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RESUMEN

La ATPasa de Na,K es una proteina integral de membrana encargada de
generar y mantener un gradiente transmembrana para Na“ y K'. Este gradiente es
utilizado, entre otras cosas, como fuente de energia para la regulacion de la
composicion idnica citoplasmatica, para el transporte transepitelial y para la
regulacion del volumen celular, asi como para el transporte hacia el interior de la
célula de componentes esenciales en contra de un gradiente. La actividad de la
ATPasa de Na,K esta determinada por un ciclo menor a 24 horas o ritmo ultradiano
(Segura, ef al 2004). En el organismo los ritmos ultradianos y circadianos establecen
ciertas funciones fisiologicas y moleculares como regulacion en sintesis y
degradacion de proteinas y optimizacion del gasto energético, entre otros. .

~ Segura y colaboradores (Segura, et al 2004) determinaron que las oscilaciones
ultradianas de la actividad ATPasica de Na,K viene determinada por un inhibidor
presente en plasma, que puede ser parcialmente aislado y de peso molecular menor a
1 kDa. Adicionalmente se reportaron oscilaciones ultradiana similares en tejidos
como el hepatico, cardiaco, intestinal y glébulos rojos, y por ende, en los procesos
fisiologicos implicados con los mismos (Reyes 2001). Por todo esto resulto
determinante comenzar a indagar en la naturaleza del inhibidor que estaba
influenciando la actividad de la enzima.




r'-;
/

~ Andreotti (2007) estudié el efecto inhibitorio del cinc en la actividad de la
ATPasa de Na,K. Todas las caracteristicas de este i6n coinciden con las del inhibidor
natural, pero por su baja concentracion en plasma y por ausencia en [a variacién de su
concentracion durante el dia, resultd imposible postularlo como posible responsable
de la inhibicién de la actividad ATPéSi,Cij:
¢ Los aminoécidos son compuestos presentes en plasma y muchos de ellos se
han reportado que modifican la actividad de la ATPasa de Na,K. En este trabajo, se
propone la accién del complejo Taurina-Cinc como posible factor responsable de las
oscilaciones ultradianas de la actividad ATPésica de NaK, debido a que sus
caracteristicas coinciden con las del inhibidor natural reportado por Segura y
colaboradores (Segura, er al 2004).

R s et

Descriptores: ATPasa de NaXK, ritmo ultradiano, Taurina, cinc, aminoacidos,
inhibidor, rifion, ATP.




INTRODUCCION
Los ritmos ultradianos son variaciones ritmicas, que se presentan con una

de rifién y otros tejidos de la rata, la cual presenta dos ciclos diarios, con picos a las Sl
0900h  a las 2100h y valles a las 1500h y a las 0300h (Segura, ef al 2004). Si bien ~ 7:©

tociwia no esté“élaro cudles son las consecuencias fisioldgicas de esta ritmicidad, si se
sabe que la misma es debida a la presencia de un inhibidor en el plasma sanguineo
(Seguray ef al 2004), cuyas concentraciones o eficiencia varfan segiin Jas oscilaciones
de la gc/:tividad enzimatica, es decir, altas cuando la enzima esta inhibida y bajas

cuando no lo esta (S egury,) et al{ 2004).

En la actualidad no se conoce con precision cudl es la naturaleza quimica del
inhibidor sérico responsable de las oscilaciones ultradianas de la actividad de la
ATPasa de Na,K renal de rata, no obstante, se sabe que dicho inhibidor se une y
permanece unido a las membranas, que no es una proteina ni un lipido, que tiene un
peso molecular menor a 1 kDa, que es resistente a tratamientos con acidos débiles,
que se requiere magnesio en concentraciones milimolares para que el mismo se pueda
ligar a la membrana y ejercer su efecto inhibitorio sobre la ATPasa de Na,K, y que
puede ser despegado de ]las membranas por incubacion a 37°C, a concentraciones de
potasio inferiores a 5 mM (Segura, jet al/2004). Si bien se ha descrito que el 16n cinc
posee un efecto inhibitorio muy parecido al ejercido por el inhibidor endégeno, las
concentraciones totales del mismo en plasma no fluctaan, con lo que, por si mismo,
no puede explicar el efecto ritmico del inhibidor endoégeno. El presente estudio se
disefio con el fin de determinar si, en ¢l plasma de la rata, puede existir un agente que,
solo o en union del i6n cinc, sea capaz de explicar, no solo las caracteristicas

inhibitorias del inhibidor endégeno, sino también la ritmicidad de su efecto. Para ello,

frecuencia menor a las 20 horas. Este es el caso de la actividad de la ATPasa de Na,K =~ & @~




el Al A
se van-a-haeer determinaciones a distintas horas del dia de sustancias presentes en el

plasma de la rata, como proteinas, monoaminas, aminoacidos, con el fin de
determinar, por un lado si presentan variaciones en sus concentraciones a lo largo del
dia y, por otro lado, estudiar la posibilidad de que las mismas, bien solas o bien en
union del 16n cinc, son capaces de inhibir la actividad de la ATPasa de Na,K de tejido
renal de rata, con caracteristicas similares a las presentadas por el i6n cinc, segin . o

descrito por Andreotti (Andreotti, 2007).




