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I. El presente trabajo se realizé con la siguiente finalidad:
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1. Buscar y caracterizar parcialmente a un agente inhibidor de
la Na,K-ATPasa, responsable de las oscilaciones en la
actividad de esta enzima en corteza renal de rata.

2. Determinar su posible presencia en plasma sanguineo de rata.

3. Determinar la naturaleza quimica del inhibidor, y su peso

molecular aproximado.

Se trabajo con rebanadas de corteza renal de ratas macho de la cepa

Sprague-Dawley, de 3 ; meses de edad y 200 a 300 g de peso.

IT. Se encontrd que:

a) Las variaciones en la actividad de la Na,K-ATPasa observadas a lo
largo del dia son debidas a una mayor o menor inhibicién de la
enzima.

b) La inhibicién de la actividad ATPdsica viene dada por la presencia

de un factor inhibitorio en la membrana celular.



c) Este inhibidor se encuentra en altas concentraciones en el plasma
a las 1500h y en infimas concentraciones o ausente, en el plasma
de las 0900h.

d) El inhibidor de la enzima, el cual se encuentra incorporado en las
membranas de homogenizado de corteza renal de animales
sacrificados a las 1500h, puede ser extraido de las mismas por
centrifugacidn.

e) Elinhibidor tiene un peso molecular menor de 3 KDa.

f) Elinhibidor no es una proteina ni es de cardcter lipidico.

ITI. De los resultados encontrados, se sugiere que el factor inhibitorio de la
Na,K-ATPasa viaja por el plasma sanguineo a concentraciones variables,
dentro de un patrdn ultradiano (dos ciclos al dia). Si bien se han descrito
numerosas hormonas capaces de actuar sobre la NaK-ATPasa, ellas
presentan, en general, un ritmo circadiano (un ciclo por dia), lo cual hace
pensar que el inhibidor en cuestidn sea un agente diferente de las hormonas

comunmente estudiadas.
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INTRODUCCION.

En el metabolismo, tanto de seres unicelulares como pluricelulares,
muchos procesos son ciclicos, o sea, se repiten continuamente en un periodo

de tiempo (Giese, 1983).

Se han estudiado estos ritmos bioldgicos en protozoarios,
celenterados, platelmintos, artrdpodos, aves y mamiferos, ademds de
hongos, algas y plantas superiores (Giese, 1983). En organismos unicelulares,
estos ritmos se observan en la velocidad de divisién celular, fotosintesis,
bioluminiscencia. En plantas, es ciclico el movimiento de las hojas y pétalos.
En mamiferos es ciclica la temperatura corporal, los ciclos de vigilia y suefio,
la concentracion plasmdtica de ciertas hormonas, la excrecién urinaria de
potasio (Moore-Ede y col., 1983), sodio y calcio, la sintesis de dcidos
nucleicos, el contaje de glébulos blancos, la sensibilidad celular a toxinas y

medicamentos, la division celular, etc. (Giese, 1983).




®
®
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En los organismos, las actividades ciclicas que muestran un periodo de
24 + 4 horas, se denominan ritmos o ciclos circadianos (circadies: préximo a
un dia) y las que corresponden a los ciclos bioldgicos menores de 20 horas,
son denominados ultradianos. Estas variaciones ciclicas son de cardcter
enddgeno, modificables por factores externos como la luz y la temperatura,
y son cominmente conocidas como el “reloj bioldgico” (Giese, 1983; Moore-

Ede y col., 1977).

Existen mecanismos fisioldgicos destinados a regresar al organismo a
su estado normal, una vez que éste se ha modificado, lo cual permite
mantener la composicion del liquido extracelular y por ende las funciones
celulares. En conjunto, estos mecanismos constituyen la homeostasis
(Ganong, 1988). Del mismo modo, después que el estado normal de un
organismo ha sido perturbado por variaciones ambientales, se produce un

fendmeno de correccién, destinado a regresar al organismo a su estado

inicial (Moore-Ede, 1986).
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El ambiente se encuentra en constante cambio, algunos de los cuales
son impredecibles. Esto lleva a los individuos a desequilibrios, que el
organismo debe compensar rdpidamente para mantener la vida. Sin embargo,
otras variaciones son constantes, predecibles y ciclicas, como las horas de
luz y oscuridad durante el dia, las cuales se traducen en periodos de vigilia y
suefio, dependiendo de los hdbitos de cada especie; también son constantes
y predecibles, las variaciones de temperatura durante el afio. Las variaciones
constantes permiten modificaciones metabdlicas en los individuos como

preparacién para los cambios, antes de que ellos ocurran (Moore-Ede, 1986).

Las oscilaciones que sufre un organismo para su autorregulacién en
respuesta a los ciclos ambientales, pueden producirse inmediatamente
después de que estos ocurren; sin embargo, existen érganos que requieren
un lapso de tiempo largo, antes de emitir una respuesta que los regrese a su
estado normal. En vista de esta situacidn, los organismos pueden desarrollar
capacidades de autorregulacién que les permita anticipar cambios
ambientales, de tal modo que puedan reaccionar adecuadamente y a tiempo,

cuando éstos se produzcan (Moore-Ede, 1986; Aschoff, 1965).
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El hecho de que las variaciones ambientales sean en general ciclicas,
ha hecho suponer que los ritmos circadianos son una adaptacion evolutiva, lo
cual permitiria a los individuos mds evolucionados sobrevivir, adelantdndose

y prepardndose para los préximos cambios ambientales (Giese, 1983).

Como consecuencia, surgié el concepto de homeostasis predictiva, o
sea, cambios que se van desarrollando en el organismo en preparacion a
perturbaciones ambientales que estdn por ocurrir (Moore-Ede, 1986). Esta
preparacién, se produce para poder responder satisfactoriamente a las

variaciones del organismo, anticipdndose a ellas (Aschoff, 1965).

Asi por ejemplo: Sarelius y Greenway (1975), reportan que ovejas
alimentadas cada 24 horas, mostraban un mdximo de excrecién de sodio
Jjusto antes de que fueran alimentadas diariamente, lo que concluyeron se

trata de una respuesta “anticipada”.

Este tipo de homeostasis es importante, ya que permite que ciertos

mecanismos fisioldgicos, cuyos efectos demoran en aparecer después de una
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perturbacién, entren en funcionamiento inmediatamente, al momento de

ocurrir cambios ambientales (Moore-Ede, 1986).

En general, a nivel celular, los ritmos circadianos suceden para
permitir respuestas continuas ante un ambiente de variaciones también
continuas, para que “el organismo haga lo correcto en el momento correcto”
(Aschoff, 1965). Segura reporta en su trabajo de grado (1997), una serie de
funciones propuestas por otros autores, para los relojes circadianos y

ultradianos. Estas son:

1. Regulacién temporal de procesos incompatibles como sintesis y
degradaciédn de proteinas, cuando éstos ocurren en un mismo

compartimiento espacial (Edwardsy Lloyd, 1980).

2. Establecimiento de intervalos de suefio en los vertebrados, lo cual los
capacita para optimizar los tiempos de vigilia y suefio, jugando un
papel importante en el mantenimiento del equilibrio ecoldgico (Daan y

Aschof, 1982).
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3. Optimizacidn del gasto energético, logrado por un proceso oscilatorio,
en el cual la relacion ATP/ADP aumenta y, por ende, la produccién de

entropia disminuye (Termonia y Ross, 1981).

4. Daan (1981), Moore-Ede (1986) y Pittendrigh (1993), han sugerido que
el reloj circadiano confiere la capacidad de activar mecanismos
efectores con tiempos de latencia largos, antes de que ocurra la
perturbacién del sistema por un estimulo determinado. Moore-Ede
(1986), ha definido esta capacidad como homeostasis predictiva,

siendo ésta otra de las funciones asignadas al reloj circadiano.

