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 twelio RESUMEN

En este trabajo. evaluamos la posible participacion del i6n cinc en las
oscilaciones ultradianas de la actividad ATPasica de Na,K de diversos tejidos de rata,
producidas por un inhibidor endogeno presente en el plasma sanguineo de la rata a las
0300h y 1500h y, ausente o inactivo, a las 2100h y 0900h, segin determinado por
Segura et al. (2004). El cinc ha sido descrito como inhibidor de la ATPasa de Na.K
de electrocitos de Electroforus electricus (Ribeiro. Pedrenho, Hasson, 2001;
Gettlefinger, Siegel, 1978) y de sinaptosomas cerebrales de rata (Prakash, Fontana.
Henkin, 1973), y posee algunas caracteristicas similares a las descritas para el
inhibidor endogeno de la ATPasa de NaK, tales como: circular en el plasma
sanguineo, no ser una proteina ni un lipido y tener un peso molecular menora 1 kD.
Se encontrd que: a) El cinc ejerce un efecto inhibitorio en la actividad de esta enzima
en todos los tejidos de rata probados, a excepcion del cerebro. b) Dicho efecto
depende de la presencia de concentraciones milimolares de Mg®' en el medio de
preincubacion. ¢) El efecto desaparece con el tiempo de almacenamiento a -70°C. d)
El complejo cinc-membrana se disocia por incubacién a 37°C a bajo K y. por
centrifugacion. Todas estas caracteristicas, son semejantes a las del inhibidor
enddgeno ultradiano de la ATPasa de Na,K, lo que abre la posibilidad de que ¢l cinc
sea el inhibidor buscado. Sin embargo, el hecho de que el contenido total de cinc en
plasma no muestra variacion a lo largo del dia. y que su concentracion libre en
plasma estd en el orden picomolar (Simons, 1991), cantidad muy baja para ¢jercer
efecto inhibitorio alguno. aps llevod a considerar la posibilidad de que el cinc este
participando en el fenameno inhibitorio, pero no solo. sino en union de otra sustancia.
presente normalmente en el plasma sanguineo y cuya concentracion fluctie segun las
inhibiciones de la ATPasa de Na,K. El complejo formado por esta sustancia y el cinc.
podria ser el inhibidor endogeno buscado.

Descriptores: ATPasa de Na.K: inhibidor endogeno: cinc. oscilaciones ultradianas.



INTRODUCCION

La ATPasa de Na.K, una de las proteinas de transporte selectivo de la
membrana celular! se haya virtualmente en todas las células animales y es
responsable del mantenimiento de una baja concentracion de Na y una alta
concentracion de K intracelulares. Los gradientes de concentracion para Na y K
entre la célula y su medio, a través de la membrana plasmatica, son generados por el
transporte activo acoplado de Na" y K", que es realizado por la ATPasa de Na,K a
través de ciclos cataliticos. En cada ciclo, cada molécula de ATP es hidrolizada y 3
iones Na' son expulsados de la célula, en intercambio por 2 iones de K' que entran a
la misma. Ambos gradientes son utilizados para procesos como la despolarizacion y
repolarizacion, necesarios para el disparo de potenciales de membrana por las celulas
excitables, para la regulacion del volumen celular, para el transporte activo
secundario hacia el interior de la célula de aminoécidos y glucosa, en contra de sus
gradientes de concentracion y, para el funcionamiento de mecanismos de contra o

cotransporte de iones a través de la membrana (Clausen, 1998).

Ademas, esta enzima participa en procesos fisiologicos del organismo, como
es el caso de la ATPasa de Na.K de la membrana latero-basal de los tibulos renales
proximales, cuya accidn se traduce en la reabsorcion de Na ', desde el interior del
tubulo renal hacia el torrente sanguineo (Randall. French, Burggren, 1998).
Precisamente en este contexto y. con base en estudios que aportan pruebas de
ritmicidad diaria en la excrecion de electrolitos en la orina y en el volumen de orina
excretada (Moore-Ede. Herd, 1977), y en estudios que indican que la ATPasa de
Na.K renal es fisiologicamente regulada por sustancias que se hayan normalmente
recorriendo el plasma sanguineo (Féraillet. Doucet, 2001). se decidio, en el

Laboratorio de Bioenergética celular del CBB del IVIC. estudiar la posibilidad de
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variaciones periodicas, a lo largo del dia, de la actividad de la  ATPasa de Na K de
rifion de rata. El estudio demostro la existencia de una oscilacion ultradiana en la
actividad de la ATPasa de Na,K, con picos a las 0900h y a las 2100h y valles a las
1500h y a las 0300h (Segura, Eblen-Zajjur, Proverbio F., Proverbio T., Carrera,

Caruso-Neves, Marin, 2004).

Si bien todavia no esta claro cudles pudieran ser las causas o las consecuencias
fisiologicas que pudieran tener en la rata la ritmicidad de la actividad de la ATPasa de
Na,K encontrada para los rifiones de 1a misma. se conoce con precision que es debida
a la presencia de un inhibidor. Este inhibidor se encuentra en el plasma sanguinco del
animal y sus concentraciones oscilan siguiendo un parametro inverso al de las
oscilaciones de la actividad de la ATPasa de Na.K. Es decir, se encuentran niveles
séricos elevados del inhibidor cuando la actividad de la enzima se encuentra
deprimida (0300h y 1500h) y, por el contrario, se encuentran niveles bajos o incluso
ausencia del inhibidor, cuando la actividad de la enzima es maxima (0900h y 2100h)

(Segura et al., 2004).

En la actualidad. no se conoce con precision cual es la naturaleza quimica del
inhibidor sérico responsable de las oscilaciones ultradianas de la actividad de la
ATPasa de Na,K renal. No obstante, se sabe que dicho inhibidor tiene un peso
molecular menor a 1 kDa, es resistente a tratamientos con acidos débiles, no presenta
caracteristicas lipidicas. y requiere de magnesio. en concentraciones milimolares,
para que se pueda ligar a las membranas celulares y ejercer su efecto inhibitorio sobre

la ATPasa de Na.K (Segura er al., 2004).

Por las caracteristicas nombradas, el inhibidor no es una proteina y no tiene
caracter lipidico. por lo que hay que suponerla como una molécula pequeria que bien
puede ser de caracter organico 0 inorganico. En este particular. buscando en la
literatura, se encontro una sustancia que, por sus caracteristicas, bien pudiera ser el

inhibidor buscado: el i6n cinc. El cinc estd presenta en plasma y practicamente en el



citoplasma de todas las células (Stmons, 1991) y. en diversos estudios. se ha
demostrado que tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad de la ATPasa de Na.K
de electrocitos de Electrophorus electricus (Ribeiro, Pedrenho, Hasson 2001
Gettlefinger, Siegel., 1978) y sinaptosomas cerebrales de rata (Prakash, Fontana,
Henkin, 1973). También se ha demostrado como inhibidor de la ATPasa de Ca*' de

eritrocitos humanos (Hogstrand, Verbost y Bonga, 1999: Kruckeberg, Brewer, 1977).

Considerando todo lo dicho anteriormente, se disefio el presente estudio con la
finalidad de determinar si el inhibidor sérico de la ATPasa de Na.K, responsable por
las oscilaciones diarias de la actividad de esta enzima. pudiera ser el ion cinc. ya que
se encuentra normalmente circulando en el plasma sanguineo (Simons, 1991), posee
un peso molecular menor a 1 kDa y es resistente a tratamientos con acidos débiles.
De igual manera, se evaluagé si el efecto del cinc. en caso de haberlo, es exclusivo
para la corteza renal o si se observa ademas en otros tejidos de la rata, también sujetos
a la ritmicidad de la ATPasa de NaK, segin demostrado por Reyes (2001).
Especificamente se estudiar# el tejido hepatico, cardiaco, intestinal, glébulos rojos y

corteza cerebral.



CAPITULO 1
EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

Existen diversos estudios donde se demuestra el efecto inhibitorio del 10n cinc
sobre la actividad de la ATPasa de Na,K. especificamente en preparaciones de
electrocitos de Electrophorus electricus (Ribeiro et. al., 2001; Gettlefinger, Siegel.
1978) y sinaptosomas cerebrales de rata (Prakash er. al,. 1973), siendo también un
inhibidor de la ATPasa de Ca®" de eritrocitos humanos (Hogstrand er. al., 1999,

Kruckeberg, Brewer, 1977).

En el afio 2004, Segura er al. publican un trabajo donde se demuestra la
existencia de un inhibidor de la actividad de la ATPasa de Na,K de corteza renal de
rata, que circula por el plasma sanguineo, y que gjerce su maximo efecto inhibitorio a
las 1500h y a las 0300h, con minimo o no efecto alguno a las 0900h y a las 2100h,
con lo que su efecto se traduce en oscilaciones de la actividad de la ATPasa de Na K,
de tipo ultradianas. En ese mismo trabajo, se realizaron intentos tendientes a
1dentificar el o los factores responsables de la oscilacion de la actividad de la ATPasa
de Na,K., encontrandose que no se trataba de una proteina ni de un lipido y que su
peso molecular era menor de 3kD. Estas caracteristicas. sumadas a los estudios
mencionados anteriormente. donde se demuestra el efecto inhibitorio del cinc sobre la
ATPasa de Na,K de electrocitos Electrophorus electricus y sobre la ATPasa de Ca®
de eritrocitos humanos y. finalmente, al hecho de que es una sustancia que se
encuentra circulando normalmente en el plasma sanguineo (Simons, 1991). aes
llevaron a considerar el estudiar la posibilidad de que fuese este ion el responsable del

fendmeno inhibitorio ultradiano observado por Segura er al. (2004) en corteza de



renal de rata y por Reyes (2001), en tejido hepatico. cardiaco, intestinal y globulos
rojos, todos también de rata. En consecuencia, &gs planteames la siguiente
interrogante: ;Puede ser el catién Zn®" el responsable de la variacion ultradiana de la
actividad de la ATPasa de Na,K de distintos tejidos de rata. excepto para el corteza

cerebral, donde Reyes (2001) no observo variacion alguna?