CAPITULO I
Planteamiento del problema

La actividad ATPésica de Na,K de rifion de rata presenta oscilaciones durante
el dia, como consecuencia de la presencia de un inhibidor en plasma, cuya
concentracion varia de forma ultradiana. De este inhibidor endégeno, se conocen una
serie de caracteristicas que deberan ser presentadas por cualquier sustancia que sea
capaz de producir la inhibicion. En este particular, Andreotti (Andreotti, 2007)
encontré que el i6n cinc presenta caracteristicas inhibitorias de la enzima iguales a las
presentadas por el inhibidor endogeno; sin embargo, al no encontrar Andreotti
(Andreotti, 2007) ninguna variacién en el contenido total de cinc en plasma de rata,
siendo ésta igual a las 0900h que a las 15.00 h lo llevaron a pensar que el cinc pudiera -
estar involucrado en el }enémeno, pe—;d no solo, sino unido o acomplejado a otra
sustancia, como proteinas, aminas o aminoacidos, cuyas concentraciones si variaran a
lo largo del dia, con lo que pudieran explicar, no solo el patrén inhibitorio, sino

también la ritmicidad a lo largo del dia.

Por ello se plantea: ;Hay variaciones ultradianas de algunas sustancias libres
en plasma sanguineo de la rata? y, en caso de haberlas, ;cudl es el efecto de estas
sustancias, solas o en compaifiia del i6n cinc, sobre la actividad de la ATPasa de Na,K
en homogenizados de corteza renal de rata, a las distintas concentraciones

encontradas en plasma de las mismas?




Objetivo General

Evaluar el efecto de aminoacidos séricos que presentan oscilaciones

ultradianas, sobre la actividad de la ATPasa de Na,K de corteza renal de ratas machos
(Sprague-Dawley)

Objetivos Especificos

1. Determinar de la actividad ATPasica de Na,K en homogenizados de corteza renal

de rata macho, preparados bien a las 0900h, o bien a las 1500h.

2. Seleccionar los aminoacidos cuyas concentraciones séricas en la rata presentan

oscilaciones ultradianas.

3. Determinar ¢l efecto de aminoacidos séricos con oscilaciones ultradianas sobre la
actividad de la ATPasa de Na,K en homogenizados de corteza renal de rata

macho, combinados 0 no con cinc.



Hipotesis

1. Hay uno o mas aminoacidos en el plasma sanguineo de las ratas, cuya
concentracion es alta a las 1500h y baja a las 0900h, pudiendo, en el primer caso,

sOlo o acompafiada de cinc, inhibir la actividad ATPésica de Na,K de corteza

renal de rata, mas no producir efecto alguno en el segundo caso.

2. EI efecto inhibitorio ritmico de estos aminoacidos, explicaria satisfactoriamente
la variacién ultradiana de la actividad de la ATPasa de Na,K de corteza renal de
rata.

Justificacion

La actividad de la ATPasa de NaK en corteza renal de rata muestra
oscilaciones ultradianas, las cuales se han demostrado que son debidas a la presencia
de un inhibidor enddgeno, que circula en el plasma sanguineo (Segura, ef al 2004). La
naturaleza quimica de dicho inhibidor es desconocida hasta el presente. No obstante,
se conocen varias de sus caracteristicas, entre las cuales podemos mencionar: tiene un
peso molecular menor a 1 kDa, es resistente a tratamientos con acidos débiles, se
requiere de magnesio en concentraciones milimolares, para que el mismo se pueda
ligar a la membrana para ejercer su efecto inhibitorio sobre la ATPasa de Na,K, y se
desliga de las membranas, bien por incubacibn a 37°C en presencia de
concentraciones de K menores a 5 mM, o bien con el paso del tiempo de preparacidén
de las muestras (Segura, et al 2004). En este trabajo se van a utilizar estas
caracteristicas, para tratar de identificar al inhibidor endogeno responsable de las

oscilaciones ultradianas de la ATPasa de Na,K.