Las funciones vitales de nuestro organismo poseen ritmos de
actividad. Por ejemplo, la presion sanguinea, la frecuencia cardiaca, la
secrecion de algunas hormonas, etc., aumentan durante las primeras horas
de la mafiana, como una preparacién al préximo aumento en la actividad
fisica. Estas variaciones se ven afectadas por el ambiente, ya que una
persona que trabaje en la noche, sufrird estos mismos cambios antes de

levantarse a alguna hora de la tarde. (Biol. Rhythms, marzo 2001)
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Por otro lado, el estudio de los ciclos circadianos es de gran
importancia clinica, ya que la efectividad de una droga cualquiera, puede
depender de la hora del dia en la cual es administrada (Moore-Ede vy col.,
1983). Por ejemplo, se conoce que el tratamiento del paludismo responde
mejor a momentos determinados, dentro de las 24 h del dia. Asi mismo, la
sensibilidad de los organismos a ciertas toxinas, varia fambién con la hora
del dia (Giese, 1983). También es sabido que el asma empeora en la noche,
asi como las dlceras; la mayor produccidn de colesterol sucede en la noche y
la artritis reumatoidea, empeora en las primeras horas de la mafiana. Seria
importante considerar que prescribir medicamentos en iguales dosis cada
cierto nimero de horas diarias, quizd no sea tan efectivo como si se tomara
en cuenta los ciclos de la enfermedad, y se adaptaran las dosis a éstos. Los
ritmos circadianos afectan la absorcién, distribucion, metabolismo y

excrecion de los medicamentos (Biol. Rhythms, marzo 2001).

El volumen de orina excretada y su concentracion de electrolitos,

pueden variar durante el dia, segin pafrones de alimentacion y de
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comportamiento; sin embargo, siempre sigue un patrén enddgeno ritmico de
picos diarios, independientemente de las variaciones individuales (Sarelius y
Greenway, 1975). La causa de la ritmicidad enddgena que gobierna éste y
muchos otros procesos, no se conoce; sin embargo, es de suma importancia a
nivel evolutivo, porque ha permitido desarrollar mecanismos homeostdticos
para el ajuste a variaciones de luz, temperatura, posibilidad de alimentacion

y de caza, diariamente (Moore-Ede, 1986).

La cantidad de electrolitos en el cuerpo debe mantenerse constante
para un adecuado funcionamiento celular; por ende, y debido a que las células
no los sintetizan ni los consumen, las cantidades totales ingeridas deben ser
iguales a las excretadas, siendo los rifiones, en tltima instancia, los érganos

encargados de realizar esta funcién, a través del proceso de reabsorcidn

(Vander, 1992).

La concentracién de potasio intracelular es unas 30 veces mayor que
la extracelular, mientras que las concentraciones de sodio se encuentran a la

inversa, en una relacién de 1:10. El flujo pasivo de estos iones: enfrada de
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sodio a la célula y salida de potasio de la misma, es contrarrestado por un
mecahismo de transporte activo, que se conoce como la bomba de NaK, la
cual introduce potasio y expulsa sodio de las células, en contra de sus
gradientes electroquimicos, utilizando para ello energia quimica depositada
en el ATP. Este transporte activo de iones mantiene la diferencia de cargas
entre el lado extra e infracelular de la membrana plasmdtica, lo cual
favorece la existencia del potencial de membrana y el transporte de otras

sustancias asociadas (Randall y col., 1998).

Ademds, el funcionamiento de esta bomba es utilizado por el
organismo para realizar la reabsorcién de sodio a nivel de los tubulos
renales, en especial a nivel del tubulo proximal, por lo cual la enzima

mantiene la homeostasis de fluidos y electrolitos (Ganong, 1988).

Diariamente se filtran 180 I+ de agua a nivel renal. En vista de la alta
cantidad de agua extraida de la sangre, es necesaria la reabsorcién de gran
parte de ella y, de hecho, se reabsorbe casi el 99% de la misma. Este

volumen seria fotalmente imposible de recuperar por ingestién oral en ur
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dia. Mds aun, por los rifiones se reabsorben grandes cantidades de diversos
metabolitos e iones filtrados. Asi por ejemplo, sélo el 1% de alrededor de
500 g de NaCl filtrado en 24h se excreta por la oring, el resto del mismo es
reabsorbido en los tibulos renales, captdndose por tfransporte activo

aproximadamente el 70% (Randall y col., 1998).

Esta reabsorcién se produce de la siguiente manera: el sodio que se
encuentra disuelto en el filtrado, penetra pasivamente a las células
tubulares a través de las paredes luminales de las mismas, las cuales se han
modificado para aumentar su superficie de absorcién, mostrando para ello,
en el lado apical o luminal "proyecciones digitiformes (microvellosidades)"
(Randall y col., 1998). Luego, el sodio es activamente expulsado hacia el
espacio intersticial por las bombas NaK, situadas en las paredes
laterobasales de las células. De esta manera, se produce un flujo vectorial
de sodio, desde la luz del tibulo hacia el intersticio, siendo asi reabsorbidas
grandes cantidades de este cation, junto con el cual se reabsorben también

agua, aminodcidos, aniones y azlcares (Ganong, 1988).
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Como la excrecidn de iones Na' en la orina muestra cierta ritmicidad
circadiana y, esta excrecion estd asociada al mayor o menor funcionamiento
de la bomba de Na K, pudiera esperarse que la actividad de esta enzima
presente también una cierta ritmicidad a lo largo del dia. En este particular,
Segura (1997) demostrd la existencia de un ritmo ultradiano en la actividad
de la bomba de Na K, observandose dos ciclos cada 24 horas para células de
corteza renal de rata, con actividad ATPdsica mdaxima a las 0900h y 2100h,

y minima a la 0300h y 1500h.

Los valores mdximos y minimos de actividad presentados por la
enzima, no son debidos a cambios en la afinidad al Na’, al K", o al complejo
Mg:ATP (nho hay variacion en los Km para ligandos y sustrato a lo largo del
dia). Tampoco, se deben a variaciones en el nimero de bombas funcionales.
En base a estas observaciones, Segura (1997) concluye que los cambios de

actividad son debidos a variaciones en la velocidad de reciclaje de la enzima.

Gracias a experimentos preliminares realizados con plasma por Segura

(1997), se supone que el agente causante de este fendmeno seria un
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inhibidor, el cual estaria presente en concentraciones mdximas en el plasma
de los animales a las 0300h y a las 1500h y, ausente o en concentraciones

minimas en el plasma de los animales a las 0900h y a las 2100h.

Por lo anteriormente expuesto, se hace de particular relevancia
fisioldgica y fisiopatoldgica buscar y caracterizar, aunque sea parcialmente,
al agente inhibidor, asi como conocer mds sobre su presencia o ausencia en el
plasma a distintas horas del dia, utilizando para su desarrollo el modelo

experimental de homogenizados de drganos y extractos de plasma de rata.

Para el desarrollo de estos objetivos, en el presente trabajo se
tratard de demostrar, de manera fehaciente, la presencia de un factor
inhibitorio de la ATPasa de NaK en plasma sanguineo de rata, cuya
concentracién o potencia varie segun la hora del dia. Conjuntamente, se
tratard de determinar la posible naturaleza del inhibidor, asi como el peso

molecular aproximado del mismo.
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MATERIALES Y METODOS.

1 ANIMALES DE EXPERTMENTACION.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley, de 3 3 meses
de edad, de 200 a 300 g de peso. Los animales fueron sacrificados a las

0900h y a las 1500h.

2. OBTENCION DE PLASMA SANGUINEO DE RATA.

Las ratas fueron anestesiadas con 1 ml de pentotal sédico. Luego, se
les practicd una incisién ventral media y se les extrajo sangre directamente
desde el ventriculo izquierdo, con inyectadoras de 10 ml previamente
heparinizadas. La sangre heparinizada se centrifugé a 12.000xg por 1C

segundos a 4°C, con una centrifuga marca Sorvall RC-5B (rotor 55-34).
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Se succiond cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo, el cual

correspondia al plasma, y se guardd a -70°C hasta el momento de su uso.

