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El presente trabajo se realiz6 con la siguiente finalidad:

18 Determinar la posible influencia del inhibidor responsable de la
variacién ultradiana de la actividad ATPéasica de Na,K descrito
para tejido renal de rata, sobre homogenizados de higado, y de
corazén de rata, asf como fantasmas de glébulos rojos de los
mismos animales, evaluando asf si estamos frente a un
fenémeno local o, més general.

2. Investigar sobre la posibilidad de la existencia de un fenémeno
similar en humanos, estudiando la actividad de ATPasa de Na,K
de fantasmas de gl6bulos rojos de sangre de hombres, obtenida

a las 0900h y a las 1500h.

Para cumplir con los objetivos del estudio se trabaj6 con:

a. Ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, de 3 %2 meses de
edad, de 200 a 300 g de peso, utilizando tejido cardfaco,
hepitico y glébulos rojos.

b. Glébulos rojos de sangre de personas del sexo masculino, con

edades comprendidas entre los 20 y 30 afios.

En todos los casos, las muestras eran tomadas a las 0900h y 1500h.
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II. Se encontr6 que:

a)

b)

Existe una diferencia en la actividad ATPé&sica de NaK de
homogenizados de higado y de corazén, asi como de fantasmas de
globulos rojos de rata entre las muestras obtenidas a las 0900h y a las

1500h, siendo la actividad menor para las muestras de las 1500h.

Existe una diferencia en la actividad ATPasica de fantasmas de
globulos rojos humanos entre las muestras obtenidas a las 0900h y
1500h, siguiendo aparentemente el mismo patrén de inhibicién que
para homogenizados de corazén, higado y globulos rojos de rata, es
decir, una actividad ATPéasica de Na,K menor para las muestras

obtenidas a las 1500h, con respecto a las obtenidas a las 0900h

En todos los casos, la actividad ATPéasica de las muestras obtenidas a
las 1500, fue aumentando con el tiempo de preparacion, dirigiéndose
hacia valores similares a los de las muestras obtenidas a las 0900h, los
cuales se mantuvieron iguales a lo largo de todo el tiempo de

experimentacion.
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III. De los resultados encontrados, podemos hipotetizar que el factor inhibitorio
descrito como responsable de las oscilaciones de la actividad ATPéasica de Na,K
de membranas celulares de corteza renal de rata, tiene una influencia general en
el organismo, ya que produce también variacion en la actividad ATPé4sica de
membranas de glébulos rojos, tejido cardiaco y hepético del mismo animal. Un
fenémeno inhibitorio con semejantes caracteristicas parece presentarse también
en humanos, como encontrado para membranas de glébulos rojos de sangre de
hombre, lo cual, por similitud a lo encontrado para los diferentes tejidos de rata

ensayados, pudiera reflejarse en todo el organismo.
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En 1957, el bioquimico danés Jens Skou descubri6 una enzima que hidroliza
ATP, que sélo se activa en presencia de iones sodio, potasio y magnesio,
actuando este Gltimo como cofactor. Skou propuso que esta enzima, capaz de
hidrolizar ATP, era la misma que actuaba en el transporte activo de los dos
iones mencionados, denominandola por ello ATPasa de sodio y potasio.
Numerosos estudios indican que la proporcién de sodio y potasio bombeado
por la ATPasa en condiciones fisiologicas es de 3:2. En otras palabras, por cada
ATP hidrolizado, se bombean 3 iones sodio hacia afuera y dos iones potasio

hacia adentro de las células (Karp, 1998).

El mantenimiento de una concentracion alta de potasio dentro de la célula
es necesario para procesos como la sintesis proteica en los ribosomas; ademas,
varias enzimas de la glic6lisis requieren potasio, por ejemplo, la piruvato

quinasa (Ripol, Septiembre 2001).

El establecimiento de gradientes de concentracién como los de sodio,
potasio y protones, permiten el almacenamiento de energia potencial en la
célula, para la realizacion de trabajos, como el transporte de solutos. Por
ejemplo, el movimiento de glucosa a través de la membrana plasmatica, ocurre

mediante cotransporte con iones sodio, aprovechando el gradiente de
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tejidos, ademas del tejido renal, teniendo entonces efecto sobre otros procesos

fisiolégicos, que dependen del gradiente de sodio.

Existen algunas consideraciones de tipo energético relacionadas con el
funcionamiento de la ATPasa de sodio-potasio que se deben tomar en cuenta,
sobre todo si se admite ritmicidad en su actividad. El transporte activo de sodio
y potasio es uno de los principales consumidores de energfa en el organismo y
probablemente es la parte més importante del metabolismo basal. Asf, existe
una relacién directa entre el transporte de sodio y potasio y el metabolismo:
cuanto mayor sea la actividad de la bomba, mayor cantidad de ADP se forma y,
la cantidad de este disponible, determina la tasa a la cual se forma el ATP por

fosforilacién oxidativa (Ganong 1988).

El coraz6n, 6rgano encargado de garantizar el suministro de los sustratos
necesarios para la dotacién energética a todas las células del cuerpo, deberia
presentar una actividad rigurosamente adecuada a estos requerimientos que

dependen de las actividades de los seres vivos.

En este particular, existen una serie de factores que tienen un importante

rango de influencia en la ritmicidad de la funcién cardiaca. Por ejemplo, la
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secrecién de cortisol presenta un pico de concentracién a primeras horas de la
mafiana, y desciende hasta valores proximos a cero al comienzo de la noche. La
accién vasoconstrictora de las catecolaminas sobre las arteriolas, ocurre
normalmente en presencia de cortisol, existiendo una estrecha correlacion entre
los momentos de secrecion de estos dos compuestos. Un aumento de los valores
plasmaticos de cortisol, se ve acompafiado de un aumento de los valores de las
catecolaminas, preparando al organismo para una respuesta al estrés, tanto en el
metabolismo de la glucosa, como en la accién del sistema vascular. De esta
forma, estas hormonas preparan al organismo para el inicio de las actividades

matutinas (Fernandez y col., 2000).

Debido a las funciones de las catecolaminas, existe una importante relacién
entre su secrecién y otras respuestas que tienen una importancia adaptativa.
Estas sustancias son las responsables de la respuesta simpética necesaria en
situaciones ergotrépicas, en las que una mayor necesidad de nutrientes y
oxfgeno para el organismo, exige un mayor esfuerzo al corazéon. Asf, después
del despertar, el organismo pasa por una situacion de estrés debida a la réapida
transicién de un estado de bajo metabolismo a uno de metabolismo més alto, el
cual requiere, necesariamente de una respuesta neuroendocrina adecuada. La

noradrenalina liberada por las terminaciones simpéticas acttia sobre las fibras
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musculares cardfacas, aumentando la fuerza contractil, la frecuencia y la rapidez

de contraccién (Fernandez y col., 2000).