Hipotesis

» De ser el inhibidor natural buscado, el cation Zn®', elemento que se encuentra
tanto en el citoplasma celular como en la sangre de la rata, debe participar en
la variacion ultradiana de la actividad de la ATPasa de Na,K de rifién, higado,
intestino delgado, corazon y globulos rojos del animal, mas no en corteza
cerebral.

e De ser el inhibidor natural buscado, el cation Zn®~ debe ser capaz de inhibir la
actividad de la ATPasa de Na,K en homogenizados de tejido hepatico, renal,
intestinal, cardiaco y, en membranas de gldbulos rojos de rata, mas no en

corteza cerebral.
Objetivos
Objetivo General
e Evaluar el efecto de determinadas concentraciones del cation Zn®' sobre la
actividad de la ATPasa de Na,K de rifién de rata. con el fin de investigar sobre

su posible papel en las oscilaciones ultradianas de la actividad ATPasica de

Na,K, descrita para rifion asi como otros tejidos de rata.

\



Objetivos Especificos

e Determinar el efecto del cation Zn”~ sobre la actividad de la ATPasa de Na,K
de homogenizados de tejido hepatico, renal. intestinal, cardiaco, corteza
cerebral y. en fantasmas de globulos rojos de rata.

e Determinar si preincubaciones con concentraciones fisiologicas de Zn®" en
plasma, son capaces de ejercer algun efecto inhibitorio sobre la actividad de la
ATPasa de Na.K de homogenizados de tejido hepatico, renal, intestinal,
cardiaco, corteza cerebral, asi como de fantasmas de globulos rojos de sangre
de rata.

o Comparar el posible efecto diferencial del Zn*" sobre la actividad de la
ATPasa de Na.K. en homogenizados de tejido hepatico, renal, intestinal,

cardiaco, corteza renal y, en fantasmas de globulos rojos de rata.

Justificacian

La ATPasa de Na,K se encuentra involucrada en una vasta variedad de
procesos fisiologicos. Mediante su funcionamiento de intercambio de 3 Na’
mftracelulares por 2 K extracelulares, mantiene los gradientes de dichos iones a
traves de la membrana celular, los cuales son esenciales para una serie de procesos,
como mecanismos de co- y contratransporte de diversas sustancias, asi como los
procesos 16nicos involucrados con el impulso nervioso en las células excitables. Por
otro lado, gracias a la entrada continua de sodio a la célula, impulsado por su
gradiente, se realizan una serie de trabajos, tales como el transporte activa secundario
hacia el interior de la célula de aminodcidos y/o glucosa en contra de sus gradientes
de concentracion, asi como el contra- o cotransporte de iones a través de la
membrana, contribuyendo asi a la regulacion de la composicion i0nica citoplasmatica
y al transporte transepitehal (Skou & Esmamn, 1992). En consideracion a la

importancia de esta enzima de membrana, se hace preponderante la dilucidacion de la



presencia e influencia de ligandos endogenos inhibidores de la misma, en tejidos
como el corazon, rifion, higado, etc., debido a las implicaciones fisiologicas
involucradas en el funcionamiento de los mismos. Asi por ejemplo, Reyes (2001)
encontrd una oscilacion ultradiana de la actividad de la ATPasa de Na.K de tejido
cardiaco causada por ligandos endogenos circulantes, aparentemente similares a los
que ocasionan la oscilacion ultradiana de esta enzima en tejido renal (Segura er al.,
2004). Esto pudiera tener una enorme relevancia para pacientes con insuficiencia
cardiaca sometidos a tratamiento con glicosidos cardiacos, los cuales debieran ser
administrados en cantidades coherentes con el grado de inhibicion de la ATPasa de

Na.K, segtin la hora del dia en la que se suministran.

La presencia de ligandos enddgenos, inhibidores o activadores de distintos
procesos, 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 o desarreglos. Asi, por ejemplo, se sabe que
existe tres veces mas riesgo de muerte por ataques cardiacos unas cuantas horas antes

NP
del mediodia que ya avanzada la noche. Apaz*entementeﬁdebido a que el pulso y la
presion sanguinea comienzan a aumentar rapidamente cuando el cuerpo se prepara

para un nuevo dia. (D'Negri, Sir1, Vigo, Girotti y Cardinali. 2006).

La caracterizacion quimica de un inhibidor endogeno de la ATPasa de Na.K o,
de hecho. de cualquier otro sistema biologico requiere. en general, la inversion de
enormes esfuerzos multidisciplinarios. En el presente trabajo, se va—a evaluar el
efecto inhibitorio del i6n cinc como posible factor enddgeno responsable de las
oscilaciones ultradianas de la actividad de la ATPasa de Na.K en diversos tejidos de
rata, ya que la caracterizacion y determinacion del mismo. tiene implicaciones
fisiologicas y terapéuticas que pueden llevar al uso de un agente intrinseco de la
fisiologia humana, el cual pudiera no poseer la vasta variedad de efectos secundarios
que poseen los tratamientos actuales para insuficiencia cardiaca (Brunton. Lazo and

Parker, 2006).



CAPITULO 11
MARCO TEORICO REFERENCIAL

La ATPasa de Na.K

La actividad de la ATPasa de Na,K fue demostrada por primera vez en 1957
por el bioquimico danés ganador del premio Nobel en 1987, Jens Skou, quien
demostro, por primera vez en el mundo, que fragmentos microsomales de membranas
de nervio de pata de cangrejo. presentaban una actividad hidrolitica de ATP, que era
estimulada por los iones Na' y K", a concentraciones usualmente halladas en fluidos
extra e intracelulares, respectivamente (Féraillet y Doucet, 2001). Esta enzima es una
de las proteinas de transporte selectivo de la membrana celular! se haya virtualmente
en la membrana de todas las células animales y es responsable del mantenimiento de
una baja concentracion de Na~ y de una alta concentracion de K intracelulares. Los
gradientes de concentracion para Na“ y K' entre la célula y su medio a través de la
membrana plasmatica. son entonces consecuencia transporte activo acoplado de Na 'y
K, que es realizado por la ATPasa de Na,K a través de ciclos cataliticos. En cada
ciclo, una molécula de ATP es hidrolizada y 3 iones Na son expulsados, en
intercambio por 2 iones de K' que entran a la célula. Ambos gradientes son utilizados
para procesos como la despolarizacion y repolarizacion necesarios para el disparo de
potenciales de membrana por las células excitables, para la regulacion del volumen
celular, para el transporte activo secundario hacia el interior de la célula de
aminoacidos y glucosa en contra de sus gradientes de concentracion y, para el
funcionamiento de mecanismos de contra o cotransporte de iones a través de la

membrana (Clausen, 1998).

v



La ATPasa de Na,K es un complejo de tres polipéptidos, a, p y y. La
subunidad responsable de la actividad catalitica de la enzima es la o, la cual posee
1012 aminoacidos aproximadamente. Por su parte. la subunidad 3 es una
glicoproteina de unos 300 aminoacidos aproximadamente. Esta subunidad juega un
papel importante en la insercion de la subunidad a en la membrana plasmatica. En el
caso de la subunidad y. la misma parece estar asociada con la formacion del canal
i6nico a través del cual se transportan los iones Na~ y K'. Hasta el presente, se ha
demostrado la existencia de cuatro isoformas de la subunidad o y tres isoformas de la
subunidad B (Skou & Esmann, 1992).. Estas isoformas le confieren a la ATPasa de
Na,K una sensibilidad diferencial frente a la ouabaina, inhibidor de esta enzima, asi
como frente a concentraciones diversas del ion Na (Skou & Esmann, 1992). La
isoforma a; se haya practicamente en todas las células, la o> predomina en musculo
esquelético, y la oz se encuentra sobre todo en tejido nervioso junto con la o, y la os.

La isoforma a4 se encuentra en membranas de los espermatozoides (Peralta, 2000).

Inhibicion de la ATPasa de Na.K

La ATPasa de Na.K. es selectivamente inhibida por glicésidos cardiacos.
Estos son inhibidores especificos de la enzima, sobre la cual actian desde el lado
extracelular de la membrana, asociandose especificamente a un segmento definido de
la subunidad . En la mayoria de los tejidos y especies. la asociacion toma lugar con
una alta afinidad en todas las isoformas, aunque ¢stas difieren en su afinidad por el
farmaco. Esto se traduce en que, con unos glicésidos cardiacos dados y una
combinacion de ligandos dados, el efecto inhibidor del farmaco varia entre diferentes
especies y, mas aun, para una especie dada. varia en los diferentes tejidos. La
presencia de las diversas isoformas de la enzima anteriormente menciona’é'vque
difieren en sus afinidades a los glicosidos, explica este comportamiento. El glicosido
cardiaco mas ampliamente utilizado en experimentos in Vitro, es el compuesto

hidrosoluble ouabaina (g-strophanthin) (Skou & Esmann. 1992). La ouabaina se une
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a un dominio extracelular de la ATPasa de Na.K y hace que ésta disminuya su
afinidad por el K", actuando como un inhibidor competitivo del mismo. La afinidad
de la ATPasa de Na.K por la ouabaina varia en un alto rango de concentraciones (de
nM a mM) entre especies (ratas y ratones son bastante resistentes a la ouabaina) y
entre células de organos de una especie dada (los rifilones son menos sensibles a la
ouabaina en comparacién al cerebro y el corazon). Estas diferencias son debidas a la
variabilidad estructural en las isoformas de la subunidad o de la ATPasa de Na K,

anteriormente mencionadas (Féraille, Doucet. 2001).