3. PREPARACION Y HOMOGENIZACION DE REBANADAS DE
CORTEZA RENAL DE RATA.

Luego de extraida la sangre, se extrajeron los rifiones a cada rata, se
descapsularon y se colocaron a 4°C en la siguiente solucién de resuspensién
(mM): Sacarosa, 250; Tris-HCl (pH 7.2 a 0°C), 20; Ditiotreitol (DTT), 05y

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

Con la ayuda de una hojilla, se cortaron rebanadas de la parte mds
externa de la corteza renal (rica en tlbulos proximales), se pesaron y se les
adiciond tres volimenes de la solucidn arriba indicada. Esta suspensién se
homogenizé con ocho golpes, en un homogenizador manual del tipo "Potter-
Elvehjem”, con un émbolo de teflén, a 2500 rpm. De esta forma, se

prepararon los homogenizados totales de las rebanadas de la corteza renal
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de rata. Luego, estos homogenizados se filfraron a través de una capa de

gasa, y se almacenaron a -70°C hasta el momento de su uso.

4. CENTRIFUGACION DE HOMOGENIZADOS DE REBANADAS DE
CORTEZA RENAL DE RATA.

Fracciones de homogenizados de membrana de corteza de rifién de
ratas, sacrificadas a las 0900h y a las 1500h, se centrifugaron a 10.000xg
por 15 minutos a 4°C. Luego, se separé el precipitado del sobrenadante en

cada caso. El precipitado se diluyé con medio de resuspensién, hasta obtener

una concentracion de 0.2- 0.4 mg/ml de proteina.

Todas las muestras, precipitados y sobrenadantes de 0900h y 1500h,
se manfuvieron a -70°C, hasta el momento de realizar los experimentos de

preincubacién pertfinentes y determinar las respectivas actividades

ATPdsicas.
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5. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR APROXIMADQ DEL
INHIBIDOR.

Muestras de plasma sanguineo de rata, obtenidas a las 1500h , fueron
centrifugadas a 3.000xg por 2 horas a 4°C, en filtros Centriplus (Amicon,
Millipore Co., Belford, USA.), para separar sus componentes, segun el peso

de los mismos.

Las distintas fracciones obtenidas eran colectadas y almacenadas a
-70°C. Posteriormente, homogenizados de corteza renal de rata eran

incubados con las mismas, y se determinaba su actividad ATPdsica.

6. PREPARACION DE FRACCIONES DE PLASMA SANGUINEO DE

RATA.

El plasma sanguineo obtenido fue sometido a un proceso de

separacidn, extraccién dcida y lipidica, para luego preincubar las membranas
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de homogenizado de rifién de rata, con distintas fracciones resultantes.

La desproteinizacion del plasma se realizé de la siguiente manera: 3 ml
de plasma sanguineo se trataron con 500 ul de dcido sulfosalicilico al 20%,
se mezclo bien y se centrifugo durante 15 min. a 48.000xg. El sobrenadante
se llevé a pH 7,4 con Tris-OH 1M. Una parte del material resultante, que
corresponde al extracto dcido, fue conservada a -70°C para preincubaciones
con homogenizados de rifién de rata. La otra parte, fue sometida a un
proceso de extraccion lipidica, utilizando el método de Folch (Folch y col.,
1957). La extraccion lipidica se realizé de la siguiente manera:se mezclé 1 mi
de extracto dcido con 20 ml de una solucidn cloroformo:metanol (2:1, viv) y
se agité bien durante tres minutos. Luego, se afiadieron 4 ml de agua
destilada y se agité de nuevo por tres minutos. Esta preparacidn se
centrifugd por cinco minutos a 1.500 rpm en una centrifuga clinica. Se
removié con una pipeta Pasteur la fase acuosa superior, se liofilizé durante
24h y finalmente, se resuspendid en 1 ml de solucion salina conteniendo 150
mM NacCl y 10 mM Tris-HCl, pH 7,4 a 4°C. Esta resuspensién constituye la

fraccién hidrosoluble. Los solventes orgdnicos de la fase inferior
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(Cloroformo-metanol-lipidos), se evaporaron a 40°C en atmdsfera de
nitrégeno, en un rotavapor Bichi. Los lipidos desecados se resuspendieron
de nuevo con 1 ml de una solucién igual a la usada para la fraccién acuosa,
constituyendo la fraccion liposolule o lipidica. Ambas fracciones se

conservaron a -70°C hasta su uso.

7. PREINCUBACIONES DE HOMOGENIZADOS DE CORTEZA RENAL
DE RATA O DE PRECIPITADOS DE LOS MISMOS.

Las preincubaciones se realizaron por 30 min a 37°C. En general, 50 pl
de homogenizado concentrado de corteza renal de rata, o de precipitado de
centrifugacion del mismo, fueron preincubados, tanto con 50 ul de plasma o
de fracciones del mismo, como con 50 ul de sobrenadante de centrifugado

del homogenizado.

Luego de cada preincubacidn, las muestras se diluyeron con medio de

resuspension, hasta obtener una concentracion de 0.2-0.4 mg/ml de
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proteina. Se almacenaron luego a -70°C, hasta el momento de determinar las

actividades ATPdsicas.

8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Na,K PARA

HOMOGENIZADOS DE CORTEZA RENAL DE RATA.

La determinacidn de la ATPasa de NaK, se realizé siguiendo el
método descrito por Proverbio (Proverbio y del Castillo, 1981). El fosfato
inorgdnico liberado durante la reaccidn, se determiné segin el método

descrito por Marin (Mariny col., 1986).

El medio donde se efectud la reaccién enzimdtica constaba de 180 yl
de medio de incubacién y 20 ul de la suspension de membranas (con una
concentracion de proteinas de 0.2 0.4 mg/ml), para obtener un volumen

final de 200ul.

Composicién de los medios:
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MEDIO 1 MEDIO 2
MgCl> 5 mM MgClo 5mM
NaCl 100 mM Nacl 100 mM
Kcl 20 mM KCl 20 mM
Tris-ATP 2 mM Tris-ATP 2 mM
Ouabaina 0 Ouabaina 5mM
Tris-HCl 50 mM Tris-HCl 50 mM

El procedimiento fue el siguiente: 180 pl del medio de incubacion se
preincubaron por dos minutos a 37°C, y la reaccidn se inicié afiadiendo 20 ul
de la fraccion de membranas. La reaccién se finalizé a les 10 minutos,
agregando 300 pl de una sclucién mantenida en frio (solucién A), la cual
contenia (%): dodecil sulfato de sodic (SDS), 0,72; dcide molibdico, 0,48;
dcido ascérbico, 2,86 y HCl, 2,18. Los tubos de incubacién se colocaron,
luego, en hielo durante 10 minutos. Después de transcurrido este tiempo, se
le afiadié a cada uno de los tubos 0,5 ml de la siguiente solucién (solucién B),
la cual contiene (%): arsenito de sodio, 2; citrato de sodio, 2 y dcido acético,

2. Los tubos de incubacién se recalentaron a 37°C por 10 minutos.
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Transcurrido este tiempo, se procedid a medir la absorbancia en un

espectrofotémetro Spectronic 1201 a 705 nm.

La actividad ATPdsica es expresada como nanomoles de fosfato
liberado por miligramo de proteina por minuto de incubacidn, después de
sustraer un blanco incubado en paralelo sin proteinas, las cuales fueron

afiadidas después de agregar los 300 ul de la solucidn A.

La actividad especifica de la ATPasa de NaK, se calculd como la
diferencia entre la actividad ATPdsica medida en el medio 1, menos la
medida en el medio 2; es decir, como la actividad ATPdsica medida en

presencia de Na" y K, sensible a ouabaina.

9. DETERMINACION DE PROTEINAS.

La determinacion del contenido proteico de las muestras, se realizé

segin el método de Bradford, (Bradford, 1976). Para ello, se utilizé el
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reactivo concentrado de azul brillante de coomasie (Bio-Rad Laboratories,

Richmond,CA, USA). Este reactivo se mantuvo almacenado a 5°C, hasta el

momento de su uso a temperatura ambiente.