En el plasma sanguineo, se encuentran constantemente fracciones importantes
tanto de monoaminas, como de aminoacidos. En la actualidad, se sabe que

dependiendo de las circunstancias, ambiente o tejidos, la actividad de la ATPasa de
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Na,K puede ser inhibida por monoaminas o por aminoacidos, tales como el acido
D,L-aspartico (Fedelesova, et al 1975), la fenilalanina (Bedin, ef al 2000), metionina
y homocisteina (Streck, et al 2002b), prolina (Pontes, et al 2001), Taurina e
hipoTaurina (Mrsny & Meizel 1985) y la tirosina (Venugopal & Ramakrishna 2005).
Por consiguiente, una monoamina, o un aminoacido sérico, cuya concentracion en
plasma oscile segin esperado, pudiera ser el inhibidor endégeno responsable de las
oscilaciones ultradianas de la ATPasa de Na,K. Como sea que, no se conocen con
precision las posibles oscilaciones diarias de estas sustancias, en el presente trabajo se
planted, en primera instancia, la evaluacion de los niveles séricos de monoaminas y
aminoacidos, a las 0900h y a las ISQOh. En caso de conseguir una o mas sustancias
con oscilaciones ultradianas en sus concentraciones séricas coénsonas con el patron
inhibitorio, se evaluard el efecto directo in vitro de las mismas, solas o en compaiiia
del i6n cinc, sobre la actividad de la ATPasa de Na,K de homogenizados de corteza
renal de rata, extraidos a las 0900h, cuando la actividad de esta enzima se encuentra

en sus niveles maximos.




CAPITULO I

MARCO TEORICO

La ritmicidad consiste en el mantenimiento de una variable fisiologica dentro
de un rango de oscilacion de valores. Esto incluye a la ritmicidad dentro del concepto
de homeostasis, puesto que los ritmos que puede presentar un individuo van a regular
su estado interno en respuesta a las variaciones ciclicas del medio ambiente,
permitiendo asi una mejor adaptacion de los mismos a su entorno (Moore-Ede
1986a). Existen diferentes tipos de ritmos biolédgicos, los ritmos circadianos son
aquellos que se presentan de forma diaria, durando entre 20 y 24 horas; los
supradianos, cuyo periodo es mayor de 24 horas, v los ultradianos, con periodos

menores a 20 horas.

Se conoce que los ritmos circadianos y ultradianos tienen una importancia
significativa en el establecimiento de ciertas funciones fisiologicas y en la
sincronizacion de eventos celulares y moleculares, como la regulacion de la sintesis y
degradacion de proteinas (Edwards & Lloyd 1980), el establecimiento de intervalos
de vigilia y suefio en los vertebrados (Daan & Aschoof 1982), la optimizacién del
gasto energético (Termonia & Ross 1981). Todas estas funciones parecen estar
controladas por relojes endogenos, sincronizados por ciclos de luz y oscuridad
(Kalmus 1940).

Adicionalmente, numerosos estudios han demostrado que existen ritmos
circadianos de muchas funciones fisiologicas como secrecion de hormonas
(Gambardella, et al 1994), en la actividad de algunas enzimas, como la glucosa 6-

fosfatasa y la fosfatasa alcalina (Gupta, et al 1994), liberacion de melatonina por la
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glandula pineal o epifisis (Quay,1963), actividad locomotora y temperatura corporal
(Sweeney & Hastings,1960) y en la excrecién de electrolitos en orina y el volumen de
orina excretada (Moore-Ede & Herd 1977). Referido a éste ultimo fendémeno, se sabe
la ATPasa de Na,K juega un papel clave en las funciones renales, donde participa,

entre otras funciones, en la reabsorcion del ion Na™,

La ATPasa Na,K es una proteina integral de membrana, que consiste de tres
subunidades: o, B y y. La subunidad responsable de la actividad catalitica de la
enzima es la o, la cual posee 1012 aminoacidos aproximadamente, y posee el sitio
para la fosforilacion (ASP 369) en el lado citoplasmatico. Por su parte, la subunidad f
es una glicoproteina de unos 300 aminoacidos aproximadamente. Esta subunidad
Jjuega un papel importante en la insercion de la subunidad o en la membrana (Skou &
Esmann 1992). La subunidad y, no parece ser esencial para la actividad de la ATPasa
de Na,K, ya que puede inclusive estar ausente, como en el caso de algunas células, y
parece tener funciones limitadas y especificas.. Hasta el presente, se ha demostrado la
existencia de cuatro isoformas de la subunidad o y varias isoformas de la subunidad 3

(Skou & Esmann 1992).