La bomba de sodio y potasio tiene un papel preponderante en el corazén.
En reposo, la célula cardfaca esta polarizada, es decir, su interior esta cargado
negativamente con respecto al exterior, con un potencial transmembrana de -80
a - 100 mV. La concentracién de calcio extracelular es muy superior a la
concentracion de calcio libre intracelular y, gracias a la bomba, pasa igual para
las concentraciones de sodio. En el misculo cardiaco en reposo, los canales de
calcio en el sarcolema estdn cerrados y el calcio intracelular se almacena en el
reticulo sarcoplasmico. Con la excitacion y la despolarizacion de la membrana,
los canales de sodio sensibles a cambios de voltaje y los canales de calcio del
sarcolema se abren, para permitir la entrada répida de sodio y calcio
extracelulares. Se cree que la entrada de calcio produce la liberacién del calcio
del reticulo sarcoplasmico. El calcio liberado por éste difunde luego en el
sarcémero, se combina con la Troponina C y, al reprimir la accién de este
inhibidor, se activan los miofilamentos, se constituye el complejo actina-

miosina-ATP y, se produce la contraccién (Fauci, 1998).
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Una vez producida la contraccién, la recaptacion de calcio por el reticulo
sarcoplasmico en contra de un gradiente de concentracién por una bomba de
calcio dependiente de ATP, es esencial para la relajacion del corazén. Un hecho
importante, es que la contraccion se activa principalmente por el flujo pasivo de
calcio desde el reticulo sarcoplasmico. Por el contrario, durante la relajacion, el
calcio debe ser bombeado activamente fuera del citosol. De esta manera, a
menos que el reticulo sarcopldsmico sea activado para liberar calcio, este sistema
de transporte activo répidamente secuestra la mayoria del calcio que entra en las

células (Fauci, 1998).

La actividad de la bomba de sodio-potasio sarcolémica da lugar al
gradiente de sodio, que es en gran parte responsable del transporte activo de
calcio fuera de la célula durante la relajacion, a través del intercambiador sodio-
calcio (Fauci, 1998). Este intercambio (contratransporte), es llevado a cabo por
una protefna, que en la membrana de las células del masculo cardiaco
intercambia calcio intracelular por sodio extracelular, 1 calcio por 3 sodios. La
velocidad de este intercambio, es proporcional al gradiente de concentracién de

sodio a través de la membrana (Ganong, 1988).
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Considerando los efectos de un posible inhibidor de la bomba de sodio y
potasio, podemos decir que, en primera instancia, se afectarian los gradientes
de sodio a través de la membrana, lo que influirfa notablemente sobre el
cotransporte sodio-calcio, aumentando en algin grado la concentraciéon de
calcio citoplasmico. Como ya se menciond, la mayor parte del calcio intracelular
es secuestrado en el reticulo sarcopldsmico en contra de un gradiente de
concentraciéon. Un aumento del calcio citopldsmico, se traducirfa en un
incremento importante de los depoésitos de calcio sarcoplasmico. Este calcio
adicional almacenado, estarfa luego disponible para su liberacién, siempre que
las células sean activadas y los depoésitos de calcio sarcopldsmico sean
movilizados. Debido a esto, todos los procesos dependientes de calcio en la
célula serfan aumentados o amplificados, incluyendo por supuesto, la

contractilidad del masculo cardfaco (Blaustein, 1999).

El efecto estimulatorio de los esteroides cardiotonicos o digitales en el
corazén es conocido desde hace tiempo, pero su mecanismo de acciéon no fue
establecido sino hasta los afios 50. Uno de los cldsicos mas importantes al
respecto, fue la demostracién por Cattell y Gold (1938) de que los esteroides
cardioténicos directamente incrementaban la fuerza de contraccién del corazén,

en el llamado efecto inotr6pico positivo. Unos afios después Wood y Moe (1942),



UCAB 10

mostraron que este efecto cardioténico estaba asociado con la pérdida de
potasio intracelular. Luego, en 1953, Schatzmann, realiza la primordial
observacién de que los esteroides cardioténicos eran selectivos y potentes

inhibidores de la bomba de sodio y potasio.

Entre los digitales o esteroides cardioténicos mas conocidos estd la
ouabaina. Para ejercer su efecto inhibitorio sobre la bomba de sodio y potasio, la
ouabafna se une a una de las dos subunidades de que consta la proteina,
especificamente a la subunidad a de la misma. El receptor para los esteroides
cardiot6nicos en la bomba de sodio, estd ampliamente distribuido en el reino
animal. De hecho, ha sido identificado en animales que estdn muy abajo en la
escala filogenética, como la hidra. Numerosos estudios, han establecido el
hecho de que virtualmente todas las células de los animales superiores tienen

bombas de sodio y potasio, con receptores para esteroides cardiotonicos

(Blaustein, 1993).

Es dificil imaginar que este receptor, tan universalmente presente, sirva
primaria o exclusivamente como el sitio de accién de compuestos ex6genos
presentes en ciertas plantas. Este dilema promueve la especulacion acerca de si

un ligando endbgeno para estos receptores, una sustancia parecida a los
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digitales, por ejemplo, pudiese también estar presente en los animales
superiores, regulando as{ el funcionamiento de la bomba de sodio y potasio en
todos los tejidos, incluyendo al corazén. Un precedente al respecto fue
establecido con el descubrimiento en el cerebro de mamiferos de las endorfinas,
y de la morfina como los ligandos endégenos para los receptores opidceos

(Blaustein, 1993).

A este respecto, se ha descrito la sintesis de un glucocorticoide muy similar
a la ouabafna en rifién, glandulas adrenales, cerebro y corazén de animales
como rata y vaca. La produccién de esta ouabafna end6gena ha sido asociada
con aumento del volumen plasmético del animal, sin implicaciones sobre sus

variaciones ultradianas o circadianas (Hamlyn y col., 1991).