El procedimiento fue el siguiente: Se preparé una curva de calibracidn
usando 100, 200 y 400 ! de albimina 25 pg/ml, llevando luego a un volumen
final de 800 ul con agua destilada. Se prepararon cuatro blancos para
calibrar el espectrofotémetro, los cuales contenian 790 pl de agua destilada
y 10 ul del medio de resuspensién. Las muestras se prepararon por
cuadruplicado, y contenian 10 ul de la suspensién de membranas y 790 ul de
agua destilada. Tanto a las muestras como a los blancos, se les afiadié 200
del reactivo, se agitaron y, se dejaron a temperatura ambiente durante 5
min. Luego, se midié la absorbancia en un espectrofotémetro a 595 nm. La
densidad dptica es lineal para un rango de concentracidn de proteinas entre

0,07 mg/mly 2,7 mg/ml.
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10. 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 estdndar, para el nimero de ensayos indicado en cada caso.
Comparaciones entre los resultados de los distintos experimentos, se

realizaron utilizando la prueba 7 de Student.
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RESULTADOS

En la Figura 1, se muestran los resultados previos obtenidos en el
laboratorio (Segura, 1997), con la actividad de la NaK-ATPasa de
homogenizados de tibulo proximal de rifién de rata, en funcién de la hora del
dia en la cual fue sacrificado el animal. Para este experimento, un grupo de
ratas era sometido a 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad por quince
dias. Al dia 16, se sacrificaba un animal cada dos horas durante 24 horas.
Una vez extraidos los rifiones, se tomaban rebanadas de la parte mds
externa de la corteza renal, se homogenizaban y se estudiaba la actividad
ATPdsica de los homogenizados. Nétese la clara variacion de la actividad a lo
largo de las distintas horas del dia, presentdndose dos picos: a las 0900h y a

las 2100h vy, dos valles: a las 0300 y a las 1500h.

Las variaciones en la actividad de la ATPasa de Na,K observadas a lo
largo de las 24 horas del dia, pueden ser debidas a una estado de activacion

de la enzima (valores elevados) o a un estado de inhibicién de la enzima
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FIGURA 1

Actividad ATPdsica de Na,K de homogenizados de corteza renal 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 sacrifico un animal cada 2
horas, hasta completar las 24 horas. Los resultados son presentados como
las medias + el error estdndar, para n = 6.

Tomado de Segura, Trabajo de Grado de Maestria. Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas, julio 1997.
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(valores bajos). Para poder discernir entre las dos posibilidades, se realizé
el siguiente experimento: se prepararon homogenizados con material
proveniente de ratas sacrificadas a las 9 de la mafiana (valor pico, 0900h), y
homogenizados con material proveniente de ratas sacrificadas a las 3 de la
tarde (valor valle, 1500h). Una vez preparados, los homogenizados fueron
almacenados en su mismo medio de resuspensién a-70°C,y diariamente,
después de descongelados, eran ensayados para actividad de Na,K-ATPasa.
Los resultados de este experimento, se presentan en la Figura 2: mientras
que la actividad ATPdsica del material proveniente de ratas sacrificadas a
las 0900h, se mantenia alta y constante a lo largo de todo el tiempo del
experimento, la actividad del material proveniente de ratas sacrificadas a
las 1500h, fue aumentando paulatinamente con el paso de los dias,

alcanzando valores altos parecidos a los del otro grupo, hacia el sexto dia de

preparacién del material.

El hecho de que en un momento dado la actividad de una enzima se
encuentre inhibida y, después de cierto tiempo de preparada la actividad se

normalice, puede ser debido a cambios estructurales de la proteina o de su
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FIGURA 2

Actividad ATPdsica de Na,K de homogenizados de corteza renal de ratas
sacrificadas 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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microambiente, que se revierten a la normalidad con el paso del tiempo o,
segin sugerido por experimentos preliminares de Segura (1997), a la
presencia de algin inhibidor en la membrana celular, que se degenera o

desprende de la misma, después de algunos dias de almacenamiento.

Para poder discernir entre las posibilidades planteadas, se pensé en
someter las membranas a una serie de condiciones experimentales, las
cuales incluian tratamiento de las membranas a distintas temperaturas,
variaciones del pH del medio de resuspensién y, centrifugacién de los
homogenizados. Se decidié probar, en primera instancia, esta lltima
posibilidad, lo cual se realizé de la siguiente manera: homogenizados de
corteza renal de ratas sacrificadas a las 1500h eran centrifugados a
10.000xg por 15 minutos a 4°C. Se separaba el sobrenadante, y se
resuspendia el precipitado en un medio igual al que se encontraba
anteriormente. Homogenizados, sobrenadantes y precipitados eran entonces
ensayados para actividad ATPdsica de NaK. Conjuntamente, material
proveniente de ratas sacrificadas a las 0900h era fratado exactamente de

la misma manera, para que sirviera de control. Enla Tabla 1 se observan
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TABLA 1

ACTIVIDAD ATPdsica DE Na K DE HOMOGENIZADOS DE CORTEZA
RENAL DE RATA OBTENIDOS ALAS 0900h Y A LAS 1500h, Y DE SUS
RESPECTIVOS PRECIPITADOS DESPUES DE CENTRIFUGACION

Actividad ATPdsica de Na,K: nmoles Pi/mg prot . min

Muestras (h) Homogenizado Total Precipitado
0900 80+5 117 +7
1500 43 + 3* 105 + 9**

* P<0,001 (1500h vs 0S00h)
** P = s (1500h vs 0900h)

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




UCAB 30

los resultados de este experimento. Interesantemente, mientras que para el
homogenizado total, la muestra 1500h presenta, como ya visto en la Figuras
1y 2, una actividad de Na,K-ATPasa que es cerca del 50% de la actividad
de la muestra 0900h, los precipitados de ambas muestras, presentan una
misma actividad Na,K-ATPasa. El sobrenadante, por su parte, mostré una

actividad Na,K-ATPasa muy baja en ambos casos (datos no mostrados).

Ahora bien, si estamos entonces frente a la presencia de un
inhibidor de la enzima pegado a las membranas, que se desprende de las
mismas con el proceso de centrifugacién, bien pudiera esperarse que, si se
juntan precipitado y sobrenadante de nuevo, se pueda inducir otra vez la
inhibicidn en la actividad de la enzima. El experimento fue realizado con
precipitado de material obtenido a las 1500h y sobrenadante de material
obtenido a las 0900h y 1500h. Se centrifugaron ambos homogenizados y
luego, precipitado de la tarde y sobrenadante fueron preincubados en
relaciéon 1.1, a 37°C por 30 minutos y, después de congelacién y
descongelacién, el material fue ensayado para Na K-ATPasa. Como control se

preincubd el mismo precipitado con sobrenadante proveniente de la
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centrifugacion de homogenizado de material obtenido a las 0900h. Los
resultados de este experimento, se muestran en la Tabla 2. Contrariamente
a lo esperado, la actividad Na K-ATPasa fue igual en ambos casos, es decir,
que la preincubacién del precipitado 1500h con su sobrenadante, no se

tradujo en inhibicién alguna de la actividad de la Na,K-ATPasa.

Si el inhibidor pasa de las membranas al sobrenadante, al centrifugar los
homogenizados y luego, cuando se incuba el precipitado con el sobrenadante
producto de la centrifugacidn, no se obtiene inhibicién alguna de la actividad
de la Na K-ATPasa, puede pensarse que la incubacién no logra hacer que el
inhibidor se integre de nuevo a las membranas. Esto pudiera ocurrir, bien
porque la concentracién del inhibidor es muy baja, o bien porque es
necesaria la presencia de algin cofactor para que la unién se produzca. En
primera instancia, se decidié estudiar esta Ultima posibilidad. Para ello, se
realizé el mismo experimento de preincubacién de precipitado y
sobrenadante, cuyos resultados se presentaron en la Tabla 2, afiadiendo

ahora a la mezcla de preincubacién 150 mM Nacl, 0 5 mM KCI, 0 5 mM MgCl,.




UCAB 32

TABLA 2

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE NaK DE
PRECIPITADOS OBTENIDOS DE LA CENTRIFUGACION DEL MATERIAL
1500h, AL SER PREINCUBADOS CON SOBRENADANTES RESULTANTES
DE CENTRIFUGACION DE HOMOGENIZADOS DE CORTEZA RENAL DE
RATA OBTENIDOS A LAS 0900h Y 1500h.

