubadas con ouabaína. * p<0.05, prueba ANOVA, Bonferroni. 

 

Estos resultados sugieren que la unión de la ouabaína a la Na+,K+-ATPasa 

acelera la migración colectiva de las células MDCK, a través de la activación de la 

cascada de señalización cSrc-ERK1/2-FAK y promoviendo la expresión, secreción 

y la actividad de MMP-2. 
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Discusión 
 

La Na+,K+-ATPasa es un transportador de membrana que actúa como una 

molécula de adhesión celular (Gloor et al. 1990; Shoshani et al. 2005) y un receptor 

que activa diferentes vías de señalización (Aperia et al. 2016). Es importante 

destacar que la Na+,K+-ATPasa responde a la ouabaína (Schatzmann 1953), que 

es uno de los varios esteroides cardiotónicos endógenos con papeles fisiológicos, 

en gran parte desconocidos (Hamlyn y Manunta 2015). Nuestro grupo reportó 

anteriormente que una concentración alta de ouabaína (≥300 nM) induce 

endocitosis y degradación de las moléculas de adhesión celular y, en consecuencia, 

el desprendimiento de células de entre ellas y del substrato (Contreras et al. 1999; 

Contreras et al. 2004; Rincon-Heredia et al. 2014). También, mostramos que la 

concentración de 10 nM de ouabaína fortalece las uniones estrechas (Larre et al. 

2010), aumenta la comunicación celular mediada por uniones GAP (Larre et al. 

2006; Ponce et al. 2014, 2016) y la cantidad de E-cadherina y β-catenina en la 

membrana plasmática, así como la cantidad de esta última proteína en el núcleo 

(Castillo et al. 2019).  

En el presente trabajo, propusimos que la ouabaína, a una concentración de 

10 nM, regula la adhesión celular y los procesos celulares asociados, debería 

regular la migración celular colectiva, ya que este proceso requiere de uniones 

célula-célula y un montaje de contactos focales en la proximidad del borde de 

migración, la actividad contráctil de las fibras de estrés de actina y el desmontaje de 

los contactos focales que se encuentran en regiones posteriores al borde de 

migración (Vedula et al. 2013).  

En este estudio, mostramos que la migración celular colectiva inducida por 

ouabaína, requiere la activación de las cinasas cSrc, ERK1/2 y FAK, ya que su 

inhibición bloquea el aumento que produce la ouabaína en la migración celular 

colectiva. El mecanismo más simple para explicar este proceso, implicaría que estas 

cinasas operan de manera orquestada y lineal. Dado que cSrc y ERK1/2 se activan 

dentro de los 15 min, posteriores a la exposición de la ouabaína (RinconHeredia et 
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al. 2014), es posible que cSrc se active primero, lo que lleva a la activación de 

ERK1/2, o que ambas cinasas se activen y funcionen simultáneamente para 

acelerar la migración. De manera similar, el receptor al EGF activa tanto a cSrc 

como a ERK1/2 en los 5 min, después de la exposición al EGF, para inducir el 

sellado de uniones estrechas de células MDCK (García-Hernández et al. 2015). Sin 

embargo, es necesario investigar más a fondo la activación de la cinasa a una 

resolución temporal y espacial más alta para comprender mejor la secuencia de 

señalización en la migración inducida por ouabaína.  

La cinasa FAK modula las adhesiones focales, las uniones adherentes, el 

reciclaje de los componentes de adhesión en el endosoma, así como la expresión 

genética de supresores de tumor, p53 y p21, en respuesta al estrés de daño celular 

(Kleinschmidt y Schlaepfer 2017). La eliminación genética de FAK exhibe una gran 

cantidad de adhesiones focales, lo que sugiere que la función normal de FAK es 

debilitar de las uniones focales y adherentes (Sieg et al. 2000). El hecho de que la 

migración inducida por ouabaína requiera de la activación de FAK, coincide con este 

desensamble dinámico de las uniones de FAK en el complejo proteico de las 

adhesiones focales y adherentes.  

La inhibición de cSrc por el PP2 impidió no solo la aceleración de la migración 

inducida por ouabaína, sino que disminuyó el promedio la migración basal a un nivel 

más bajo que el observado en la condición control. Sin embargo, la diferencia no 

fue estadísticamente diferente. Esta diferencia podría explicarse por el hecho de 

que mientras que cSrc es estructural y funcionalmente un componente esencial de 

las adhesiones focales, también es un residente transitorio pero importante 

regulador de otras uniones célula-célula (Horton et al. 2016; Zaidel-Bar et al. 2007; 