Oscilaciones ultradianas de Ia actividad de la ATPasa de Na.K

La ritmicidad es una caracteristica que se encuentra en todos los seres vivos.
presentandose ampliamente en organismos unicelulares (Kondo. Tsinoremas, Golden.
Johnson, Kutsuna, Ishiura. 1994) y pluricelulares (Viaterna, King, Chang,
Kornhauser, Lowrey. McDonald 1994), a manera de adaptacion a cambios ciclicos
variables en el ambiente, tales como luz, temperatura y disponibilidad de alimento
(Bilinning, 1993; Edmunds, 1988). En los mamiferos, la luz es el mayor factor en la
sincronizacion entre muchas funciones corporales y el ambiente (Harley, Rusak,
1993 Uchiyama, 1990). A nivel de cclulas, se han descrito cambios ritmicos en las
actividades de las mismas. siguiendo programaciones ritmicas, de tipo ultradiana
(actividad ciclica menor de 20 horas) o circadiano (20-24 horas). Ejemplo de ello. se
tiene en la ritmicidad en el funcionamiento de la enzima transmembranal ATPasa de
Na,K en homogenizados de corteza renal de rata (Segura er al. 2004), tejido hepatico.
cardiaco, intestinal y en membranas de globulos rojos de rata y humanos (Reyes.
2001). Esta ritmicidad en la actividad de la ATPasa de Na.K, se demostrd en ratas
sometidas a ciclos de 12 horas luz, 12 horas oscuridad. Se observaron dos ciclos cada
24 horas, con actividad ATPasica maxima a la 0900h y 2100h, y minima a las 0300h
y 1500h. independientemente de la hora en que ingerian sus alimentos los animales

(Segura er af.. 2004). Estos hallazgos se complementan con estudios que aportan



pruebas de ritmicidad en la excrecion de electrolitos en la orina y el volumen de orina

excretada (Moore-Ede, Herd, 1977).

Estudios realizados por Segura et al. (2004), muestran que las ascilaciones de
la ATPasa de Na,K no se deben a cambios en las afinidades aparentes a sus ligandos,
Na' y K" o, a cambios de afinidad con su sustrato, el complejo formado por Mg y
ATP. También se demuestra, que las oscilaciones tampoco son debidas a cambios en
la temperatura y/o en el pH optimo de funcionamiento de la bomba, ni a cambios en
el nimero de proteinas funcionales. Tomando en cuenta todo lo anterior, sugirid que
las oscilaciones en la actividad de la ATPasa de Na,K se debian a cambios en su

velocidad de reciclaje (Segura ef al., 2004).

En su trabajo, Segura tambien demostid que las variaciones ultradianas de la
actividad de la ATPasa de Na.K son reguladas por la accion ciclica de un factor o
factores inhibitorios de la actividad de la enzima, ya que homogenizados de corteza
renal de rata obtenidos a las 1500h (inhibida), almacenados a -70°C por una semana.
mostraron una actividad ATPasica mas alta que al dia primero de preparacion, dando
valores similares a los de las muestras extraidas a las 900h. Este aumento de actividad
no pudo ser adscrito a un aumento en el numero de ATPasas disponibles para
funcionar, ya que la cantidad maxima de intermermediario fosforilado estimulado por
sodio, indice del numero de unidades ATPasicas disponibles. no varié con el tiempo
de almacenamiento de las muestras (8.75+0.55 pmoles P/mg proteina y 9.03+:0.44
pmoles P/mg proteina. para preparaciones extraidas a las 1500h, frescas, o luego de
una semana de almacenamiento a -70°C, respectivamente). Finalmente, los
homogenizados con alta actividad ATPasica (de las 900h y 2100h) muestran un cierto

grado de inhibicion al ser preincubados con plasma sanguineo de animales con baja

actividad ATPasica (de las 0300h y 1500h). Todos estos hallazgos, tomados en

conjunto, indican que la oscilacion ultradiana en la actividad de la ATPasa de Na.K
es producida por un inhibidor enddgeno de esta enzima. que se encuentra circulando

en el plasma (Segura er al.. 2004).



Este inhibidor endogeno de la actividad de la ATPasa de Na.K, no es de
naturaleza proteica ni lipidica, tiene un peso molecular menor a 1kDa, y parece estar
presente en el plasma en mayor concentracion a las 0300h y a las 1500h; y en menor

—

concentracion o incluso ausente a las 0900h y a las 2100h. El agente inhibidor
depende de la presencia de Mg para unirrse a las memb-;z_mas, de las cuales puede
despegarse colocando las muestras a 37°C ., en ausencia o en presencia de bajas
concentraciones de K (hasta 5 mM) y también, como ya dicho anteriormente, con el
tiempo de almacenamiento de las muestras a -70°C, ya que la actividad ATPasica de
las mismas aumenta hacia valores normales a medida que pase el tiempo de

preparacion. (Segura er al., 2004).

Efecto inhibitorio del ion cinc sobre Ia ATPasa de Na.K

En diversos estudios registrados en la bibliografia, se demuestra un efecto
inhibitorio del i6n cinc sobre la ATPasa de Na,K: en preparaciones de membranas del
6rgano electrogénico (electrocitos) del pez Electrophorus electricus (Ribeiro et. al.,
2001) (Gettlefinger, Siegel, 1978): en preparaciones de membranas de sinaptosomas
cercbrales de rata (Prakash er. al., 1973) e, incluso. sobre la ATPasa de Ca™ de
eritrocitos humanos (Hogstrand er. al., 1999, Kruckeberg, Brewer, 1977). A estos
hallazgos, se le suma el hecho de que el cinc se encuentra circulando normalmente en
¢l plasma sanguineo (Simons, 1991), por lo qugé decidimos estudiar la posibilidad de
que éste sea el agente endogeno responsable de la inhibicion ultradiana de la ATPasa

de Na,K, descrita para rifion y otros 6rganos de la rata.



CAPITULO 111
METODOLOGIA

1. Material Bioldgico

Los experimentos se realizaron con ratas machos de la cepa Sprague-Dawley,
de 3 meses de edad, con un peso entre 250 y 350 g. Los animales fueron sacrificados,

a menos que se indique especificamente otra hora, alas 0900h o a las 1500h. 409

—— —

2. Obtencion de sangre de rata

Las ratas se anestesiaban con 750 pl de pentotal sédico intraperitoneal.
Luego, se les practicaba una incision ventral media y se realizaba una puncion en el
ventriculo izquierdo, con inyectadora de 10 ml previamente heparinizada, y se extraia
la mayor cantidad posible de sangre. La sangre heparinizada se centrifugd a 12000xg
por 10 s a 4°C, con una centrifuga marca Sorvall RC-5B (rotor SS-34). Luego. se
removio cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo. que corresponde al plasma
sanguineo. El precipitado o paquete globular, se tratd posteriormente, para obtener los

fantasmas de globulos rojos.
3. Preparacion de fantasmas de globulos rojos
La preparacion de fantasmas se llevo a cabo mediante una modificacion del

metodo de Heinz y Hoffman (1965). Despues de separar el plasma sanguineo. se

aspiraba la capa superior blanquecina formada por globulos blancos y plaquetas, v los



globulos rojos empaquetados era resuspendidos en una solucion salina isosmotica de
NaCl (150 mM) y Tris-HCI (10 mM), a pH 7.5 a 0°C. Posteriormente, se realizaban
dos lavadas consecutivas con la misma solucion (relacion 1:2), removiendo cada vez
el sobrenadante y, junto con él, aquellos globulos blancos que pudiesen haber

quedado luego de la primera centrifugacion.

Los eritrocitos eran hemolizados durante 20 min a 0°C en una solucion
hiposmotica: Tris-HCI (17 mM) a pH 7,5, manteniéndose en agitacion constante
durante ese tiempo. La relacion para la hemolisis serd de 1 volumen de glébulos rojos
empaquetados por 9 volumenes de solucion 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 solucion de hemolisis y se procedia a
centrifugar de nuevo, hasta obtener los fantasmas de globulos rojos libres de
hemoglobina. Esto es. un precipitado color crema, constituido por fantasmas de
globulos rojos. La preparacion asi obtenida, tiene menos de 0,1% de hemoglobina,
con respecto a la muestra original de globulos rojos intactos (Dodge, Mitchell,

Hanahan, 1963).

4. Preparacion y homogenizacion de rebanadas de corteza renal de rata

Luego de extraer la sangre, se extraian 1os riflones a cada rata, se decapsulan y
se colocaban a 4°C en la siguiente solucion de resuspension (mM): Sacarosa, 250:
Trs-HCI (pH 7.2). 20; Ditiotreitol (DTT), 0,5 y Fluoruro de fenil-metil -sulfonico
(FFMS), 0.2.

Con la ayuda de una hojilla, se cortaban rebanadas de la parte mas externa de
la corteza renal (rica en tubulos proximales), se pesaban y se les adicionaban tres
volumenes de la solucion arriba indicada. Esta suspension se homogenizaba con ocho

“golpes”, en un homogenizador de émbolo de teflon del tipo “Potter-Elvehjem™. a
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2.500 rpm. De esta forma, se prepaban los homogenizados totales de las rebanadas de
la corteza renal de rata. Luego, estos homogenizados eran centrifugados, filtrandose

el precipitado obtenido, a través de una capa de gasa.

5. Preparacion y homogenizacion de rebanadas de higado de rata

Se extrajo, ademas, el higado a cada rata y se colocaba a 4°C en la misma
solucion de resuspension usada para los rifiones. Con la ayuda de una hojilla, se
cortaban rebanadas. se pesaban y se les adicionaban tres volumenes de la solucién de
resuspension. Esta suspension se homogenizaba con ocho “golpes” en el
homogenizador de émbolo de teflon. Luego, estos homogenizados eran filtrados. a

través de una capa de gasa.