Actividad ATPdsica de Na,K: nmoles Pi/mg prot. min

Precipitado 1500h + Precipitado 1500h +
sobrenadante 0900h sobrenadante 1500h
107 + 8 102 + 6*

*P = ns.

Valores expresados como las medias + el error estdndar, n = 6
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La adicién de NaCl o KCI al medio de preincubacién no produjo efecto
alguno (datos no mostrados). Por otro lado, basados en el trabajo de Carilli
(Carilliy col., 1985), en el cual se describié la presencia de un inhibidor de la
Na K-ATPasa de origen hipotaldmico, el cual se une a la enzima a 37°C,
estabilizdndose en presencia de Mg+2 y sodio, sin potasio, se decidid afiadir 5
mM MgCl; al medio de incubacidn. Segtin se muestra en la Tabla 3, cuando se
afiadié MgCl; al medio de preincubacidn, los resultados fueron totalmente
distintos. Ahora si, como esperado, se produjo una importante inhibicién en
la actividad de Na,K-ATPasa. También podemos ver en la misma tabla que
preincubacién de precipitado de homogenizado de material obtenido en la
tarde, junto con sobrenadante proveniente de homogenizado de material
obtenido en la mafiana, no mostré efecto alguno sobre la actividad de la

Na,K-ATPasa, adn cuando la preincubacion fuese realizada en presencia

de MgCl..

De igual manera, cabe esperar que preincubacién de homogenizado de
material obtenido a las 0900h, con sobrenadante de homogenizado de

material obtenido a las 1500h, en igualdad de condiciones que el
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TABLA 3

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Na K DE PRECIPITADO
OBTENIDO DE CENTRIFUGACION DEL MATERIAL 1500h, AL SER
PREINCUBADO CON SOBRENADANTES RESULTANTES DE
CENTRIFUGACION DE HOMOGENIZADO DE CORTEZA RENAL DE RATA
OBTENIDO A LAS 0900h Y 1500h, CUANDO SE REALIZO LA
PREINCUBACION EN PRESENCIA DE 5 mM DE MgCl,.

Actividad ATPdsica de Na K: nmoles Pi / mg prot. min

Precipitado 1500h + Precipitado 1500h +
sobrenadante 0900h sobrenadante 1500
98 +6 64 + 4
P<0,001

Valores expresados como las medias + el error estdndar, n= 6
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experimento anterior y en presencia de 5 mM de MgCl, debiera traducirse
en algin grado de inhibicion de la actividad de la Na,K-ATPasa. El
experimento fue realizado, y los resultados del mismo se muestran en la
Tabla 4: efectivamente, como esperado, la preincubacion se tradujo en una
fuerte inhibicién en la actividad de la enzima, demostrdndose de nuevo la
necesidad de la presencia de MgCl; en el medio de preincubacién para que el

efecto se produzca.

Una vez demostrada la presencia de un inhibidor de la ATPasa de Na K
en el sobrenadante resultante de la centrifugacién del homogenizado total
de material obtenido a las 1500h, se hizo interesante el determinar el
comportamiento del mismo, en funcién del tiempo de preparacién. Para ello,
rebanadas de rifion de ratas sacrificadas a las 0900h y 1500h se
homogenizaron y, los homogenizados fueron centrifugados, obteniéndose en
cada caso un sobrenadante y un precipitado, el cual fue resuspendido en un
medio igual al utilizado para su homogenizacién. Cada uno de los
sobrenadantes y precipitados fueron congelados y, a partir del primer dia de

preparacién, el precipitado de las 1500h fue ensayado para actividad
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TABLA 4

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Na,K DE PRECIPITADO
OBTENIDO DE CENTRIFUGACION DE MATERIAL 0900h, AL SER
PREINCUBADO CON SOBRENADANTES RESULTANTES DE
CENTRIFUGACION DE HOMOGENIZADO DE CORTEZA RENAL DE RATA
OBTENIDO A LAS 1500h, EN PRESENCIA O AUSENCIA DE 5 mM DE
MgCl..

Actividad ATPdsica de Na,K: nmoles Pi / mg prot. min

Condicion de

oreincubacion Precipitado 0900h + sobrenadante 1500h
P s

Sin Mg*? 113+2
Con Mg 59+ 8
P < 0,001

Valores expresados como las medias + el error estdndar, n= 6
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ATPdsica de Na K, la cual fue determinada después de su preincubacion en
presencia del sobrenadante de la mafiana o de la tarde. Los resultados de
este experimento, se presentan en la Figura 3. Igual a lo sucedido cuando el
inhibidor se encontraba unido a la membrana, su efecto (visible
cuando se preincubaba el precipitado con el sobrenadante de la tarde), se
fue haciendo menor con el paso de los dias de preparacidn, indicando que se

va perdiendo con el paso del tiempo.

La presencia de una sustancia asociada a la membrana de las células
renales, capaz de inhibir la actividad de la ATPasa de Na K, pudiera ser el
resultado de un fenédmeno local, o pudiera ser indicacién de un fenémeno mds
general, que pudiera incluir todo el organismo. De ser este ultimo el
caso, bien pudiera esperarse entonces encontrar esta sustancia en el
plasma sanguineo, el cual debiera presentar una concentracién grande del
inhibidor a las 1500h y, una concentracidn pequefia o infima del mismo a las
090Ch. Para estudiar esta posibilidad, se prepararon homogenizados de
corteza renal de ratas sacrificadas a las 0900h y a las 1500h, tomdndose al

mismo tiempo muestras de plasma sanguineo de las mismas. Una vez
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FIGURA 3

Actividad ATPdsica de NaK de precipitados por centrifugacién de
homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a las 1500h, en
funcién del tiempo transcurrido después de preparacién de las muestras.
Antes del ensayo, las muestras eran preincubadas con sobrenadantes de
centrifugacidon de homogenizados de 0900h y 1500h. Los resultados son
presentados como las medias * el error esténdar, para n = 6.
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preparados, los homogenizados fueron preincubados con muestras de
plasma de las 0900 6 1500h, y ensayados para actividad ATPdsica de Na K.
Los resultados de este experimento se muestran en las Figuras 4, 5y 6. En
la Figura 4, puede verse como la preincubacion de material proveniente de
rifidn de las 0900h con el plasma sanguineo obtenido a las 1500h, se tradujo
en una importante inhibicidn de la ATPasa de Na K, no produciéndose, por
otro lado efecto alguno, por preincubacidn del mismo material con plasma de
las 0900h. Por otra parte, preincubacién de homogenizado de material
obtenido a las 1500h (actividad inhibida) con plasma de las 0900h o de las
1500h, como se muestra en la Figura B, no produjo efecto alguno sobre la
Na, K-ATPasa en ninguno de los dos casos. Finalmente, la contribucién que el
plasma per se pudiera tener en la expresion de la actividad ATPdsica de
Na K de la mezcla, como se muestra en la Figura 6, es prdcticamente nula, ya

que ambos plasmas sélo presentan una muy pobre actividad ATPdsica de

Na K.

Es de esperar que preincubacién de precipitado de material
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FIGURA 4

Actividad ATPdsica de Na K de homogenizados totales (HT) de corteza renal
de ratas sacrificadas a las 0900h y preincubadas con plasma de los mismos
animales obtenido a las 0900h y a las 1500h. Los resultados son presentados
como las medias + el error estdndar, para n = 6. La probabilidad en cada

caso, fue calculada comparando los resultados respecto a la condicion HT
0900h.
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FIGURA 5

Actividad ATPdsica de Na,K de homogenizados totales (HT) de corteza renal
de ratas sacrificadas a las 1500h y preincubadas con plasma sanguineo de
rata, obtenido a las 0900h y a las 1500h. Los resultados son presentados
como las medias * el error estdndar, para n = 6. La probabilidad en cada
caso, fue calculada comparando los resultados respecto a la condicién HT
1500h.