Los esteroides cardioténicos fueron formalmente introducidos en el arsenal
de los médicos, para la enfermedad conocida como “Dropsy”, (insuficiencia
cardiaca con edema), en 1785. Mucho antes, sin embargo, los digitales eran
usados en varios medicamentos tOpicos. Pero fueron la pruebas clinicas
sistematicas de extractos de Digitalis purpurea, los que claramente establecieron
la utilidad de los esteroides cardioténicos en el tratamiento de la insuficiencia

cardiaca congénita (Blaustein, 1993).
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Desde el punto de vista clinico, la insuficiencia cardiaca puede considerarse
como la situacién en la que una alteracién en la funcién cardfaca es la
responsable de la incapacidad del corazén para bombear sangre de forma
adecuada a las necesidades del metabolismo tisular, o cuando esta funcién sélo
puede llevarse a cabo con una presion de llenado anormalmente elevada, o
cuando ocurren ambas cosas. En la insuficiencia cardfaca pueden haber
alteraciones, durante la sistole, durante la didstole o en ambas. El aumento de la
contractibilidad miocardica mediante la administracién de glic6sidos cardfacos,
es un componente importante en el control de la insuficiencia cardiaca (Fauci,

1998).

Ademas del efecto mecénico, la administraciéon de glicésidos cardfacos da
lugar a una serie de efectos electrofisiolégicos, los cuales se producen en el
organismo intacto por una mezcla de acciones directas e indirectas. Tiene
consecuencias sobre las concentraciones de los iones sodio, potasio y calcio en el
exterior o en el interior celular, afectando el potencial de reposo y afectando la
velocidad de despolarizacion inicial, lo cual disminuye la velocidad de
conduccién. También se ve disminuida la duracién del potencial de accién.
Indirectamente, los glic6sidos cardiacos disminuyen la automaticidad e

incrementan el potencial de membrana en reposo, de los tejidos auricular y del
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nodo auriculo ventricular, como consecuencia de un aumento del tono vagal ya
la disminucién de la actividad del sistema nervioso simpatico. Asf mismo, existe
prolongacién del perfodo refractario efectivo y disminucién en la velocidad de
conduccién en el tejido del nodo auriculo ventricular. Por esto, algunos digitales

se usan también como antiarritmicos (Padrén-Nieves, 2000).

Sin embargo, los esteroides cardiotonicos pueden presentar mas de un
efecto toxico cardfaco o extracardiaco. A altas concentraciones, los efectos
eléctricos sobre el corazéon pudiesen dar lugar a bradicardia o paro sinusal,
bloqueo auriculo-ventricular o una combinacién de ellos. También a
concentraciones altas, producen un aumento desproporcionado de la actividad
del sistema nervioso simpético, produciendo despolarizaciones oscilatorias. La
generacion de estos potenciales retardados se relaciona con la sobrecarga de las
reservas de calcio, asf como con la oscilacién en su concentracién intracelular.
De este modo, cada potencial se sigue de un postpotencial, que si llega al umbral
produce una extrasistole y luego, tal vez una arritmia sostenida, que puede

desencadenar una fibrilacién ventricular (Padrén-Nieves, 2000).

Aparte del corazoén, las vias gastrointestinales son el sitio més comtn de los

efectos toxicos de los digitales. De manera menos frecuente, a nivel del sistema
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nervioso central, se presenta desorientacién, alucinaciones y trastornos visuales

(Padron-Nieves, 2000).

Por lo expuesto anteriormente, se hace preponderante la dilucidacion de la
presencia e influencia de ligandos endégenos inhibidores de la bomba de sodio-
potasio, en tejidos como el corazén, debido a las implicaciones fisiologicas y
terapéuticas que involucran el uso mas adecuado en dosis y régimen para la
administracion de glicésidos cardfacos en el tratamiento de la insuficiencia
cardfaca. Es decir, si existiese una oscilacion en la actividad de la bomba de
sodio-potasio del tejido cardiaco, causada por ligandos endégenos circulantes
que la hiciese significativamente distinta, por ejemplo, en la mafiana y en la
tarde, la administracién de glicésidos cardfacos, a distintas horas del dia,
deberfa ser en cantidades coherentes con el grado de inhibicion causado

end6genamente.

La presencia de ligandos endégenos, inhibidores de la bomba de sodio-
potasio, pudiese estar relacionada con la existencia de mecanismos adaptativos
en los seres vivos, vinculados a sus ciclos de actividad, teniendo influencia sobre
la ocurrencia de algunas enfermedades. Asf por ejemplo, se sabe que existe tres

veces méas riesgo de muerte por ataques cardfacos en las seis horas antes del
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mediodfa que tarde en la noche, aparentemente debido a que el pulso y la
presiéon sangufnea comienzan a aumentar rdpidamente cuando el cuerpo se

prepara para un nuevo dia.

Ademés, su presencia ritmica a nivel del organismo, pudiese tener
implicaciones como la de una recuperacién energética luego de un perfodo de
intensa actividad, generalmente desarrollado en las primeras horas de la

mafiana.
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MATERIALES Y METODOS

1.- INDIVIDUOS DE EXPERIMENTACION

Los experimentos se realizaron con ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley, de 3 %2 meses de edad. Los animales eran sacrificados en grupos de tres,

a las 0900h y a las 1500h.

También se trabajé con personas del sexo masculino, con edades
comprendidas entre los 20 y 30 afios, a quienes se extrafa sangre a las 0900h y a

las 1500h.

2.- OBTENCION DE SANGRE DE RATA

Las ratas eran anestesiadas con pentotal sodico. Luego, se les practicaba una
incisién ventral media y se les extraia sangre directamente desde el ventriculo
izquierdo, con inyectadoras de 10 ml previamente heparinizadas. La sangre

heparinizada se centrifugaba a 12000xg por 10 segundos a 4°C, con una
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centrifuga marca Sorvall RC-5B (rotor S5-34).

Luego, se succionaba cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo, que
corresponde al plasma. El precipitado se trataba posteriormente para obtener los

fantasmas de gl6bulos rojos.

3.- OBTENCION DE SANGRE DE SERES HUMANOS

A los sujetos se les extrafa la sangre por puncién venosa, con inyectadoras
de 10 ml previamente heparinizadas. La sangre heparinizada se centrifugaba a
12000xg por 10 segundos a 4°C, con una centrffuga marca Sorvall RC-5B (rotor

55-34).

Luego, se succionaba cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo, que
corresponde al plasma. El precipitado se trataba posteriormente para obtener las

membranas de glébulos rojos.
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4.- PREPARACION DE FANTASMAS DE GLOBULOS ROJOS

La preparacién de fantasmas se llevaba a cabo mediante una modificacién

del método de Heinz y Hoffman (1965).

Después de separar el suero sanguineo, se aspiraba la capa de glébulos
blancos y los glébulos rojos empaquetados eran resuspendidos en una solucién
salina isosmética de NaCl (150 mM) y Tris-HCl (10 mM), a pH 7,5 a 0°C.
Posteriormente, se realizaban dos lavadas consecutivas con la misma solucién
(relacion 1:2), removiendo cada vez el sobrenadante y, junto con él, aquellos
glébulos blancos que pudiesen haber quedado luego de la primera

centrifugacion.