6. Preparacion y homogenizacion de rebanadas de corazén de rata

La preparacion y homogenizacion de rebanadas de corazon de rata se llevo a
cabo mediante el método descrito por Camejo, Proverbio. T.. Proverbio, F.,. (1995).
Se extraia el corazon a cada rata, y se colocaba a 4°C en la solucién de resuspension
usada para rinon. Con la ayuda de una hojilla, se cortaban rebanadas del pericardio
ventricular, se pesaban y se les afadian tres volumenes de la solucién de
resuspension. Esta suspension se homogenizaba con un homogenizador de cuchilla
Ultra-Turrax T25, posicion N°S durante 5 segundos y luego con ocho golpes en el
homogenizador de émbolo de teflon. Luego, estos homogenizados eran filtrados, a

traveés de una capa de gasa.

Todos los homogenizados preparados segin descrito. se almacenaban a —

70°C, hasta la realizacion de los ensayos ATPésicos.



7. Preparacion y homogenizacion de corteza cerebral de rata

Con la ayuda de una tijera, se procedia a cortar los huesos del craneo que
protegen al cerebro. Luego se rebanaba la parte mas superficial del organo, se pesaba,
se le adicionaban tres volumenes de la misma solucion de resuspension utilizada para
tejido renal y, se homogenizaba con ocho golpes en el homogenizador de émbolo. Se

filtraba el contenido y se almacenaba a -70°C hasta el momento de su uso.

8. Determinacion de proteinas

La determinacion del contenido proteico de las muestras, se realizé segun el
metodo de Bradford (1976). Para ello, se utilizo el reactivo concentrado de azul
brillante de coomasie (Bio-Rad Laboratories, Richmond., CA, U.S.A). Este reactivo
debe mantenerse almacenado a 5°C, hasta el momento de su uso a temperatura
ambiente. El procedimiento fue el siguiente: se preparaba una curva de calibracion
usando 100, 200 y 400 ul de albumina 25 ug/ml, llevando luego a un volumen final
de 800 ul con agua destilada. Se preparaban cuatro blancos, los cuales llevan 790 ul
de agua destilada y 10 ul del medio de resuspension. Las muestras se preparaban por
cuadruplicado, y llevaban 10 pl de la suspension de membranas y 790 pl de agua
destilada. Tanto a las muestras como a los blancos, se les afiadia 200 ul del reactivo,
se agitaban y, se dejaban a temperatura ambiente durante 5 min. Luego, se transferian
400 pl de cada tubo de ensayo a una placa de Elisa de 96 pozos y se leia la
absorbancia en un lector de Elisa Tecan a 595 nm. La densidad optica es lineal para

un rango de concentracion de proteinas entre 0,07 mg/ml y 2,7 mg/ml.



9. Determinacion de la actividad de la ATPasa de Na,K para homogenizados de

corteza renal, higado, corazon de rata y corteza cerebral

La determinacion de la ATPasa de Na.K, se realizo siguiendo el meétodo
descrito por Proverbio y del Castillo (1981). El fosfato inorganico liberado durante la
reaccion, se determind segun el método descrito por Marin, Proverbio, T. y
Proverbio, F. (1986). El medio donde se efectaa la reaccion enzimatica consta de 180
pl de medio de incubacion y 20 pl de la suspension de membranas (con una
concentracion de proteinas de 0.2 — 0,5 mg/ml), para obtener un volumen final de 200

ul. La composicion de los dos medios utilizados es la siguiente:

MEDIO 1 MEDIO 2

~ MgCL SmM MgCl, SmM
NaCl 100 mM NaCl 100 mM

KCI 20 mM KCI 20 mM
Tris-ATP 2 mM Tris-ATP 2 mM

Quabaina 0

Quabaina S mM

Tris-HCI 50 mM Tris-HCI 50 mM

El procedimiento es el siguiente: 180 pl del medio de incubacion se
preincuban por dos minutos a 37°C, y la reaccion se inicia afadiendo 20 ul de la
fraccion de membranas. La reaccion se finaliza a los 10 minutos, agregando 300 pl de
una solucion mantenida en frio (solucion A), la cual contiene (%): dodecil sulfato de
sodio (SDS), 0,72; acido molibdico, 0,48; acido ascorbico, 2,86 y HCI, 2,18. Los
tubos de incubacion se colocan luego en hielo durante 10 minutos. Después de
transcurrido este tiempo. se le afiade a cada uno de los tubos 0,5 ml de la siguiente
solucidn (solucion B). la cual contiene (%): arsenito de sodio. 2: citrato de sodio, 2 y

acido acético, 2. Los tubos de incubacion se recalientan a 37°C por 10 minutos.
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Transcurrido este tiempo. se procede a transferir 400 ul de cada tubo de ensayo a una
placa de Ehisa de 96 pozos y se lee la absorbancia en un lector de Elisa Tecan a 705
nm. La actividad ATPasica se expresa como nanomoles de fosfato liberado por mg de
proteina por minuto de incubacién, después de sustraer un blanco incubado en
paralelo sin proteinas, las cuales se afaden después de agregar los 300 ul de la
solucion A. La actividad especifica de la ATPasa de Na.K, se calcula como la
diferencia entre la actividad ATPasica medida en el medio 1, menos la medida en el
medio 2: es decir. como la actividad ATPasica medida en presencia de Na” y K™,

sensible a ouabaina.

10. Determinacion de la actividad de la ATPasa de Na,K para fantasmas de

globulos rojos

La determinacidn de la actividad de la ATPasa de Na,K para fantasmas de
globulos rojo se llevo a cabo mediante el método descrito por Heinz y Hoffman
(1965). El medio donde se efectua la reaccion enzimatica consta de 400 ul de medio
de incubacion y 100 ul de la suspension de membranas (con una concentracion de
proteinas de 0,5 — 0,7 mg). para obtener un volumen final de 500 pl. Composicion de

los medios:

MEDIO 1 MEDIO 2
MgCl; 5 mM MgCl, SmM
NaCl 100 mM NaCl 100 mM

KC120 mM KC1 20 mM

Tris-ATP 2 mM Tris-ATP 2 mM

Quabaina 0 Ouabaina 5 mM

EGTA 0.24 mM
Tris-HCI 10 mM

EGTA 0.24 mM
Tris-HCI 10 mM
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El procedimiento es el siguiente: 400 pl del medio de incubacion se
preincuban por dos minutos a 37°C, y la reaccion se inicia afiadiendo 100 ul de la
fraccion de membranas. La reaccion se finaliza a los 30 minutos, agregando 300 pl de
una solucion mantenida en frio (solucion A), la cual contiene (%): dodecil sulfato de
sodio (SDS), 0,72: acido molibdico, 0,48; acido ascorbico. 2,86 y HCI, 2,18 Los
tubos de incubacion se colocan luego en hielo durante 10 minutos. Despucs de
transcurrido este tiempo, se le afiade a cada uno de los tubos 0,2 ml de la siguiente
solucion (solucion B), la cual contiene (%): arsenito de sodio, 5. acido acético, 5y
citrato de sodio, 5. Los tubos de incubacion se recalientan a 37°¢C por 10 minutos.
Transcurrido este tiempo. se procede a transferir 400 pl de cada tubo de ensayo a una
placa de Elisa de 96 pozos y se lee la absorbancia en un lector de Elisa Tecan a 705

nim.

La actividad ATPasica se expresa como nanomoles de fosfato liberado por mg
de proteina por minuto de incubacién, después de sustraer un blanco incubado en
paralelo sin proteinas, las cuales son afadidas después de agregar los 300 pl de la
solucion A. La actividad especifica de la ATPasa de Na K. se calcula, al igual que
para las actividades de homogenizados de corteza renal. higado y corazén, como la
diferencia entre la actividad ATPasica medida en el medio 1 menos la medida en el

medio 2.

I1. Preincubaciones de los fantasmas de globulos rojos y de los homogenizados

de corteza renal, corteza cerebral, higado y corazon de rata

Las preincubaciones de las preparaciones de membrana se realizaron por 30
min a 37°C segun el método descrito por Segura ez al. (2004). En general, 50 pl de

los fantasmas de globulos rojos o de los homogenizados concentrados de corteza



renal, corteza cerebral. higado y corazon de rata se preincubaron con 50 pl de plasma
0, con 50 pl de Zn" (como ZnCl,), para alcanzar una concentracion final de este i6n

de 2 mg/l. En todos los casos, se anadia MgCl,, hasta lograr una concentracion del

mismo de 5 mM.

Luego de cada preincubacion, las muestras se dilufan con medio de
resuspension hasta obtener una concentracion de 0.2-0.4 mg/ml de proteina y se

determinaba la actividad de la ATPasa de Na.K.

12. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron 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 ¢

de Student.



CAPITULO 1V
RESULTADOS Y ANALISIS

Resultados
1. Oscilaciones ultradianas de la actividad ATPasica de Na,K

Como se menciono en la Introduccion, Segura er al. (2004) encontraron una
oscilacion, de caracter ultradiano, en la actividad de la ATPasa de Na.K de rifion de
rata, segun se presenta en la Figura 1. Es de notar como se definen claramente dos
ciclos en las 24 horas del dia. lo que lleva a la existencia de dos picos de actividad de

la enzima: a las 0900h y a las 2100h, y de dos valles: a las IfiQQh y alas 0300h.

Segura et al. (2004) también encontraron que el proceso oscilatorio de la
actividad ATPasica era debido a la presencia de un inhibidor circulante en el plasma
sanguineo del animal. el cual debia encontrarse a concentraciones suficientes para
inhibir a la enzima a las 1500h y a las 0300h, y a concentraciones mas bajas, ya no
inhibitorias, a las 0900h y a las 2100h. Actualmente se conocen una serie de
caracteristicas respecto al inhibidor, a su comportamiento y a su efecto, un resumen
de las cuales se muestran en la Tabla 1. Estas caracteristicas deberan ser consideradas
al momento de poder definir cual sustancia puede ser responsable de este efecto
inhibitorio, ya que la misma debera poder cumplir con todas estas caracteristicas para

poder ser considerada como candidata a ser el inhibidor buscado.
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FIGURA 1

Curso temporal de la actividad ATPasica de Na.K de homogenizados de corteza renal
de r1fion 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 estandar, paran = 6. Tomado de Segura er al. (2004).