UCAB 42

100
X
s C
S L 80+
= E
-U‘l-'
g O
w < 60
&g
==
< i
%5 404
3%
> £
© c
< 20 -
- T
0 :

] I
Plasma0900h Plasma1500h

FIGURA 6

Actividad ATPdsica de Na,K de plasma sanguineo de ratas sacrificadas a las
0900h y a las 1500h. Los resultados son presentados como las medias * el
error estdndar, para n = 6.
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proveniente de cualquier hora, con plasma de las 0900h o de las 1500h,
produzca los mismos efectos de preincubaciones con sobrenadantes
provenientes de centrifugacion de homogenizados de las 0900h o 1500h. El
experimento fue realizado utilizando precipitado de homogenizado de
material obtenido a las 1500h, y los resultados del mismo se presentan en la
Figura 7: efectivamente, como esperado, la preincubacién con plasma de la
tarde se tradujo en una importante inhibicién de la actividad de la ATPasa
de Na K, no produciéndose por otro lado, inhibicién por preincubacién con

plasma de la manana.

Una vez en la seguridad de hallarnos en presencia de un inhibidor de la
Na,K-ATPasa, que se encuentra a distintas concentraciones en el plasma
sanguineo segun la hora del dia, y que ejerce su efecto incorpordndose a las
membranas celulares, por lo menos en tejido renal, decidimos indagar sobre
la posible naturaleza del mismo. Esta parte del trabajo, se desarrolld

siguiendo una serie de diferentes lineamientos.

En primer lugar, se procedid a tratar muestras de plasma de las 0900h y
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FIGURA 7

Actividad ATPdsica de Na K de precipitados (Prec) de homogenizados de
corteza renal de ratas sacrificadas a las 1500h y preincubadas con plasma
sanguineo de rata obtenido a las 0900h y a las 1500h. Los resultados son
presentados como las medias + el error estdndar, para n = 6. La probabilidad

en cada caso, fue calculada comparando los resultados respecto a la
condicién Prec 1500h.
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1500h con dcido sulfosdlicilico al 20%, para desproteinizarlas.
Homogenizados de las 0900h fueron preincubados con los sobrenadantes
desproteinizados de ambos plasmas, y ensayados para actividad de Na K-
ATPasa. Los resultados de este experimento, como se muestra en la Figura
8, indican que el inhibidor no es una proteina, ya que la preincubacidn con la
fraccion desproteinizada del plasma de las 1500h, se tradujo en un

significativo grado de inhibicién de la enzima.

A continuacién, se procedié a obtener informacion sobre el peso
molecular del inhibidor de la Na K-ATPasa presente en el plasma de las
1500h. Para ello, muestras de extracto dcido del mismo fueron
centrifugadas a través de filtros de separacion molecular hasta con corte
para 3 KDa, obteniéndose en dltima instancia una fracciéon conteniendo
sustancias de peso molecular inferior a los 3 KDa. Homogenizados de las
0900h fueron preincubados con esta fraccidn, y luego ensayados para
actividad de NaK-ATPasa. Los resultados de este experimento, se
presentan en la Figura 9: nétese como la preincubacién del homogenizado de

las 0900h con el filtrado de extracto dcido de plasma de las 1500h,
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FIGURA 8

Actividad ATPdsica de Na,K de homogenizados totales (HT) de
corteza renal de ratas sacrificadas a las 0900h y preincubadas con extracto
desproteinizado de plasma sanguineo (EA) de rata obtenido a las 0900h vy ¢
las 1500h. Los resultados son presentados como las medias + el error
estdndar, para n = 6. La probabilidad en cada caso, fue calculada comparando
los resultados respecto a la condicion HT 0900h.
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FIGURA 9

Actividad ATPdsica de Na K de homogenizados totales (HT) de corteza renal
de ratas sacrificadas a las 0900h y preincubadas con filtrado de extracto
dcido de plasma sanguineo (EA) obtenido a las 1500h, conteniendo sustancias
de peso molecular menor de 3KDa (EA<3K). Los resultados son presentados
como las medias + el error estdndar, para n = 6. La probabilidad en cada

caso, fue calculada comparando los resultados respecto a la condicion HT
0900h.
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conteniendo sustancias de peso molecular menor de 3 KDa, se tradujo en una

importante inhibicién de la enzima.

Un experimento similar, utilizando precipitado por centrifugacién de
homogenizado de 1500h preincubado con extracto dcido de filtrado de
plasma de 1500h, con sustancias de peso molecular menor de 3KDa presentd,
como puede verse en la Figura 10, resultados muy parecidos: preincubacién
del precipitado con filtrado de plasma con sustancias de peso molecular
menores a los 3 KDa, se tradujo en una importante inhibicién de la actividad

de la Na K-ATPasa.

Finalmente, se investigé acerca de la posibilidad de encontrarnos o no
frente a una sustancia de naturaleza lipidica. Para ello, muestras de plasma
obtenido a las 1500h fueron tratadas segun la técnica de Folch (Folch y col.,
1957), separdndolas en una fraccidn acuosa y una lipidica. Homogenizados de
las 0900h, fueron preincubados con cada una de las dos fracciones y

ensayados para actividad ATPdsica de Na K.
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FIGURA 10

Actividad ATPdsica de Na,K de precipitado (P) por centrifugacion de
homogenizados totales (HT) de corteza renal de ratas sacrificadas a las
1500h y preincubadas con filtrado de extracto dcido de plasma sanqguineo
obtenido a las 1500h, conteniendo sustancias de peso molecular menor de
3KDa (EA<3K). Los resultados son presentados como las medias t el error
estdndar, para n = 6. La probabilidad en cada caso, fue calculada comparando
los resultados respecto a la condicion HT 1500h.
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Los resultfados de este experimenfo se muestran a continuacion:
nétese en la Figura 11, que preincubacién de homogenizado de material
0900h con fraccidn lipidica de plasma obtenido a las 1500h, no produjo
ninglin efecto inhibitorio sobre la actividad ATPdsica de Na K, ya que ésta
arrojé resultados parecidos, incluso mayores, que los arrojados por el mismo

homogenizado preincubado con fraccion lipidica de plasma obtenido a 0900h.

Por otro lado, cuando se realizé el mismo experimento, pero
preincubando homogenizado de material 0900h con fraccién acuosa
de plasma sanguineo obtenido a las 1500h, como se muestra en la Figura
12, la actividad de la ATPasa de Na KK si fue significantemente menor que

aquella obtenida después de preincubacidn con fraccidén acuosa de plasma

obtenido a las 0900h.
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FIGURA 11

Actividad ATPdsica de Na,K de homogenizados totales (HT) de corteza renal

e ratas sacrificadas a las 0900h, preincubadas con fraccidn lipidica de
plasma sanguineo (FL) obtenido a las 0900h y 1500h. Los resultados son
presentados como las medias + el error estdndar, para n = 6.
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FIGURA 12

Actividad ATPdsica de Na K de homogenizados totales (HT) de corteza renal
de ratas sacrificadas a las 0900h y preincubadas con fraccién acuosa de
plasma sanguineo (FA) obtenido a las 0900h y 1500h. Los resultados son
presentados como las medias + el error estdndar, para n = 6.
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DISCUSION

Como ya mencionado anteriormente, la excrecién de sodio presenta
una cierta ritmicidad diaria, seglin estudiado entre numerosos animales. Asi
por ejemplo:

a Monos: muestran una ritmicidad circadiana para la excrecién de sodio,
independiente de los patrones de comportamiento, alimentacidn o
hidratacién (Hawking, 1971; Moore-Ede y Herd, 1977).

a Perros (Hawking, 1971): presentan ritmos ultradianos durante el dia
para la excrecién de potasio y para el volumen de orina excretada, a
diferencia del sodio, el cual es excretado con un ritmo circadiano y no
ultradiano (Gordon y Lavie, 1982).

a Ovejas: presentan una respuesta anticipada en la composicidn urinaria,
en el sentido de que si son alimentadas cada 24 horas, el mdximo de
excrecion de sodio diario sucede justo antes de alimentarse; por el
contrario, si son alimentadas cada 4 horas, el mdximo serd justo
después de ingerir el alimento (Sarelius y Greenway, 1975).

o Ratas, en las cuales también se han observado ritmos circadianos en la
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composicién urinaria (Rabinowitz y col., 1986; Cohn y col., 1970).