Los eritrocitos eran hemolizados durante 20 min a 0°C en una solucién
hipoosmética: Tris-HCl (17 mM) a pH 7,5, manteniéndose en agitacién
constante durante ese tiempo. La relacion para la hemolisis es de 1 volumen de
globulos rojos empaquetados por 9 volimenes de solucién de hemolisis. La
resuspension se centrifugaba a 48.000xg durante 20 min a 4°C. El sobrenadante
era aspirado, el precipitado se volvia a resuspender en la misma solucién de

hemolisis y se procedia a centrifugar de nuevo, hasta obtener los fantasmas de
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glébulos rojos libres de hemoglobina. Esto es, un precipitado color crema,
constituido por fantasmas de glébulos rojos. La preparacién asi obtenida
contiene menos de 0,1% de hemoglobina, con respecto a la muestra original de

glébulos rojos intactos (Dodge, 1963).

5.- PREPARACION Y HOMOGENIZACION DE REBANADAS DE CORTEZA

RENAL DE RATA

Luego de extraida la sangre, se extrafan los rifiones a cada rata, se
decapsulaban y se colocaban a 4°C en la siguiente solucién de resuspension
(mM): Sacarosa, 250mM; Tris-HCI (pH 7.2), 20mM; Ditiotreitol (DTT), 0,5mM vy

Fluoruro de fenil-metil-sulfénico (FFMS), 0,2mM.

Con la ayuda de una hojilla, se cortaban rebanadas de la parte mas externa
de la corteza renal (rica en tbulos proximales), se pesaban y se les adicionaban
tres volimenes de la solucién arriba indicada. Esta suspensioén se homogenizaba
con ocho golpes, en un homogenizador de émbolo de teflén del tipo “Potter-
Elvehjem”, a 2.500 rpm. De esta forma, se preparaban los homogenizados totales

de las rebanadas de la corteza renal de rata. Luego, estos homogenizados eran
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centrifugados, filtrandose el precipitado obtenido, a través de una capa de gaza.

6.- PREPARACION Y HOMOGENIZACION DE REBANADAS DE HIGADO

DE RATA

Se extraian, ademas, el higado a cada rata y se colocaba a 4°C en la misma

solucién de resuspension usada para los rifiones.

Con la ayuda de una hojilla, se cortaban rebanadas, se pesaban y se les
adicionaba tres volimenes de la solucién de resuspensioén. Esta suspension se
homogenizaba con ocho golpes en el homogenizador de émbolo de tefl6n.

Luego, estos homogenizados eran filtrados, a través de una capa de gasa.

7.- PREPARACION Y HOMOGENIZACION DE REBANADAS DE CORAZON

DE RATA

También se extrafa el corazén a cada rata, y se colocaba a 4°C en la solucién

de resuspension usada anteriormente.
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Con la ayuda de una hojilla, se cortaban rebanadas del pericardio
ventricular, se pesaban y se les adicionaban tres volimenes de la solucién de
resuspension. Esta suspensién se homogenizaba con cinco golpes, en un
homogenizador de cuchilla Ultra-Turrax T25, setting N°5 y con ocho golpes en
el homogenizador de émbolo de teflon. Luego, estos homogenizados eran

filtrados, a través de una capa de gasa.

Todos los homogenizados preparados en los pasos 4, 5y 6 se almacenaban

a -70°C, hasta la realizacion de los ensayos ATP4sicos.

8- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE NaK PARA
HOMOGENIZADOS DE CORTEZA RENAL, HIGADO Y CORAZON DE

RATA

La determinacién de la ATPasa de Na/K, se realizaba siguiendo el método
descrito por Proverbio y col. (1981). El fosfato inorganico liberado durante la

reaccion, era determinado segtn el método descrito por Marin y col. (1986).

El medio donde se efectuaba la reaccién enzimatica constaba de 180 pl de

medio de incubacién y 20 pl de la suspensién de membranas (con una
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concentracién de protefnas de 0,2 - 0,5 mg/ml), para obtener un volumen final

de 200 pl.

Composicion de los medios:

MEDIO 1 MEDIO 2
MgCl 5mM MgCly SmM
NaCl 100 mM NaCl 100 mM
KCl 20 mM KCl 20 mM
Tris-ATP 2 mM Tris-ATP 2 mM
Ouabaina 0 Ouabaina 5 mM
Tris-Hel 50 mM Tris-Hel 50 mM

El procedimiento era el siguiente: 180 ul del medio de incubacién se
preincuban por dos minutos a 37°C, y la reaccién se iniciaba afiadiendo 20 ul de
la fraccién de membranas. La reaccion se finalizaba a los 10 minutos, agregando

300 pl de una solucién mantenida en frio (solucién A), la cual contenfa (%):
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dodecil sulfato de sodio (SDS), 0,72; 4cido molibdico, 0,48; &cido ascérbico, 2,86
y HC], 2,18. Los tubos de incubaciéﬁ se colocaban, luego, en hielo durante 10
minutos. Después de transcurrido este tiempo, se le afiadia a cada uno de los
tubos 0,5 ml de la siguiente solucién (solucién B), la cual contenia (%): arsenito

de sodio, 2; citrato de sodio, 2 y 4cido acético, 2. Los tubos de incubacién se

recalentaban a 37 °C por 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se procedia a

medir la absorbancia en un espectrofotémetro Spectronic 1201 a 705 nm.

La actividad ATP4sica se expresa como nanomoles de fosfato liberado por
mg de protefna por minuto de incubacién, después de sustraer un blanco
incubado en paralelo sin protefnas, las cuales eran afiadidas después de agregar

los 300 pl de la solucién A.

La actividad especifica de la ATPasa de Na,K, se calcula como la diferencia
entre la actividad ATPésica medida en el medio 1, menos la medida en el medio
2; es decir, como la actividad ATPéasica medida en presencia de Na* y K* ,

sensible a ouabaina.
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9.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE NaK PARA

FANTASMAS DE GLOBULOS ROJOS

El medio donde se efectuaba la reaccién enzimatica constaba de 400 ul de
medio de incubacién y 100 pl de la suspensién de membranas (con una
concentracién de proteinas de 0,5 - 0,7 mg), para obtener un volumen final de

500 pl.