TABLA 1

ALGUNAS CARACTERISTICAS DEL INHIBIDOR, PRESENTE EN
PLASMA SANGUINEO DE RATA, RESPONSABLE DE LAS
OSCILACIONES ULTRADIANAS DE LA ATPasa DE Na,K

e El inhibidor se encuentra pegado a las membranas celulares.

e El inhibidor se encuentra en el plasma del animal, a concentraciones
inhibitorias de la Na,K-ATPasa a las 0300h y a las 1500h y ausente o a
concentraciones no inhibitorias a las 0900h y a las 2100h.

e EI inhibidor se despega de las membranas después de varios dias de
preparacion, aun almacenado a -70°C..

e “In Viuwa”, el inhibidor requiere de la presencia de magnesio para pegarse a
las membranas.

o El fendmeno inhibitorio se produce también para membranas de otros tejidos
de la rata. Especificamente, para corazon, higado. intestino delgado, asta
dorsal de 1a médula. y globulos rojos.

e El inhibidor puede también ser despegado de las membranas por
centrifugacion de las mismas.

e No es una proteina (20% &cido sulfosalicilico)

e No muestra caracteristicas lipidicas (Folch)

L e Peso molecular menor de 1 KDa (filtracion y dialisis)

Tomado de: Segura er al. (2004); Galindo Pérez M. M. Trabajo de Grado de
Licenciatura, UCAB, IVIC. (2001), Reyes. A. . Trabajo de Grado de Licenciatura,
UCAB. IVIC, (2001).



El presente trabajo se realizd sacrificando los animales a dos horas
especificas. en las cuales hay un pico (0900h) y un valle (15@_01]) de actividad
ATPasica. Los resultados de medir la actividad ATPasica de Na. K de estas
preparaciones a esas horas se muestran en la Tabla 2. Es de destacar que, como ya
mostrado en la Figura 1. la actividad de la ATPasa de Na.K de las 1500h presenta una
inhibicion de alrededor de un 35 % con respecto a la actividad en las preparaciones de

las 0900h.

2. Efecto del cinc sobre la actividad ATPasica de Na,K

Como sea que el inhibidor “in vive” permanece unido al tejido cuya actividad
ATPasica inhibe, lo primero que debe cumplir un candidato a ser ese inhibidor, es
que pueda permanecer unido a las mismas y ejercer de esa manera su cfecto
inhibitorio. Para realizar este estudio con el idn cinc, se preincubaron homogenizados
de corteza renal de animales sacrificados a las 0900h con distintas concentraciones
del 16n cinc para, después de diluir el mismo, determinar la actividad ATPasica de
Na,K de los homogenizados. Los resultados de este experimento se muestran en la
Figura 2. Interesantemente, las membranas preincubadas con el ién cinc presentan,
para incubaciones con concentraciones mayores de 1 mg/l del jon, una inhibicion de
la actividad de la ATPasa de Na,K la cual es dependiente, dentro de cierto rango,
de la concentracion de cine utilizada para las preincubaciones. Esta caracteristica estd
dentro de las buscadas. ya que el cinc, al igual que el inhibidor “in vive” es capaz de

permanecer unido a las membranas, para ejercer asi su efecto inhibitorio.
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TABLA 2

ACTIVIDAD ATPisica DE Na,K DE HOMOGENIZADOS DE REBANADAS
DE CORTEZA RENAL DE RATA OBTENIDAS A LAS 0900h Y 1500h

—_—

Actividad ATPasica de Na.K

Muestra nmoles P1 / mg prot . min p
0900h 78 +3

1500h 51+£2 < 0,001

Valores expresados como las medias £ ES paran=16
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FIGURA 2

Efecto de preincubaciones de homogenizados de corteza renal de rata sacrificadas a
las 0900h con distintas concentraciones del ion cinc sobre la actividad de la ATPasa
de Na,K de los mismos. Los homogenizados eran preincubados con las
concentraciones requeridas de cinc por 30 minutos a 37°C. congelados a —70°C y
luego ensayados para actividad ATPasica. Los valores se expresan como las medias +

el error estandar, paran =6

*p<0,001 vs 0mg/l de Zn*>"



3. Estabilidad de la union cinc-membrana a lo largo del tiempo

Una de las caracteristicas de la union del inhibidor con la membrana celular,
encontrada por Segura ef al. (2004), es que atin cuando mantenidas las preparaciones
de membranas celulares a -70°C, el inhibidor se degeneraba o se separaba de las
mismas, de tal modo que después de algunos dias de preparacion del tejido de las
1500h, la actividad de la ATPasa de Na,K del mismo, tomaba valores normales.
parecidos a los de la actividad de la ATPasa de membranas preparadas a las 0900h.
Este experimento fue repetido por nosotros, y los resultados del mismo se muc;;an
en la Figura 3. Notese como la actividad de la enzima permanece constante para la
muestra de las 0900h. mientras que para aquella de las 1500h, la actividad va

aumentando con el tiempo, llegando a alcanzar valores similares a las muestras de las

0900h, despues de 7 dias de preparacion.

Continuando con el plan de investigacion propuesto, se paso a estudiar si el
16n cinc se comportaba de la misma manera que el inhibidor con respecto a su
estabilidad en la membrana en funcion del tiempo de preparacion. Para el estudio, se
procedi¢ a preincubar homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a las

0900h con 2 mg/ml de cinc y, después de diluir el ion. se almacend la muestra a -

70°C y se fue ensayando para actividad ATPasica de Na.K diariamente. Los
resultados del experimento se ven en la Figura 4. Sin lugar a dudas, la estabilidad del
ion cinc con las membranas, en funcion del tiempo de unién, se comporta de la
misma manera que lo hace el inhibidor. Asi, hacia el dia 6 de preparacion. la
actividad ATPasica. que para las muestras recién preparadas mostraban un cierto
grado de inhibicion, se normaliza, alcanzando valores similares a las muestras no

preincubadas con cinc.
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FIGURA 3

Actividad ATPasica de Na.K de homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas
a las 0900h o a las 1500h, en funcion del tiempo transcurrido después de preparacion
de las muestras. Los resultados son presentados como las medias =+ el error estiandar.,

paran==6.

p< 0,001 para todos los valores de 1500h hasta el dia 4 de preparacion vs 0900h
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FIGURA 4

Efecto del tiempo de almacenamiento sobre la actividad ATPasica de Na.K de
homogenizados de corteza renal de rata sacrificadas a las 0900h y preincubadas con 2
mg/l del i6n cinc. Los homogenizados eran preincubados con las concentraciones
requeridas de cinc por 30 minutos a 37°C, congelados a —70°C y luego ensayados dia
tras dia para actividad ATPasica. Los valores se expresan como las medias + el error

estandar, para n=6.

p< 0,001 para todas las preincubaciones con Zn~ hasta el dia 5 de preparacion vs

control



4. Requerimiento del ion Mg’" para la union del cinc con las membranas

La proxima caracteristica estudiada fue la necesidad de la presencia del 16on
magnesio para que se produzca la union del cine con las membranas, ya que, como
indicado en la Tabla 1. ésta es una de las caracteristicas mostradas por el inhibidor
natural. Para realizar este estudio, se preincubaron membranas con 2 mg/l de cinc, en
un medio conteniendo o no 5 mM MgCl,. Después de la preincubacion, el cinc era
diluido y las membranas eran ensayadas para actividad de la ATPasa de Na.K. Los
resultados de este experimento se presentan en la Figura 5. Efectivamente, al igual de
lo que sucede con el inhibidor natural, el cinc requiere de la presencia de magnesio en
el medio de preincubacion para unirse y permanecer unido a las membranas, ya que
en ausencia del mismo, las membranas preincubadas con cinc no muestran ningun
grado de inhibicion con respecto al control, el cual fue preincubado en presencia de

magnesio y en ausencia de cinc.

5. Efecto de la preincubacion del ion cinc sobre la actividad ATPasica de Nu,K de

membranas provenientes de otros tejidos

Otra de las caracteristicas del inhibidor natural es que se encuentra también
unido e inhibiendo la actividad ATPasica de Na.K de membranas de otros tejidos
como corazon, higado. intestino delgado, y gldbulos rojos. obtenidos a las 1500h.
Esto nes llevo a estudiar el efecto de preincubaciones de membranas de estos tejidos

con 2 mg/l de cinc en un medio conteniendo S mM MgCl.

Después de realizar la preincubacion de las membranas con el cinc, éste era
entonces diluido. de manera de reducir sustancialmente los niveles de cinc libre.

Luego las membranas eran ensayadas con el fin de determinar la actividad de la
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FIGURA 5

Efecto de la preincubacion con 2 mg/l del i6n cinc en presencia o ausencia de 5 mM
MgCl,, sobre la actividad ATPasica de Na,K de homogenizados de corteza renal de
rata sacrificadas a las 0900h. Los homogenizados se preincubaron por 30 minutos a
37°C, en presencia de cinc y en presencia o ausencia de magnesio y congelados a —
70°C hasta su uso. Los valores se expresan como las medias + el error estandar. para

n=~o.

* p< 0,01 respecto a las otras dos condiciones.



ATPasa de Na.K. Los resultados de este experimento se presentan en la Figura 6. El
cinc unido a las membranas, al igual que el inhibidor natural, es capaz de inhibir en
un importante grado la actividad de la ATPasa de Na.K de los siguientes tejidos:

corazon, higado, intestino delgado y globulos rojos.