Ebnet 2008; Flores-Maldonado et al. 2017). Estos hechos abren la posibilidad de 

que cSrc ejerza su papel en múltiples lugares de la célula: como un activador trans 

de la vía de señalización del receptor al EGF y como socio de FAK o como 

componente transitorio de las uniones célula-célula y célula-sustrato. Es necesario 

realizar más investigaciones para comprender completamente el papel de la cSrc 

en la migración inducida por ouabaína.  
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Posteriormente, propusimos que una consecuencia plausible del tratamiento 

con ouabaína y la activación de cSrc-ERK1/2, es la secreción y activación de una 

de las varias MMPs. De acuerdo con esta hipótesis, demostramos que la activación 

de las MMPs sensibles al G6001 y al iMMP-2, son necesarias para la migración 

inducida por ouabaína. La actividad gelatinolítica basal de MMP-9 de los medios de 

las células migratorias es despreciable y el tratamiento con ouabaína no la modifica, 

lo que indica que esta MMP no desempeña un papel en la inducción de la migración 

por ouabaína. Teniendo en cuenta las limitaciones técnicas de los zimogramas de 

gelatina, es difícil atribuir la activación de la MMP-2 a la ouabain. Por esta razón, los 

datos obtenidos a través de los zimogramas generalmente se interpretan como la 

"cantidad" en lugar de la "actividad" de las MMPs (Soto-Guzman et al. 2010). Sin 

embargo, nuestros análisis de western blots mostraron niveles significativamente 

más altos de la forma activa de MMP-2, de 63 KDa. Nuestros datos sugieren 

fuertemente que la ouabaína induce la síntesis y la secreción de MMP-2, que puede 

desempeñar un papel importante en la migración celular inducida por ouabaína. Sin 

embargo, el GM6001 y el iMMP-2 pueden inhibir otras MMP solubles y las MMPs 

de la familia A de las Desintegrinas y Metaloproteasas (ADAMs, por sus siglas en 

inglés) (Mifune et al. 2005; Reiss y Bhakdi 2017). Por lo tanto, no podemos descartar 

la posibilidad de la participación de otras MMPs solubles o algún miembro de la 

familia ADAM, en la aceleración de la migración colectiva de células MDCK, bajo el 

tratamiento con ouabaína.  

El aumento de la secreción de la MMP-2 y otras MMPs, puede cambiar la 

composición de la MEC y, por lo tanto, acelerar la migración celular colectiva 

(Vedula et al. 2013). Nuestros resultados demuestran que la actividad de al menos 

una MMP es esencial para este proceso, ya que GM6001 y iMMP-2 bloquearon la 

migración inducida por ouabaína. Proponemos que la ouabaína puede aumentar la 

migración por dos mecanismos potenciales: primero, una mayor activación de la 

MMP podría inducir el procesamiento del precursor del EGF en la membrana 

plasmática, liberando EGF maduro y activo en los medios, donde se uniría al EGFR 

y, a su vez, aceleraría la migración. Al respecto, se ha demostrado que el EGF 

aumenta la producción de MMPs en las células de cáncer de pulmón (Liu et al. 
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2013). Además, otro miembro de la familia del EGF, el HB-EGF, también promueve 

la migración de las células MDCK (Singh et al. 2004). En segundo lugar, la MMP-2 

podría modificar directamente el ECM, facilitando el movimiento celular (Visse y 

Nagase 2003; Vargová et al. 2012).  

Conclusión 

 

Nuestro estudio demuestra que ouabaína, a una concentración de 10 nM, 

promueve la secreción de la MMP-2 dependiente de la activación de cSrc-ERK1/2-

FAK y quizás alguna otra MMPs, que a su vez, aceleran la reparación de heridas en 

monocapas de células MDCK (Fig. 18). 

 

Figura 8. Señalización en la migración celular colectiva inducida por ouabain. La 

ouabaína induce la incorporación de Na+,K+-ATPasa en un signalosoma, que incluye al EGFR y cSrc, 

donde cSrc transactiva el EGFR, que induce la activación de ERK1/2 y FAK. La activación de estas 

cinasas provoca un aumento en la secreción y activación de la MMP-2 en los medios, necesaria para 

acelerar la migración celular colectiva de las células MDCK. 
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Perspectivas 

 

El hecho que la ouabaína sea producida de manera endógena en el 

organismo, abre posibilidades muy interesantes que merecen ser estudiadas. Por 

ejemplo:  

1. ¿Cuál es el mecanismo por el cual la ouabaína promueve la activación de la 

MMP-2? 

2. ¿La MMP-2 se encuentra interaccionando con proteínas de unión célula-

célula para direccionar la migración inducida por ouabaína? 

3. ¿Cuál es el complejo de polaridad que dirige la migración inducida por 

ouabaína? 

4. ¿Cuáles otras MMPs participan el proceso de migración inducido por 

ouabaína? 

 

Figura 19. Perspectivas  
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