Composicion de los medios:

MEDIO 1 MEDIO 2
MgCly 5mM MgCl,  s5mMm
NaCl 100 mM NaCl 100 mM
KCl 20 mM KCl 20 mM
ATP 2mM ATP 2 mM
Ouabaina 0 Quabaina 5mM
TrissHCl 10 mM TrissHCl 10 mM
EGTA 0,24 mM EGTA 0,24 mM
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El procedimiento era el siguiente: 400 ul del medio de incubacién se
preincubaban por dos minutos a 37°C, y la reaccién se iniciaba aftadiendo 100 pl
de la fraccibn de membranas. La reaccion se finalizaba a los 30 minutos,
agregando 300 pl de una solucién mantenida en frio (soluciéon A), la cual
contenfa (%): dodecil sulfato de sodio (SDS), 0,72; dcido molibdico, 0,48; 4cido
ascorbico, 2,86 y HCI, 2,18. Los tubos de incubaci6n se colocaban, luego, en hielo
durante 10 minutos. Después de transcurrido este tiempo, se le afiadia a cada
uno de los tubos 0,2 ml de la siguiente solucién (solucién B), la cual conﬁene

(%): arsenito de sodio, 5; acido acético, 5 y citrato de sodio, 5. Los tubos de

incubacion se recalentaban a 37°C por 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se

procedia a medir la absorbancia en el espectrofotémetro a 705 nm.

La actividad ATPésica se expresa como nanomoles de fosfato liberado por
mg de protefna por minuto de incubacién, después de sustraer un blanco
incubado en paralelo sin proteinas, las cuales eran afiadidas después de agregar

los 300 pl de la solucién A.

La actividad especifica de la ATPasa de Na,K, se calcula, al igual que para
las actividades de homogenizado de higado y corazén, como la diferencia entre

la actividad ATPésica medida en el medio 1 menos la medida en el medio 2.
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10.- DETERMINACION DE PROTEINAS

La determinacién del contenido proteico de las muestras, se realizaba
segin el método de Bradford, (Bradford 1976). Para ello, se utilizaba el reactivo

concentrado de azul brillante de coomasie (Bio-Rad Laboratories, Richmond,

CA, US.A). Este reactivo debe mantenerse almacenado a 5 °C, hasta el momento

de su uso a temperatura ambiente.

El procedimiento es el siguiente: se prepara una curva de calibracién
usando 100, 200 y 400 pl de albmina 25 ug/ml, llevando luego a un volumen
final de 800 pl con agua destilada. Se preparan cuatro blancos para calibrar el
espectrofotémetro, los cuales llevan 790 ul de agua destilada y 10 ul del medio
de resuspensién. Las muestras se preparan por cuadruplicado, y llevan 10 ul de
la suspensién de membranas y 790 ul de agua destilada. Tanto a las muestras
como a los blancos, se les afiade 200 ul del reactivo, se agitan y, se dejan a
temperatura ambiente durante 5 min. Luego, se mide la absorbancia en un
espectrofotémetro a 595 nm. La densidad Optica es lineal para un rango de

concentracion de protefnas entre 0,07 mg/ml y 2,7 mg/ml.
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11.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos se hicieron por cuadruplicado para cada muestra. Cada
“n” representa una muestra diferente. Los resultados se expresan como las
medias + el error estandar, para el numero de ensayos indicado en cada caso.

Comparaciones entre los resultados de los distintos experimentos, se realizaron

utilizando la prueba t de Student.
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RESULTADOS

En nuestro laboratorio (Segura, 1997), se demostr6 la existencia de
variaciones significativas en la actividad ATPasica de Na,K de homogenizados
de ttbulo proximal de rifién de rata, en funcién de la hora del dia. Esto se ilustra
en la Figura 1, donde se muestra la actividad ATPasica de Na,K a lo largo de las
24 horas del dia, del tejido renal mencionado, proveniente de ratas mantenidas
por dos semanas en un esquema de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
Noétese la presencia de dos picos: a las 0900h y a las 2100h y, dos valles: a las

0300h y a las 1500h.

También en el laboratorio (Galindo 2001), se demostr6 que la variacion
ultradiana en la actividad ATPasica de Na K no se debe a un estado de
activacion de la enzima a las 0900h y a las 2100h, sino a un estado de inhibici6n
de la misma a las 0300h y a las 1500h. Este estado es causado por un inhibidor,
que se encuentra adherido a las membranas, y que es facilmente desprendido de

las mismas por centrifugacion.

Maés atin, Galindo en el mismo trabajo demuestra en forma clara que existe

un elemento inhibidor de la actividad ATP&sica de Na,K en el plasma
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FIGURA 1

Actividad ATPasica de Na,K de homogenizados de corteza renal de rifién de
ratas, mantenidas por 2 semanas dentro de un esquema de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad. Pasadas las 2 semanas, se sacrific6 un animal cada 12 horas,
hasta completar las 24 horas. Los resultados son presentados como las medias +
el error estdndar, para n = 6.

Tomado de Segura, D. Trabajo de Grado de Maestria. Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientfficas, julio 1997.
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TABLA 1

ACTIVIDAD ATPésica DE Na,K DE HOMOGENIZADOS DE HIGADO DE
RATA OBTENIDOS A LAS 0900h Y A LAS 1500h

31

Muestra Actividad ATPésica de Na,K: P

nmoles Pi/mg prot . min

0900h 31+2

1500h 19+1 < 0,001

Valores expresados como las medias + el error estdndar, n =6
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de homogenizados de corazén de ratas sacrificadas a las 0900h y, de ratas
sacrificadas a las 1500h. Los resultados del experimento pueden observarse en la
Tabla 2: la actividad ATPésica de Na,K de homogenizados de corazén de ratas
sacrificadas a las 0900h resulté ser significativamente mayor que la actividad

ATPasica de homogenizados de corazon de ratas sacrificadas a las 1500h.

Si nos encontramos frente al mismo fenémeno descrito por Galindo (2001),
entonces pudiera esperarse que el inhibidor unido a las membranas de células
hepéticas o cardfacas, también se despegue o degenere con el tiempo, de tal
modo que la actividad de la enzima, semejante a lo que sucedi6é con el tejido
renal, mostrado en la Figura 2, se recupere con el paso del tiempo de

preparacion.