< |

Nuestro proximo paso, fue determinar si la preincubacion de las membranas
de alguno de estos tejidos con distintas concentraciones de cinc, resultaba en un
efecto dependiente de concentracion, como el mostrado para el tejido renal en la
Figura 2. Para e]qud‘ereincuba%aS; fantasmas (membranas plasmaticas) de globulos v~
rojos de sangre de rata extraida a las 0900h con distintas concentraciones del i6n cinc

A
y, después de diluir el ion, los ensayés% para actividad ATPasica de Na,K. La “
Figura 7 muestra los resultados de este experimento. Efectivamente, como visto para
las membranas renales (Figura 2), la actividad ATPésica de los fantasmas mostro un
grado muy leve de inhibicién, cuando preincubada con concentracion de 1 mg/l de
cinc, pasando a grados de inhibicion mucho mayores para concentraciones de cinc de

2 mg/l en adelante.

6. Efecto de la centrifugacion sobre la union membrana-cinc

Otra caracteristica presentada por el complejo inhibidor natural — membrana,
es que el inhibidor puede ser separado de las membranas por efecto de centrifugacion
de la preparacion. Se estudio si el complejo cinc — membrana se comporta de la
misma manera. Para este enfoque, homogenizados de corteza renal de ratas
sacrificadas a las 0900h fueron preincubados con 2 mg/l de cinc y, posteriormente
centrifugados a 48.000xg por 15 min por dos veces. Los precipitados fueron
resuspendidos en el medio normal de resuspension v se les determiné la actividad de
la ATPasa de Na,K. Los resultados de este experimento se presentan en la Figura 8.

Notese como el cinc, al igual que el inhibidor natural de la ATPasa de Na.K reportado
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FIGURA 6

Efecto de la preincubacion con 2 mg/l del idn cinc en presencia de 5 mM Mg Cl,

sobre la actividad ATPasica de Na,K de homogenizados de distintos tejidos vy

membranas de globulos rojos de ratas sacrificadas a las 0900h. Los homogenizados se

preincubaron por 30 minutos a 37°C, en presencia de cloruro de cinc y 5 mM de

cloruro de magnesio y congelados a —70°C hasta su uso. Los valores se expresan

como las medias + el error estandar, paran = 6.

*p<0,0001 en todos los casos, con respecto a sus propios controles.
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FIGURA 7

Efecto de preincubaciones de membranas plasmaticas de globulos rojos de rata
sacrificadas a las 0900h con distintas concentraciones del i6n cinc sobre la actividad
de la ATPasa de Na.K de los mismos. Las membranas eran preincubados con las
concentraciones requeridas de cinc por 30 minutos a 37 © C, congeladas a —70° C y
luego ensayados para actividad ATPésica. Los valores se expresan como las medias +

el error estandar, paran = 6.

p < 0,001 para todos los puntos vs 0 mg/l de Zn™"



por Segura et al. (2004). se separa de las membranas, cuando éstas son centrifugadas

y deja de inhibir ala ATPasa de Na.K.

7. Efecto de la preincubacion del ion cinc sobre la actividad ATPdsica de Na,K de

la corteza cerebral

T

Como ya{mencionado anteriormente, Reyes (2001) no encontrd inhibicion
alguna de la ATPasa de Na.K de homogenizados de corteza cerebral de rata obtenidos
a las 1500h, cuando comparados con valores obtenidos para los animales de las
0900h. De estar el ion cinc involucrado en el fendmeno inhibitorio que estamos

describiendo, es de esperar que tampoco tenga efecto alguno sobre la actividad de la

enzima anivel de la corteza cerebral.

Para aclarar este punto, se prepararon homogenizados de corteza cerebral de
ratas sacrificadas a las 0900h, se preincubaron los homogenizados con 2 mg/1 de cinc
y se ensayaron para actividad ATPasica de Na,K. Los resultados de este experimento
se muestran en la Figura 9. La actividad ATPasica de Na,K de las muestras
preincubadas con cinc arrojaron valores iguales a aquellas muestras que no fueron
preincubadas con el i6n. La preincubacion con cine, no produjo efecto alguno sobre la

corteza cerebral.

8. Grado de inhibicion de la actividad ATPdsica de Na,K, por preincubacién de los

distintos tejidos con cinc

Como sea que Reyes (2001) demostré que habia un grado de inhibicién
diferente entre las muestras de las 1500h y las 0900h para los diferentes tejidos
estudiados, evaluados. se decidio estudiar el grado de inhibicion que se producia al

preincubar muestras de los distintos tejidos obtenidas a las 0900h con 2 mg/l de cinc.
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FIGURA 8

Efecto de la preincubacion de homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a
las 0900h con cinc. seguida de posterior centrifugacion, sobre la actividad de la
ATPasa de Na.K de los mismos. Las preincubaciones se realizaron por 30 minutos a
37°C. Las centrifugaciones se realizaron a 48.000xg por 15 minutos. En todos los
casos, las muestras eran congeladas a —70°C hasta el momento de ser ensayadas para
actividad ATPasica. Los valores se expresan como las medias + el error estandar.

paran =0.

* p< 0,001 con respecto a las otras condiciones, las cuales son iguales entre si.
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FIGURA 9

Efecto de preincubaciones de homogenizados de corteza de cerebro de ratas
sacrificadas a las 0900h con 2 mg/l ZnCls, sobre la actividad de la ATPasa de Na.K
de los mismos. Los valores se expresan como las medias + el error estandar, paran =

6.

p =n.s. entre las dos condiciones
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En la Figura 10 pueden verse los resultados de este experimento, comparando
los valores de inhibicidon obtenidos en cada condicion. para cada uno de los tejidos
evaluados. Es evidente que no se produjeron los mismos grados de inhibicion para las
dos condiciones. Asi. cuando se comparan los grados de inhibicion entre las muestras
tomadas a las 1500h con respecto a aquellas tomadas a las 0900h se nota que hay dos
tejidos, rifién e intestino delgado, que muestran un porcentaje de inhibicion mayor al
que presentan corazon, higado y globulo rojo. Por otra parte, cuando las muestras se
preincubaron con el i6n cinc, se presento un grado de inhibicion mayor en cuatro de

los tejidos probados. siendo menor el que se produjo en el rifion.

9. Concentraciones de cinc en el plasma de las ratas

Hasta ahora, el comportamiento del cinc con respecto a su propiedad
inhibitoria de la actividad de la ATPasa de Na,K es muy similar al comportamiento
del inhibidor natural descrito por Segura er a/. (2004). Sin embargo, para poder ser
considerado responsable por 1a variacion ultradiana de la actividad ATPésica, se debe
poder demostrar algin mecanismo que lo haga activo a las 1500h e inactivo a las

0900h,

Una posibilidad es que las concentraciones del i6n en el plasma de la rata sean
mayores a las 1500h que a las 0900h, con lo que realizaria su efecto inhibitorio en un
caso y no en el otro. Para estudiar esta posibilidad. se extrajeron muestras de plasma
de ratas a las horas indicadas, y se determind el contenido de cinc de las mismas por
técnicas de absorcion atdmica. Los resultados de estas mediciones. se muestran en la
Figura 11. En contra de lo que esperabamos, las concentraciones de cinc en el plasma

son iguales para las 0900h y para las 1500h.
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FIGURA 10

Estudio comparativo del porcentaje de inhibicion de las actividades ATPasicas de
Na,K en funcion de la relacion de las muestras obtenidas a las 1500h y a las 0900h
con la relacion de las actividades de las muestras obtenidas a las 0900h y
preincubadas en presencia o ausencia de 2 mg/l de cinc. Los valores se expresan

como las medias + el error estandar, paran =06,



40

2.0
s |
= ]
<
E |
o 1.5
ot ] —~ *
=
@ - ——
“e
5 !l 1 EE
o 1.0-
-
= |
\o A
‘©
©
o 0.5-
(&]
: -
o _
&
0.0 ’
0900h 1500h

Hora de obtencion de las muestras

FIGURA 11

Concentracion del i6n Zn™ en plasma de rata obtenido a las 0900h o a las 1500h. Las
muestras de plasma eran diluidas y su contenido de cinc se determinaba por técnicas
de absorcion atomica. Los valores se expresan como las medias + el error estandar,

paran = 0.

*p =n.s. vs 0900h
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Ahora bien, el cinc presente en plasma se encuentra en casi su totalidad unido
a componentes organicos del mismo. Hay indicaciones de que cerca de un 60% se
encuentra unido a albuminas, y cerca de un 30% se encuentra unido a globulinas. La
mayor parte del resto, se encuentra unido a otras sustancias, como los
aminodcidos. El resultado de esta situacion, es que se calcula que el cinc libre en el
plasma esta en el orden de los picomoles (Simons, 1991). Esta cantidad es
insuficiente para producir inhibicion de la actividad de la ATPasa de Na.K de las

membranas celulares de los distintos tejidos probados.

Estos resultados nos llevan a pensar que. si bien el cinc puede estar
involucrado en la inhibicion de la actividad de la ATPasa de Na,K queyesta;:nﬁs
investigando, no estaria actuando solo, sino asociado o acoplado a alguna otra
sustancia que si fluctie a lo largo del dia, lo que daria al complejo la capacidad de
presentar su caracter inhibitorio, dependiendo de las concentraciones de esa sustancia
y. por supuesto, del complejo que estaria formando con el cinc, el que se traduzca en

un efecto mhibitorio de la actividad de la ATPasa de Na.K.