Este tipo de hechos habla acerca de la existencia de una especie de
sincronizacidn entre la excrecién de sodio y otras sustancias con los ciclos
de luz oscuridad, ajustdndose a ellos en forma circadiana la composicidn
urinaria (Sarelius y Greenway, 1975). También, en forma general, permiten
observar cierta independencia entre la ritmicidad en la excrecidon y las
variaciones ambientales, adjudicdndosele entonces un cardcter enddgeno al
gobierno de las variaciones diarias en los picos de excrecion de sodio, con
una influencia por factores externos como luz-oscuridad, ayuno, movimiento
y postura del individuo, sobre la amplitud de los picos de excrecidn que si se

ven afectados (Sarelius y Greenway, 1975; Gordon y Lavie, 1982).

Segin datos del laboratorio (Segura, 1997), reportados en el
presente trabajo, se conoce que la actividad de la Na, K-ATPasa en
homogenizados de corteza renal de rata, presenta un ritmo ultradiano
caracterizado por dos ciclos cada 24 horas, con dos mdximos de actividad

(picos) a las 0900h y 2100h, y dos minimos (valles), a las 0300h
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y 1500h (Figura1).

Las oscilaciones encontradas en la actividad de la Na, K-ATPasaq,
podian ser debidas a estados de inhibicién de la enzima o, por el contrario, a
estados de activacidn de la misma. Los resultados mostrados en la Figura 2,
sefialan como el almacenamiento de las fracciones de membrana se tradujo
en un aumento en la actividad de la enzima que tenia una actividad baja
recién preparada (muestra obtenida a las 1500h), llegando con el paso de los
dias, a adquirir valores similares a los de las membranas no inhibidas
(0900h). Por otro lado, la actividad de la Na,K-ATPasa de las membranas
obtenidas a las 0900h, no varié con el paso de los dias. Estos resultados
indican que la enzima obtenida a las 1500h se encuentra inhibida,
aumentando su actividad paulatinamente con el paso de los dias de

preparacion, hasta llegar a valores de no inhibicidn.

La activacién de la enzima inhibida y la no inhibicién de la enzima
activada, habla claramente de encontrarnos en presencia de algin factor

inhibitorio unido a las membranas, que con el paso del tiempo se degenera o,
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simplemente se despega de las membranas, dejando asi de ejercer su efecto

inhibitorio sobre la actividad de la ATPasa de Na K.

Evidencias cdnsonas con la existencia de algtin inhibidor unido a las
membranas de material obtenido a las 1500h, que se despega con la fuerza

centrifuga, y que no se encuentra pegado a membranas de material obtenido

a las 0900h son las siguientes:

o Centrifugacion de homogenizados de tejido renal obtenido a las 1500h
(enzima inhibida), se traduce en un incremento en la actividad ATPdsica
de Na,K de los precipitados, la cual alcanza valores similares a los de

muestras controles no inhibidas (Tabla 1).

a Centrifugacion de homogenizados de material obtenido a las 0900h, no
produce modificacién importante en la actividad ATPdsica de la enzima,
indicando que la centrifugacién, per se, no es la responsable de las
variaciones en la actividad de la enzima que se producen al centrifugar

homogenizados de material obtenido a las 1500h (Tabla 1).




UCAB 57

o Preincubacidn de precipitado por centrifugacién de homogenizado de las
1500h, con el sobrenadante resultante de la centrifugacion, se traduce
en una importante inhibicidn de la Actividad de la Na,K-ATPasa. Si se
preincuba en cambio el mismo precipitado con sobrenadante de
centrifugaciéon de homogenizado de material obtenido a las 0900h, no se

produce ninguna inhibicidn en la actividad de la enzima (Tabla 1).

Un detalle interesante, como puede deducirse de los resultados
presentados en las Tablas 2 y 3, es la necesidad de la presencia del ion Mg*’

en las preincubaciones, para que el factor inhibitorio se una a las

membranas.

Los resultados presentados en la Tabla 4, indican que el precipitado
de homogenizado de material preparado a las 0900h, tiene exactamente el
mismo comportamiento que el precipitado de material de las 1500h, respecto
a la presencia o no de Mg® en el medio de preincubacion, para que se

produzca el efecto inhibitorio del factor presente en el sobrenadante.
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Finalmente, el comportamiento del inhibidor presente en precipitado
de las 1500h, en funcidn del tfiempo de obtencidn, es el mismo que demostréd
cuando estd unido a las membranas, ya que fambién en este caso, el poder

inhibitorio se va perdiendo a lo largo del tiempo de obtencion (Figura 3).

Las Figuras 4 y 5, dan una clara indicacién de que el plasma sanguineo
de rata obtenido a las 1500h, momento en el cual la enzima se encuentra
inhibida, es capaz de inhibir la actividad de la NaK-ATPasa de
homogenizados de rifion de rata obtenidos a las 0900h, no sucediendo lo
mismo si el homogenizado es preincubado con muestras de plasma obtenido a
las 0900h. Estos resultados permiten concluir, sin ninglin género de duda,
que el inhibidor de la ATPasa de Na K se encuentra circulando en el plasma
del animal a las 1500h, pero no estd presente o, estd en muy bajas

concentraciones, en el plasma de las 0900h.

El inhibidor presente en plasma parece ser el mismo que estd pegado a
las membranas, ya que preincubacién de homogenizados de rifién obtenidos a

las 1500h (enzima inhibida), con plasma obtenido a las 1500h, no se tradujo
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en un grado de inhibicion mayor (Figura 5). El precipitado por centrifugacién
de homogenizados de rifidn obtenidos a las 1500h, en cambio, si mostrd una
importante inhibicién en la actividad de la Na K-ATPasa, después de ser

preincubado con plasma obtenida a las 1500h (Figura 7).

La posibilidad de que el plasma per se pudiera tener algo que ver con
la actividad de la Na ,K-ATPasa, quedd descartada, al demostrarse que el
plasma no posee prdcticamente ninguna actividad ATPdsica estimulada por

sodio y potasio (Figura 6).

Nuestros esfuerzos indagando sobre la naturaleza del inhibidor, nos

permitieron obtener alguna informacion sobre el mismo. Ast:

« No es una proteina, ya que su poder no se pierde al precipitar las

proteinas del plasma (Figura 8).

« No es un lipido, ya que al separar los componentes del extracto

dcido en sus componentes lipidicos o no lipidicos, el inhibidor pasd a
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la fraccién acuosa de las muestras (Figuras 11y 12).

» Finalmente, tiene un peso molecular por debajo de 3 KDa (Figura

10).

En humanos, se ha reportado que el potasio intracelular aumenta en
las primeras horas de la noche, continuando asi durante toda la noche
(Moore-Ede y col. 1975). Este aumento, coincide con un aumento simultdneo
en la excrecién de sodio y potasio. El aumento en el potasio intracelular debe
ser por un aumento de actividad de la Na K-ATPasa, la cual mueve potasio al
interior celular en contra de su gradiente de concentracién,
intercambidndolo por sodio, que es expulsado de las células. Esta situacion
bien pudiera reflejarse en una tendencia a la disminucién del potasio
plasmdtico, situacién agravada por el hecho de que también hay una cierta
pérdida de potasio por la orina cénsono con los resultados del presente
trabajo. Pudiera suceder que, para tratar de mantener los niveles de la
concentracion plasmdtica de potasio en valores normales, durante las

primeras horas de la noche comienza a inhibirse la actividad de la Na K-
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ATPasa. Esto se traduciria en una tendencia a la disminucién del potasio
intracelular y, consecuentemente, en una tendencia al aumento de su
concentracién extracelular. Paralelamente, una menor actividad de la Na K-
ATPasa se pudiera traducir en una menor reabsorcién de sodio a nivel de

tdbulo renal, lo que explicaria el aumento en la excrecién de sodio. (Morisey

col., 1989).