El experimento se realiz6 con ambos tejidos. Para ello, se prepararon
homogenizados de corazén e higado de ratas sacrificadas a las 0900h y a las
1500h, se almacenaron a -70°C y, diariamente se determinaba la actividad
ATPéica de Na,K para todas las muestras. Los resultados de este experimento,
se muestran en las Figuras 3 y 4, respectivamente. Obsérvese en ambos casos
que, a semejanza de lo ya demostrado para tejido renal, mientras la actividad de

la enzima del material obtenido a las 0900h permanece practicamente constante
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TABLA 2

ACTIVIDAD ATPasica DE Na, K DE HOMOGENIZADOS DE CORAZON DE
RATA OBTENIDOS A LAS 0900h Y A LAS 1500h

Muestra Actividad ATPésica de Na,K: p

nmoles Pi/mg prot . min

0900h 35+2

1500h 25+1,5 <0,01

Valores expresados como las medias + el error estindar, n =6
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FIGURA 2

Actividad ATPasica de Na K de homogenizados de corteza de rifién de rata
obtenido a las 0900h o a las 1500h, en funcién del tiempo transcurrido después
de preparacion de las muestras. Los resultados son presentados como las
medias * el error estdndar, para n = 6.
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FIGURA 3

Actividad ATPéasica de NaK de homogenizados de corazén de ratas
sacrificadas a las 0900h o a las 1500h, en funcién del tiempo transcurrido
después de preparacién de las muestras. Los resultados son presentados como
las medias + el error estdndar, paran = 6.
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FIGURA 4

Actividad ATPésica de Na K de homogenizados de higado de rata obtenidos a
las 0900h o a las 1500h, en funcién del tiempo transcurrido después de
preparacién de las muestras. Los resultados son presentados como las medias +
el error estandar, paran = 6.
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a lo largo del tiempo de preparacion, la actividad de la enzima del material
preparado a las 1500h va aumentando con el paso del tiempo, hasta hacerse

practicamente igual a la del material obtenido a las 0900h.

Una vez en la seguridad de que no estamos frente a un fenémeno local sino
mas bien general, decidimos estudiar la posibilidad de que se pudiera ver
también en células que pueden ser obtenidas con facilidad y en abundancia,
como es el caso para los glébulos rojos. Para ello, se sac6 sangre de ratas a las
0900h y a las 1500h, se prepararon fantasmas o membranas celulares de los
mismos, y se ensayaron para actividad ATPésica de Na,K. Los resultados de este
experimento se muestran en la Tabla 3: como esperado, la actividad ATPasica de
los fantasmas de glébulos rojos de las muestras tomadas a las 1500h, presenta
un valor que es significativamente mas bajo que el de las muestras tomadas a las

0900h.

De nuevo se procedi6 a estudiar la caracteristica de desaparicion del efecto
inhibitorio con el tiempo de preparacién, para lo que se prepararon fantasmas
de glébulos rojos de ratas sacrificadas a las 0900h y a las 1500h y se ensayaron
para Na,K ATPasa en el tiempo de almacenamiento de las muestras. Como se

presenta en la Figura 5, con el paso del tiempo se fue perdiendo el poder
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TABLA 3

ACTIVIDAD ATP4sica DE Na,K DE FANTASMAS DE GLOBULOS ROJOS DE
RATA OBTENIDOS A LAS 0900h Y A LAS 1500h

Muestra Actividad ATPésica de Na,K: p

nmoles Pi/mg prot . min

0900h 64+03

1500h 42+04 <0,01

Valores expresados como las medias + el error estdndar, n =6
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FIGURAS

Actividad ATP4sica de Na,K de fantasmas de glébulos rojos de rata obtenidos a
las 0900h o a las 1500h, en funcién del tiempo transcurrido después de
preparacion de las muestras. Los resultados son presentados como las medias +
el error estdndar, paran = 6.
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inhibitorio del factor, siendo ya para el dfa 7 de almacenamiento, las actividades

de la enzima muy parecidas entre sf.

Un detalle que llama la atencién en este momento, estriba en el hecho de
que los fantasmas de globulos rojos se prepararon por centrifugaciones
sucesivas, técnica esta que es capaz de despegar el inhibidor unido a las
membranas de tejido renal (Galindo 2001), pero que evidentemente no lo hace
en el caso de los fantasmas de los gl6bulos rojos. Como sea que la diferencia
fundamental en la preparacién de ambas muestras es el medio utilizado: 250mM
Sacarosa, 20mM Tris-HCI (pH 7.2 a 0°C) para tejido renal y 17 mM Tris-HCI
(pH 7,5 a 0°C) para gl6bulos rojos, decidimos, para indagar sobre este particular,
centrifugar fantasmas de glébulos rojos de sangre obtenida a las 0900h y a las
1500h, por tres veces, resuspendiendo los precipitados en cada caso, bien con la
misma solucién de hemélisis, bien con el medio de resuspension del tejido renal.
Al final, las muestras eran congeladas para luego ser ensayadas para actividad
ATPasica de Na,K. Los resultados de este experimento, se muestran en la Tabla
4: nétese que, aparte del hecho de que las centrifugaciones en el medio de
resuspension renal introducen un cierto grado de purificacién de la ATPasa, los
dos valores, material 0900h y 1500h, son iguales, lo cual no fue el caso cuando

las centrifugaciones se realizaron en el mismo medio de hemolisis.
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TABLA 4

ACTIVIDAD ATP4sica DE Na, K PARA FANTASMAS DE GLOBULOS ROJOS
DE RATA OBTENIDOS A LAS 0900h Y A LAS 1500h Y CENTRIFUGADOS
LUEGO POR TRES VECES EN SOLUCION DE HEMOLISIS O EN SOLUCION
DE RESUSPENSION, LUEGO DE SU PROCESAMIENTO NORMAL.

Actividad ATP4sica de Na,K:

nmoles Pi/mg prot . min

Muestra 0900h 1500h P
Centrifugada en
hemolisis 39+0.1 2+0.03 <0,01
Centrifugada en
resuspension 76+04 7 I n.s.

Valores expresados como las medias + el error estdndar, n=6
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La existencia de una inhibicién ritmica de carédcter ultradiano sobre la
actividad ATPésica de Na,K para diferentes érganos y células de un mamifero,
sobre todo en tejido cardiaco, tiene serias implicaciones regulatorias. Por esto, se
consider6 de alta relevancia intentar evaluar la ocurrencia de este fenémeno en
otros seres vivos, especificamente en seres humanos, aprovechando el detalle de

la facilidad para obtener muestras de sangre de los mismos.

Se decidi6 trabajar con personas del sexo masculino, para lo cual se extrajo
sangre a 6 individuos, con edades comprendidas entre los 20 y 30 afios,
tomandose en cada caso muestras a las 0900h y a las 1500h. Se prepararon
fantasmas de globulos rojos, se congelaron, y luego se ensayaron para actividad
ATPésica de Na,K. Los resultados de esta experiencia, se presentan en la Tabla
5. Sumamente interesante, las muestras tomadas a las 1500h presentan una
actividad ATPasica significativamente més baja que las muestras tomadas a las

0900h. En otras palabras, el fenémeno también se presenta en humanos.