Analisis

La ATPasa de Na.K es una proteina transmembranal de suma importancia
para la vida de las célula, ya que es la encargada de mantener los gradientes de Na y
K a través de la membrana celular, entre la célula y el medio que la rodea. Ambos
gradientes son utilizados para distintos procesos celulares, como la despolarizacion y
la repolarizacion necesarios para el disparo de potenciales de accion por las células
excitables; para la regulacion del volumen celular. para el funcionamiento de
mecanismos de contra- o cotra‘nspmte de iones a través de la membrana celular, como
es el caso del transporte activo secundario hacia el interior de las ce¢lulas de
aminodcidos y glucosa en contra de sus gradientes de concentracion o de los

intercambios Na'/H o Na'/Ca®" (Clausen, 1998).

A nivel de organismo, estas funciones son de vital importancia para muchos
seres vivos, como en el caso de la reabsorcion de sodio desde interior de los tubulos
renales hacia el torrente sanguineo. La cara basal de los tubulos renales es rica en
ATPasas de Na.K. las cuales mediante la expulsion de Na' hacia el torrente
sanguineo, mantienen un gradiente electroquimico entre el interior de las células y el
lumen de los tubulos. Esto se traduce en el movimiento pasivo del i6n sodio desde el
lumen hacia la célula. de donde sera expulsado por la ATPasa de Na.K hacia la
sangre (Randall er. al., 1998). Curiosamente, existen estudios que aportan pruebas de
ritmicidad en la excrecion de electrolitos en la orina y el volumen de orina excretada
(Moore-Ede, Herd. 1977). lo que pudiera ser debido a una ritmicidad en la actividad
de la ATPasa de Na.K renal.

En este contexto. Segura et «f. (2004) emprenden estudios con la finalidad de
determinar la causa de dicha ritmicidad, obteniendo evidencia que demuestra una
variacion ultradiana en el funcionamiento de la ATPasa de Na,K renal de rata. la cual
seria producida por un inhibidor no andlogo a la ouabaina, presente en el plasma.

Posteriormente, Galindo (2001) amplia la caracterizacion parcial del inhibidor
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iniciada por Segura experimento et al. (2004), determinando que no se trata de una
proteina (precipitacion con acido sulfosalisilico al 20%). ni de un lipido (Folch), su
peso molecular es menor a 3 kD (filtracion, didlisis), y tampoco parece ser ninguna de
las hormonas conocidas que regulan el funcionamiento de la ATPasa de Na,K a corto
plazo. Reyes (2001) demuestra el efecto generalizado de dicho inhibidor en la
actividad ATPasica de diversos tejidos de rata y globulos rojos humanos. Estos
estudios mencionados anteriormente, sumados a la evidencia de otras investigaciones.
donde se demuestra inhibiciéon por cinc de la ATPasa de Na,K de electrocitos de
Electrophorus electricus (Ribeiro et. al., 2001: Gettlefinger, Siegel, 1978) vy
sinaptosomas cerebrales de rata (Prakash, et. al. 1973), ademas de su presencia como
componente del plasma sanguineo (Simons, 1991), abren un panorama investigativo
basado en el estudio de la posibilidad de que fuese el i6n cinc el candidato
participante en el fenomeno inhibitorio ultradiano de la ATPasa de Na,K descrito.
Esta posibilidad pudiera ser considerara cierta. siempre y cuando el cinc presente

caracteristicas de accion similares a las encontradas en el inhibidor endogeno.

o X
Y 1/

En este particular, nuestros resultados reflejaron que el cinc posee un
comportamiento muy similar al inhibidor natural responsable de la variacion
ultradiana de la actividad de la ATPasa de Na,K encontrado por Segura ef al. (2004),
el cual no se trata de una proteina o un lipido y tiene un peso molecular menor de 3
kD. Asi, al igual que el inhibidor natural buscado, la preincubacion de
homogenizados de tejido renal de rata con cinc, se traduce en una importante
inhibicion de la actividad de la ATPasa de Na.K de los mismos (Tablas 1 y 2). La
inhibicion por cinc es dependiente de la concentracion del 16n (Figura 2). siendo
practicamente nula a una concentracion de Img/l del ion. pero bastando so6lo una
concentracion de 2 mg/l para ejercer su accion inhibitoria. Este resultado nos llevoa  «
utilizar esta ultima concentracion para la realizacion de la mayoria de nuestros les -~

experimentos.
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Asi mismo, al igual que para el inhibidor natural. se demostro que:

La preincubacion de homogenizados de membranas de higado. corazon.
intestino y fantasmas de glébulos rojos de rata con cinc, se tradujo en una

fuerte inhibicion de la actividad ATPasica de Na,K (Figura 6).

Con el tiempo de preparacion, las membranas preincubadas con cinc van
recuperando su actividad ATPasica de Na,K, llegando a valores parecidos a
los de homogenizados controles alrededor del quinto dia de preparacion.

(Figuras 3 y 4).

El cinc requiere de la presencia del ién magnesio para ser incorporado a las

membranas durante el periodo de preincubacion (Figura 5).

El cinc incorporado a las membranas puede ser separado de ellas por

incubacion a 37°C en un medio sin potasio (Figura 8).

La preincubacion con cinc no produce inhibicion alguna en homogenizados de

corteza cerebral (Figura 9).

La preincubacion con cinc se traduce en un efecto inhibitorio en todos los

tejidos probados, menos en corteza cerebral. (Figuras 9 y 10).
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Interesante el hecho de que la preincubacion de homogenizados de corteza
cerebral de rata con cinc no produjo efecto inhibitorio alguno sobre la actividad
ATPasica de Na,K (Figura 9). Esto concuerda con investigaciones realizadas por
Garcia (2004), quién encontro, al igual que Reyes (2001), la misma actividad de la
ATPasa de Na,K de homogenizados de corteza cerebral de rata extraidas a las 0‘%9_(_)}1
y alas 1500h y, mas ain, demostro que al incubar homogenizados de este tejido
extraido a las 0900h con plasma sanguineo de rata extraido a las 1500h, tampoco se
producia inhibicion alguna. Esto pudiera explicarse aduciendo que las membranas de
la corteza cerebral no posee receptores para cinc, por lo menos en lo que respecta a la
actividad de la ATPasa de Na,K, ya que el tejido nervioso es rico en cinc,
encontrandose la mas elevada concentracion del mismo en el encéfalo, y en segundo

lugar en la corteza cerebral (Hu and Friede, 1968). Otra posibilidad es que la oz,

isoforma de la subunidad o de la ATPasa de Na,K, que abunda en tejido nervioso, sea

insensible a la inhibicion, tanto del inhibidor endégeno como del cinc (si es que nose , ...

trata de la misma sustancia). Otra explicacion a nueslros 1esu]tados seria la
consideracion de la posibilidad de la existencia en el tejido nervioso de alguna
TS e .
sustancia, desconocida para nesoéﬂs que sea capaz de quelar al cinc fuertemente,
evitando asi que se encuentre libre en el medio de incubacion o que se una a la
membrana, no pudiendo asi ejercer su efecto inhibitorio sobre la ATPasa de Na.K de
este tejido. En este ultimo particular, estudios realizados con sinaptosomas cerebrales
de rata, midiendo el efecto inhibitorio de diversos iones de metales, entre los cuales
se encuentra el cinc, sobre la actividad ATPasica de NaK, demostraron que
preincubaciones de sinaptosomas con cinc no afectaba la actividad de la enzima a
concentraciones inferiores a los 50 uM (3,26 mg/l). Los autores sugirieron, para tratar
de explicar sus resultados, la existencia de una proteccion parcial de la actividad
ATPasica de Na,K por la unién del cinc a otras proteinas de membrana, diferentes a
las de la enzima . Esta caracteristica concuerda con la naturaleza fisiologica vy
funcional del 6rgano en cuestion, ya que una inhibicion de la ATPasa de Na,K a nivel

de las neuronas del cerebro. pudieran conducir a cambios en el potencial de

membrana y. con ello, dificultar la capacidad de estas células de disparar potenciales
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de accion, influyendo con su excitabilidad y su capacidad de recaptacion de

neurotransmisores (Malek. Adorante and Stys, 2005).

Otro detalle interesante que relaciona el efecto inhibitorio del inhibidor
natural con el del cinc, es que ambos se incorporan a sitios especificos de las
membranas celulares, donde ejercen su efecto, y no se despegan facilmente de ellas.
aun en ausencia del inhibidor en el medio, a menos que se den circunstancias
especiales, como lo son una concentracion de potasio por debajo de los 5 mM v una
temperatura de 37°C. Este efecto puede ser muy importante y pudiera explicar el
fenomeno ritmico: ante una concentracion baja del inhibidor (por ejemplo hacia las
0900h), el bajo potasio plasmatico (4,5 mM) y la temperatura del cuerpo (37°C)
crearian las condiciones necesarias para que se despegue. con lo que la actividad de la
ATPasa de Na.K se expresa a valores de desinhibicion. Ante un aumento plasmatico
del inhibidor, éste alcanzaria de nuevo la capacidad de unirse a las membranas, con lo
que de nuevo ejerceria su efecto sobre la actividad de la enzima, la cual llegaria a sus

niveles minimos alrededor de las 1500h.

Esto nos lleva a otra propiedad interesante del inhibidor natural y del cinc, en
el hecho de que ambos requieren de la presencia de magnesio para unirse a la
membrana. Para condiciones “in vivo”, el magnesio esta siempre presente, ya que es
uno de los constituyentes del plasma sanguineo. Estas ultimas caracteristicas se
asemejan a las descritas por Carilli, Beme, Candley. Haupert (1985), para un
inhibidor de la ATPasa de Na.K de origen hipotalamico, el cual se une a la enzima a

37°C, y se estabiliza en presencia de Mg y sodio. sin potasio.