La ouabaina es un esteroide cardioténico que inhibe la actividad de la
Na K-ATPasa, uniéndose al lado externo de la membrana celular e impidiendo
la desfosforilacién de la enzima, lo que frena su reciclaje. Este compuesto
es de origen vegetal, sin embargo, actualmente se conoce que en los humanos
se sintetiza una ouabaina enddgena (Hamlyn y col., 1991), mds alin, se sabe
que es una hormona producida por la corteza de las gldndulas suprarrenales
y quizd por el cerebro (Hamlyn y col., 1991; Ludens y col., 1992: Yamada y
col., 1992). Se ha descrito que la secrecidn de esta hormona estd regulada
por variaciones en el volumen plasmdtico (Boulanger y col., 1989), lo cual
tiene sentido, ya que su accién controla la actividad de la Na,K-ATPasa, lo

que modifica el volumen celular.
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Asi mismo, otros autores reportan la existencia de un factor
enddgeno inhibitorio de la actividad de la NaK-ATPasa, el cual varia
circadianamente en humanos, con un ciclo que coincide con el de excrecidn
de sodio (Morise y col, 1989). Dicho factor ha sido encontrado en plasma
humano asi como orina y, en un intento por determinar sus caracteristicas
quimicas, Mir y col. (1988), concluyeron que se trata de una sustancia de
origen peptidico. Por otro lado, Cloix y col. (1985), lo consideran un
esteroide, cuyo peso molecular es 431. Finalmente, Tamura y col. (1987),
sugieren que este agente inhibitorio de la Na,K-ATPasa en humanos no es un

péptido, y su peso molecular es de 336.

A pesar de que las caracteristicas quimicas de este ultimo inhibidor
de la Na K-ATPasa no se encuentran totalmente definidas, se asume que es
el responsable directo de la inhibicidn circadiana de la enzima y, por ende,
de la variacidn circadiana en la excrecién de sodio (Morise y col. 1988). Si
bien el factor inhibitorio estudiado en el presente trabajo tiene una
variacién ultradiana, sus caracteristicas, en cierta forma similares a las de

este inhibidor, hacen importante  ampliar su caracterizacién, parc
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determinar si hay alguna relacién o no con el factor inhibitorio aislado de

orina humana.

El hecho de que la enzima presente dos ciclos diarios con dos picos y
dos valles en su actividad, indica que el factor inhibitorio debiera empezar a
sintetizarse al inicio de un ciclo (cuando la actividad de la Na,K-ATPasa es
mdxima), hasta llegar a un mdximo a la mitad de éste (cuando la actividad de
la ATPasa es minima). En este momento debiera cesar su produccion, hasta
alcanzarse un minimo de concentracion (de nuevo mdxima actividad

ATPdsica), inicidndose enfonces un nuevo ciclo.

Una manera de explicar este comportamiento, es considerando la
presencia de un fendmeno de retroalimentacidn negativa en el cual, un valor
mdximo de concentracidn plasmdtica del factor inhibitorio, es mensaje para
que cese la produccidn del mismo; por otro lado, un valor minimo de
concentracion plasmdtica del inhibidor, es mensaje para que de nuevo

comience su produccion.
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Cuando la concentracién en plasma del inhibidor supere un cierto valor
limite, su capacidad de fijacidn a las membranas superaria su capacidad de
despegue de las mismas, con lo que aumentaria la cantidad de inhibidor
adosado a las membranas celulares, produciéndose asi el nivel
correspondiente de inhibicién de la enzima. Cuando por el contrario, la
concentracién en plasma del inhibidor baja del valor limite, el proceso se
revertiria y, el resultado neto, seria que la cantidad de inhibidor adosado a

las membranas disminuya y, con ello, la actividad de la NaK-ATPasa

aumentaria.

En el rifidn, la Na,K-ATPasa juega un papel muy importante en el
manejo de la reabsorcién de Na". Esta funcidn de la enzima para mantener la
homeostasis de fluidos y electrolitos, se encuentra altamente regulada a
corto y largo plazo; en el primer caso, por numerosas hormonas circulantes y
en el segundo, a largo plazo, por regulaciones transcripcionales,
traduccionales y postraduccionales, asi como por modificaciones en el
ensamblaje de las subunidades o y B de la Na,K-ATPasa (McDonough y

Farley, 1993).
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El factor inhibitorio descrito en el presente trabajo, no es una
proteina, ni tiene cardcter lipidico (Figuras 9, 11 y 12) y posee un peso
molecular menor de 3 KDa (Figura 10). Bien pudiera ser que se tratara de
alguna de las hormonas implicadas en la regulacidn fina de la actividad de la
Na K-ATPasa (regulacién a corto plazo). Para tratar de averiguar algo al
respecto, se realizé una revisién, aunque breve, sobre los factores conocidos

que regulan la actividad de la Na,K-ATPasa.

El sistema renina-angiotensina, la aldosterona y el cortisol, muestran
ritmicidad y modifican la “hemodindmica renal” (Pons y col., 1994). Estas
hormonas, junto con la norepirefrina (Bertorello y Katz, 1993) y hormona
tiroidea, estimulan la actividad de la Na,K-ATPasa en el rifién, o la sintesis
de enzimas (Ewart y Klip, 1995). Este efecto es contrario al ejercido por el
factor aqui estudiado, razon por la cual se descartan estas hormonas como
responsables de la variacidn ciclica reportada. Ademds, los niveles
plasmdticos del péptido natriurético atrial, de la renina y, de la aldosterona,
muestran ritmicidad circadiana, cuyas variaciones en el tiempo son distintas

de los ciclos de excrecién de Na y K reportados en humanos (Morise y col.,
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1989; Pons y col., 1994).

La dopamina inhibe la actividad de la NaK-ATPasa y del
intercambiador Na/H (Bertorello y Katz. 1993). Presenta ritmos circadianos
de actividad, con un mdximo entre las 1500h y 1600h, al igual que la
secrecion de adrenalina y noradrenalina (Pons y col., 1994). La dopamina
posee receptores en la membrana plasmdtica de las células de tubulo
proximal, rama gruesa ascendente y tubo colector cortical. La actividad de
la dopamina asi como algunas otras hormonas, ha sido demostrada en células
intactas o en preparaciones de membrana, sélo si la regulacién por la
hormona es ejercida antes de su preparacion (Bertorello y Katz, 1993). Por
este hecho, si el inhibidor en cuestién se tratase de esta hormona, no seria
posible observar su efecto al incubar membranas con plasma, en condiciones
experimentales. Caso similar, ocurre en la regulacion de la Na,K-ATPasa por
la hormona paratiroidea, la cual ejerce su efecto inhibitorio sobre el tibulo

proximal, gracias a segundos mensajeros (Bertorello y Katz, 1993).
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En resumen, el inhibidor de la Na K-ATPasa descrito en este trabajo,
que se encuentra en plasma sanguineo de rata obtenido a las 1500h vy
también puede ser aislado de homogenizados de corteza renal de rifién de
rata obtenidos a las 1500h, no parece ser ninguno de los moduladores

conocidos y descritos de la enzima.

El hecho de que la accidn del inhibidor sobre la actividad de la Na K-
ATPasa presente un ritmo ultradiano, lo hace interesante desde el punto de
vista de que estd regulando en ciclos de 12 horas, lo cual lo hace

aparentemente no dependiente de los ciclos de luz - oscuridad.

El verdadero motivo de esta regulacidn ultradiana de la Na,K-ATPasa,
es desconocido por nosotros en los actuales momentos. Es necesario en
primer lugar averiguar si su efecto se ejerce sélo a nivel renal o, se ejerce
también de un modo general en todo el organismo. De esta manera podremos
tratar de discernir cual pudiera ser el objetivo de la regulacidn de una
enzima que, no solamente es fundamental para el mantenimiento de las

concentraciones intracelulares de sodio y potasio, sino que ademds
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interviene en funciones del organismo como lo es la absorcidn intestinal y la
reabsorcion renal de sodio, y la generacion de potenciales de accién por
nervios y musculos. Asimismo, también se hace necesario identificar de
modo inequivoco de qué sustancia se tratay, si su distribucién es universal o

se encuentra sélo confinada a algunos organismos.
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