A continuacién, procedimos a estudiar el comportamiento de las muestras
inhibidas a lo largo del tiempo de preparacién. Para ello, realizamos el mismo

tipo de experimento ya indicado para los otros tejidos probados: se prepararon
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TABLA 5

ACTIVIDAD ATP4sica DE Na,K DE FANTASMAS DE GLOBULOS ROJOS
HUMANOS OBTENIDOS A LAS 0900h Y A LAS 1500h

Muestra Actividad ATPésica de Na,K: P

nmoles Pi/mg prot . min

0900h 35+017

1500h 1.9+011 <0,0001

Valores expresados como las medias + el error estandar, n =6
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fantasmas de glébulos rojos humanos tomados a las 0900h y a las 1500h, se
almacenaron a -70 °C y se les determin6 diariamente la actividad ATPasica de
NaK. Los resultados se muestran en la Figura 6: de la misma manera que para
los tejidos de rata, la actividad de la enzima, que aparece inhibida al momento
de la preparacion, se iguala a la del control, después de un cierto tiempo de

almacenamiento.
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FIGURA 6

Actividad ATPésica de Na,K de fantasmas de gl6bulos rojos humanos obtenidos
a las 0900h o a las 1500h, en funcién del tiempo transcurrido después de
preparacion de las muestras. Los resultados son presentados como las medias +
el error estandar, paran = 6.
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DISCUSION

La generacion de gradientes de sodio y potasio tiene una altisima relevancia
para los seres vivos, y estd asociada a actividades motoras, neurolégicas y
secretoras. Asf por ejemplo, el gradiente de sodio y potasio es esencial para
garantizar la excitabilidad de las neuronas y la recaptacion de
neurotransmisores por parte de las mismas, fenémenos de los cuales depende el
funcionamiento de todo el sistema nervioso. También, el funcionamiento del
sistema contractil en los masculos, depende intimamente de los gradientes de
sodio y potasio asociados a los del ion calcio. El establecimiento de estos
gradientes, depende en gran parte del transporte activo realizado por la bomba

de Na,K en las membranas celulares.

Energéticamente, es importante considerar que en todo proceso de
transporte activo la entropfa disminuye y por ello, es necesaria una fuente de
energfa para dirigir el transporte. La bomba de Na,K utiliza ATP como molécula

energética, hidrolizando una molécula por ciclo funcional (Horton y col., 1995).

En 1997, Segura demuestra oscilacién ultradiana en la actividad de la Na K

ATPasa en homogenizado de corteza renal de rata (Figura 1).
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Recientemente Galindo (2001), comprueba que estas oscilaciones son
causadas por un estado de inhibicién de la enzima a las horas de menor
actividad (0300h y 1500h) y no por un estado de activacién a las horas de
méxima actividad (0900h y 2100h). La inhibicién es causada por efecto de un
factor inhibitorio, presente en altas concentraciones en el plasma sanguineo
cuando la actividlad ATPasica se encuentra inhibida y en muy bajas

concentraciones o, incluso ausente, cuando la actividad ATPésica es maxima.

La presencia de dicho factor en plasma sanguineo, circulando por el
organismo a determinadas horas del dia, permite suponer su influencia sobre la
actividad ATPasica de NaK en otras células, tejidos y 6érganos, con importantes

implicaciones regulatorias.

En ese sentido, se demostré en este trabajo la existencia del fenémeno
oscilatorio en el higado de rata, ya que los ensayos para actividad ATP4sica para
homogenizado de rebanadas de higado reportaron un valor mayor en el
material obtenido a las 0900h comparado con el obtenido a las 1500h (Tabla 1).
La actividad ATP&sica de NaK en este 6rgano con importantes funciones
fisiologicas, también se ve regulada siguiendo aparentemente el mismo patrén

de ritmicidad observado para homogenizados de corteza renal de rata.
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De la misma forma, se realizaron estudios sobre la actividad ATP4sica de
Na,K para tejido cardfaco de rata. Los homogenizados de corazén obtenidos a
las 0900h presentaron una mayor actividad ATPéasica comparado con el material
extraido a las 1500h (Tabla 2). Este resultado fortalece la suposicién de que el
inhibidor de la ATPasa de Na,K pueda tener una influencia general en todo el

organismo.

Esta influencia, podria también manifestarse en un tipo celular, de facil
obtencién y de relativa abundancia, como son los glébulos rojos de la sangre. Se
verific6 entonces, la posible influencia del elemento inhibidor en fantasmas de
glébulos rojo de rata. Los ensayos para actividad ATPésica reportaron una
menor actividad para las muestras extraidas a las 1500h, comparado con la

actividad del material obtenido a las 0900h (Tabla 3).

En funcién de verificar si el fenémeno inhibitorio responde a las mismas
caracteristicas de lo ya estudiado, es decir, si se trata de un factor inhibitorio que
se deteriora o se desprende de las membranas celulares con el tiempo, como
sucede con el tejido renal cuya actividad ATPésica de Na,K se recupera después
de unos 7 dias de preparacién de las membranas (Figura 2), se ensay6

diariamente la actividad ATPasica de homogenizados de corazén y de higado,
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asi como de glébulos rojos de rata, obtenidos a las 0900h y 1500h. Los
resultados muestran, al igual que para tejido renal, que mientras la actividad
ATPasica de las muestras obtenidas a las 0900h se mantiene estadisticamente
constante, la actividad ATPésica de las muestras extraidas a las 1500h aumenta
progresivamente, hasta igualarse a la actividad de las muestras no inhibidas

(Figuras 3-5).

La existencia de un inhibidor de la la ATPasa de Na,K en plasma sanguineo
de rata que flucttia dentro de un ciclo ultradiano, y que aparentemente tiene un
efecto general en el organismo del animal, incluyendo los glébulos rojos
sangufneos, nos anim6 a llevar nuestra btsqueda de un tipo de fenémeno

parecido en el ser humano.

Los resultados de la actividad ATPéasica de Na,K ensayada para fantasmas
de glébulos rojos humanos, muestran actividad disminuida para el material
obtenido a las 1500h, cuando es comparado con la actividad del material
obtenido a las 0900h (Tabla 5), lo que verifica la extensién del fenémeno

estudiado hasta los seres humanos.
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Se evalu6 diariamente la actividad ATPésica de muestras de fantasmas de
globulos rojos de sangre humana obtenidas a las 0900h y 1500h, obteniéndose
resultados similares a los ya observados en los homogenizados de higado y de
corazén, asi como en los fantasmas de glébulos rojos de rata. La actividad
ATPasica de las muestras obtenidas a las 1500h, aumenta progresivamente al
pasar los dias, hasta igualarse a la actividad que presentan las muestras

obtenidas a las 0900h, la cual permanecié constante a lo largo del experimento

(Figura 6).