En la misma linea experimental de esta investigacion y, como logicamente
podria esperarse. nos preguntamos si la concentracion de cinc varia a lo largo del dia,
esperando encontrarla maxima a las 1500h, cuando la actividad ATPésica de Na,K se
encuentra m]nb;da y ITI]I]IHM a las 0900h cuando la actividad no se encuentra

o

inhibida. P~a1a~—ﬂuebtm sm‘ple-sa y conlmllo a lo esperado. se consiguio que la
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concentracion total plasmatica de cinc no varia significativamente de las 1500h a las

0900h. En resumen podemos decir, que si bien el cinc cumple con todas las
caracteristicas descritas por Segura et al. (2004), Reyes (2001) y Galindo (2001).
propias del inhibidor ultradiano de la ATPasa de Na.K en la rata, las concentraciones
totales de cinc en plasma no fluctian, lo que pudiera descartarlo como responsable de
la inhibicién ultradiana que estamos estudiando. En este particular, se hace necesario
el considerar que ""-estarmas hablando de concentraciones totales y no de
concentraciones de cinc libre. Un 30% de cinc que se encuentra en el plasma
sanguineo esta fuertemente unido a la op-macroglobulina, como elemento que
compone normalmente dicha proteina. El cinc restante, se encuentra débilmente
unido a la albumina, aparte de una pequefia fraccion del mismo, que se encuentra
unido a aminoécidos y péptidos (Parisi, Vallee. 1970). El resultado de esta situacion,
es que se calcula que el cinc libre en el plasma esta en el orden de los picomoles.
cantidad ésta insuficiente para producir inhibicion de la actividad de la ATPasa de
Na,K de las membranas celulares de los distintos tejidos. Tampoco parece ser cinc en
el citoplasma. ya que alli también se encuentra fuertemente quelado, siendo su
concentracion citoplasmatica también en el orden de los picomoles (Simons, 1991).
En resumen, si bien el cinc parece estar involucrado en el efecto inhibitorio estudiado,

el papel de la ritmicidad no parece ser debida al cinc, sino a alguna sustancia

hipotética, que varia en el tiempo y con la cual el cinc pudiera estar asociado.

Otro tema que acredita discusion, es /cual puede ser el papel fisiologico de

esta ritmicidad de la actividad ATPasica de Na.K? En estos momentos aun no lo -

g

conocemos, aunque pgggmos hacer algunas especulaciones al respecto. Los autores
que trabajan en este campo, han definido una “homeostasis predictiva” en los
organismos vivientes, gracias a la cual se desarrollan mecanismos endogenos de
variacion, que predicen los cambios que ocurriran un tiempo mas tarde. En cierta

forma, la respuesta antecede al estimulo. Para explicar lo que pudiera entenderse
[ SR TR WRRE EP. B

E L
como homeostasis predictiva. tomerfios como ejemplo el ritmo circadiano que tiene

la liberacion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH), la cual a su vez regula la
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liberacion de glucocorticoides y mineralocorticoides (Moore-Ede, 1986), los cuales se
hacen responsables de los efectos fisiologicos de la hormona (Baxter, 1979): aumento
de la sintesis de glucosa en el higado, aumento en los niveles de glucosa en sangre,
accion antiinsulinica, (excepto en cerebro y corazon) y, movilizacion de aminoacidos
y lipidos de los tejidos extrahepaticos. Los efectos anteriores pudieran preparar al
organismo para iniciar su periodo de actividad, después de un largo periodo de ayuna
(Moore-Ede, 1986). La ACTH es secretada por la hipofisis anterior, en descargas
irregulares durante todo el dia. En los animales diurnos y en el hombre, estas
descargas son mas frecuentes en las primeras horas de la mafiana, antes de que se
inicie el periodo de actividad y, por consecuencia, la concentracion de
glucocorticoides alcanzard un maximo, en respuesta al aumento de la frecuencia de
descargas de ACTH. En el caso de los animales nocturnos, el maximo en la
liberacion de glucorticoides se registra alrededor de una hora antes de que se inicie la
fase de oscuridad (Baxter, 1979). Estos eventos fisiologicos pueden considerarse
entonces como mecanismos desarrollados por los organismos con capacidades de
autorregulacion, que les permiten anticipar cambios ambientales, de tal modo que
puedan reaccionar adecuadamente y a tiempo, cuando éstos se produzcan (Moore-
Ede, 1986; Aschoff, 1965). Muchas de las variaciones ambientales son ciclicas, por
lo que las respuestas a las mismas habra involucrado la aparicion de los ritmos
biologicos en los organismos con capacidad de autorregulacion, lo cual permitiria a
los individuos mas evolucionados sobrevivir, adelantandose y preparandose para los
proximos cambios ambientales (Giese, 1983). De hecho. los seres vivos mantienen
una organizacion temporal dada por relojes circadianos y ultradianos, que permiten la
sincronizacion  de sus eventos celulares y moleculares. Asi por ejemplo. el
establecimiento de intervalos de suefio en los vertebrados. capacitindolos para
optimizar los tiempos de vigilia y sueno (Daan, Aschoof, 1982), es importante para el

mantenimiento del equilibrio ecoldgico y la optimizacion de su gasto energético.

Tomando en cuenta todo lo anterior, se puede especular considerando que la

oscilacion ultradiana causada por el inhibidor de la ATPasa de Na.K, puede actuar
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como un mecanismo de ahorro energético, como lo plantea Reyes (2001). Esta
conclusion se basa en el hecho de que la ATPasa de Na.K utiliza ATP como
molécula energética, hidrolizando una molécula por ciclo funcional. lo que la llevalt‘i a‘
ser uno de los principales consumidores de energia de la célula (Horton, Moran,
Ochs, Rawn, Scrimgeour, 1995). Por ello, la oscilacion ultradiana de su actividad
podria cumplir una doble funcion: 1) preparar a los animales para un periodo de
mayor actividad y gasto energético en horas de la mafiana (méaxima actividad a las
0900h) y al anochecer (maxima actividad a las 2100h) y 2) preparar a los animales.
en cada caso, a un periodo de descanso (minima actividad a las 0300h y a las 0300h),
durante las cuales la mayoria de los animales se encuentran realizando poca acti;.i#dad.
De esta forma, su inhibicion a una escala general, derivaria hacia una reduccion del
gasto energético del organismo. En otras palabras. periodos de alta actividad se
continuarian con periodos de baja actividad, promoviéndose con ello una
recuperacion energética perenne, cuya funcion seria ir preparando al organismo para

los continuos cambios en la actividad de los mismos.

Desde el punto de vista fisio-patologico hay eventos que pueden tener alguna
relacion con estos episodios ritmicos de la actividad de la ATPasa de Na,K.
Importantes estudios realizados sobre la incidencia de infartos en humanos, uno con
703 pacientes (Ridker, Manson, Buring, Muller, Hennekens 1990) y el otro con 1063
pacientes (D'Negri er.al, 2006) han encontrado una distribucion ultradiana de los
mismos. Sorprendentemente, las horas de mayor incidencia de infartos se sitian
cercanas a los periodos de mayor actividad de la ATPasa de Na,K (2100h y 0900h)
descritos por Segura et al. (2004) y Reyes (2001). mientras que la menor incidencia
se sitta hacia las horas de menor actividad de la enzima (1500h y 0300h). Puede
especularse sobre la posibilidad de que exista una relacion entre ambos eventos:
cuando la actividad de la ATPasa de Na,K se encuentra en su mayor expresion.
condiciones negativas., como por ejemplo un episodio de isquemia, pudieran hacer
que las células involucradas colapsen, presentandose de esta forma un infarto. Por el

contrario, durante las horas de menor expresion de la enzima. las células estarian en
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mejores condiciones, desde el punto de vista energético, de poder responder al
episodio negativo y no colapsar tan rapidamente con en las otras condiciones.

pudiendo superar la condicion negativa, sin mayores dafios.

En el mismo contexto de enfermedades del sistema circulatorio, existen ciertas
terapias farmacologicas basadas en la administracion, a pacientes que sufren
insuficiencia cardiaca. de glicosidos cardiacos como la digoxina. La inhibicion de la
ATPasa de Na,K de las células cardiacas induce al musculo a realizar contracciones
mas fuertes y perduraderas en el tiempo, lo que contrarresta. dentro de ciertos limites,
la insuficiencia cardiaca (Blaustein, 1993). El conocimiento del inhibidor que
estamos describiendo y su ritmicidad, puede llevar, no solo a buscar algin sustituto
de los glicosidos, ya que los mismos pueden llegar a ser toxicos (Brunton er. al,.
2006) sino también a determinar cuanto y cuando el inhibidor debe ser suministrado

al paciente, segun la hora del dia o de la noche en que se haga.



CAPITULO V
CONCLUSIONES

En el presente trabajo se determind que el cation cinc es un posible participante en las
oscilaciones ultradianas de la ATPasa de Na,K de diferentes tejidos de rata. Se hallo
que preincubaciones de distintos tejidos de la rata con ZnCl,, se traducen en un efecto
inhibitorio sobre la actividad de la ATPasa de Na.K de homogenizados de los
mismos, incluyendo tejido hepatico, renal, intestinal y globulos rojos, mas no corteza
cerebral. Estas y otras semejanzas de comportamiento de ambos inhibidores: el
inhibidor endogeno y el cinc, hacen pensar que el cinc pudiera, de alguna manera.

estar involucrado en la inhibicion ritmica de la enzima.

Sin embargo. si bien el cinc presenta caracteristicas de inhibicion muy
parecidas a las de inhibidor endégeno, en el presente trabajo no se pudo involucrar al
mismo en la ritmicidad de la inhibicion, ya que las concentraciones totales de cinc en
plasma no fluctian a lo largo del dia. Se deduce entonces que, de ser este ion el
inhibidor endogeno. debe haber algo mas, que le confiera el poder de la ritmicidad
ultradiana. En ese particular, se proyecta realizar estudios con distintos componentes
del plasma, como proteinas, monoaminas y aminoacidos para tratar de determinar si,
sélos o en conjugacion con el i6n cinc, son capaces de reproducir el efecto

inhibitorio del inhibidor endogeno, asi como explicar la ritmicidad de este efecto
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