La presencia de un factor inhibitorio responsable de una variacién ritmica
ultradiana de la actividad ATPésica de Na,K de los gl6bulos rojos humanos que,
al igual que para rata, muy probablemente tenga una influencia general en el

organismo, da pie para esbozar una serie de implicaciones:

La regulacion de la actividad ATPasica de NaK en el corazén, tiene
importante influencia sobre la funcibn cardiaca, la cual depende
fundamentalmente de los rangos de actividad de la bomba de NaK en
referencia a dos funciones, como son, la conduccién del impulso nervioso y la

contraccién muscular.
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La inhibicién, dentro de ciertos limites de la actividad de las bombas de
Na,K a nivel del tejido cardfaco tiene un efecto estabilizante, que se traduce en
una disminucién de la frecuencia cardfaca y en un aumento de la fuerza con la
que se contrae el corazén, garantizando la perfusién y la satisfaccion de los

requerimientos bésicos a todos los tejidos.

Por otra parte, a nivel de organismo, los requerimientos energéticos de la
bomba de Na,K son muy altos, siendo uno de los principales consumidores de
energfa. Su inhibicién a una escala general y sobre todo, en tejido cardiaco,
derivarfa entonces en una reduccioén del gasto energético. Este planteamiento
pudiera tener cierta relaciéon con la variacién ultradiana de la actividad de la
ATPasa de Na, K reportada en este trabajo. Segtn ello, perfodos de alta actividad
metabdlica, se continuarfan con perfodos de baja actividad metabélica, lo cual
promoverfa una recuperacion energética, preparando al organismo para el

siguiente perfodo de actividad.

Otro aspecto a considerar es el siguiente: la inhibicién de la bomba de Na,K
a nivel del tejido cardiaco se constituye en la finalidad primordial de la terapia
con glicésidos cardfacos, como la ouabaina y la digoxina en el tratamiento de la

insuficiencia cardiaca, enfermedad caracterizada por la incapacidad del corazén
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para bombear sangre de forma adecuada a las necesidades del metabolismo
tisular. La inhibicién, como se mencion6 anteriormente, aumenta la fuerza con
la que se contrae el coraz6n, disminuye la velocidad de despolarizacién inicial y,
por lo tanto, la velocidad de conduccién, estabilizando y mejorando de esa

manera la funcién cardiaca.

Sin embargo, la administracién de estos compuestos debe estar siempre
limitada a ciertos rangos, pues los efectos toxicos cardiacos como extracardfacos

pueden hacerse presentes.

Por esta raz6n, es esencial la consideracién rigurosa de fenémenos como el
estudiado en el presente trabajo, que involucran una oscilacién en la actividad
ATPasica de Na/K, con el fin de realizar una coordinacién més adecuada en la
administracién de glicésidos cardfacos, y asf{ minimizar cualquier efecto

adverso.

Otro detalle interesante relacionado con el presente estudio es el siguiente:
hay evidencia que indica que la ocurrencia de una serie de eventos
cardiovaculares tiene caracteristicas ritmicas, la incidencia de infartos al

miocardio segln estudio realizado en 1.209 pacientes (Biol. Rhythms, Marzo
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2001) presenta dos picos, uno de ellos a las 0900h y el otro a las 2100h,
presentandose en dos valles aproximadamente a las 0300h y a las 1500h. Esta
secuencia temporal concuerda de forma sorprendente con la ritmicidad de la
actividad ATPéasica de Na,K encontrada en el presente trabajo, para tejido de
rata y posiblemente para glébulos rojos de humano. Por extrapolacion, bien

pudiera estar sucediendo también para tejido cardfaco humano.

Existe una compleja y dindmica relacion entre las fluctuaciones en algunos
procesos bioldgicos y los patrones ritmicos en la funcién cardiovascular. La
mayorfa de los marcadores de la funcién cardiovascular, como la frecuencia
cardfaca, la presion sanguinea, el tono vasomotor, la agregacién plaquetaria y la
viscosidad de la sangre muestran distintos patrones de actividad en funcién del
tiempo. Al realizar un estudio angiografico, Yasue y colegas (1976), encontraron
que el didmetro de las grandes arterias coronarias era menor en la mafiana que
al atardecer. También se ha encontrado una relacién funcional directa en la
variacion circadiana de la actividad renina-angiotensina-aldosterona y la
presion sanguinea, ademas de una correlaciébn inversa con el péptido
natriurético atrial. Aunque existe una significativa variabilidad en la actividad
renina-angiotensina-aldosterona, se reporta que la misma estd usualmente

aumentada durante el dia, y alcanza sus niveles mas bajos durante la noche. Los
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niveles aumentados durante las primeras horas de la mafiana, se relacionan con

el observado aumento de la presién sanguinea en el mismo periodo. (Cooke-

Ariel, 1998).

El tono simpaticovagal, por su parte, varfa en ciclos de 24 horas, con la
actividad simpética mas alta durante el dfa y la actividad parasimpética més
pronunciada durante la noche. (Cooke-Ariel, 1998). Se ha reportado que
compuestos como el cortisol y la adrenalina tienen valores plasmaéticos
aumentados en las primeras horas de la mafiana. La adrenalina induce un
aumento de la fuerza, frecuencia y rapidez de contraccién del corazén por lo
que es, en parte, responsable del pico matinal en la presion arterial. (Ferndndez
y col., 2000). Estos dos compuestos preparan al organismo, antes de empezar un

ciclo de actividad fisica y metabélica més alto.

Todos estos efectos e interacciones, bien pudiesen estar relacionados con un
aumento en la incidencia de los eventos cardiovasculares, en estrecho vinculo
con una actividad cardfaca acelerada con riesgo de inestabilidad y una actividad
ATPésica significativamente aumentada, por la exigencia del sistema en

cuestion.
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Desde otro punto de vista, la demanda energética para el corazén cuando la
frecuencia cardfaca es alta, puede llegar a ser muy significativa debido al
abundante consumo de ATP por parte de la bomba de Na,K y otros sistemas
que hidrolizan la molécula energética para ejercer su funcién. Esta situacién
incrementa, por supuesto, los requerimientos de oxigeno y glucosa para el
musculo cardfaco aumentando el riesgo de que estos sean insatisfechos, sobre
todo en seres con sistemas cardiovasculares que no se encuentran en buenas

condiciones.

Por supuesto que todo lo referido al tejido cardfaco es totalmente
especulativo, pero es una posibilidad que bien pudiera ser cierta. Es evidente
que se requiere mucha més investigacion al respecto, lo cual se recomienda muy

especialmente, dada la particular relevancia que el punto pudiera tener.
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