La ATPasa de Na,K unicamente utiliza ATP para sustentar su transporte
activo, y el mismo no puede ser reemplazado para esta funcién por ningun otro
trifosfato, como ITP, UTP o GTP (Skou & Esmann,; 1992). La actividad de la enzima
es dependiente de Mg**, y forma un intermediario fosforilado tipo acil fosfato, por lo
cual se le conoce como una ATPasa tipo P. La subunidad o es la responsable de la
formacion del intermediario fosforilado en el ciclo catalitico de la enzima, el cual se
encuentra hacia el lado citoplasmatico (Skou & Esmann }1992),

A través del funcionamiento de la bomba, se mantiene un gradiente constante
para Na' y para K, y esto es utilizado como fuente de energia para una serie de
funciones, como la regulacion de la composicion idnica del citoplasma, el transporte

transepitelial de sodio en rifiones y sistema digestivo, la regulacion del volumen




celular, transportes activos secundarios hacia el interior de la célula de importantes
componentes como aminoacidos y glucosa en contra de sus gradientes de
concentracion y regulacion del pH y del calcio intracelular, a través de la expulsion
de protones y el i6n calcio, en intercambio por el i6n sodio que entra pasivamente a
las células (Skou & Esn'{\ann',1992).

En el afio 1997, Segura y colaboradores encontraron que la actividad de la
ATPasa de Na,K de rifion de rata, presenta oscilaciones diarias, las cuales siguen un
ritmo ciclico menor a 20 horas, especificamente de 12 horas, por lo que se les
clasifica como oscilaciones ultradianas. Esta variacion en la actividad de la ATPasa
de Na,K, se determiné con homogenizados de corteza renal de ratas sometidas a 12
horas de Iuz y 12 horas de oscuridad. Los méaximos de actividad estan dados a las
0900h y 2100h, mientras que los minimos estdn a las 0300h y a las 1500h. En dicho
e;tudjo, se descarto la posibilidad de que las oscilaciones dependieran de cambios en
el Ky, del Na', del K" o del complejo Mg:ATP. También, se descartd que la
oscilacion estuviera relacionada con alteraciones en valores optimos de pH o de
temperatura para el funcionamiento de la enzima, o por cambios en el nimero de
ATPasas en la célula (Galindo, 2001, Segura;; et al 2004). Por todo ello, se propuso

que las mismas son debidas a variaciones en la velocidad de reciclaje de la enzima.

Asimismo, los mencionados estudios indicaron claramente que las
oscilaciones de la actividad de la ATPasa de Na,K eran debidas a la presencia de un
inhibidor sérico de dicha ATPasa (Segura, et al 2004). Las principales evidencias
experimentales, que permitieron afirmar que las oscilaciones de la actividad

ATPasica eran debidas a la presencia de un inhibidor son:

1. El factor inhibitorio pierde efecto con el tiempo, al ser almacenadas las muestras
a -70°C. En otras palabras, la actividad ATPésica de Na,K de los valles (0300h y
1500h), con el almacenamiento a -70°C durante una semana, alcanza valores

parecidos a los obtenidos en los picos (0900h y 2100h).
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2. Dicho factor puede ser removido de las membranas mediante centrifugacion o
mediante preincubacion de las membranas a 37°C, en ausencia o a bajas

concentraciones de K.

3. El inhibidor se encuentra presente en el plasma de animales sacrificados a las
1500h y, para su unién a la membrana, es esencial la presencia del i6n Mg2+

(Segure;)et al 2004).

El hecho de que el factor inhibitorio responsable de las oscilaciones de la
actividad ATPasica de Na,K, se encuentre circulando por el plasma a determinadas
horas del dia (Galindo,2001), condujo a evaluar si la actividad ATPésica de Na,K en
diversos tejidos, también presentaba las oscilaciones que se encontraron para la
corteza renal. Para ello, se consideraron ciertos tejidos, como el hepéatico, cardiaco,
intestinal y glébulos rojos. Se encontrd que el fendmeno descrito no esta restringido a
la corteza renal, sino que es capaz de afectar a diferentes drganos del cuerpo y, por
ende, a procesos fisiologicos implicados con los mismos (Reyes, 2001). Todo este
conocimiento, genero la necesidad de indagar sobre la naturaleza exacta del inhibidor
de la ATPasa de Na, K.

Tomando en cuenta la cantidad de procesos en los que se encuentra vinculada
la ATPasa de Na,K, resulta importante conocer la naturaleza del factor inhibitorio.
Hasta ahora se han realizado una serie de pruebas experimentales que llevan al
establecimiento de varias caracteristicas generales, que pueden ayudar a la
determinacion de la naturaleza del inhibidor (Galindo 2001, Reyes 2001, Segur%-r. etal .
2004): i

~

1. El inhibidor no es una proteina.

2. No posee caracteristicas de lipido.




1

3. Tiene un peso molecular menor a 1 kDa (filtracion y dialisis).

4. El mhibidor puede ser parcialmente aislado. Para ello, el plasma de ratas de las
1500h se trata con un acido débil, como lo es el 4cido sulfosalicilico, lo cual
precipita a las proteinas del plasma. El inhibidor permanece en la fraccion ligera
o sobrenadante, libre de proteinas plasmaticas. Esta fraccion se puede someter a
ultrafiltrado y dilisis con el fin de eliminar los componentes con pesos

moleculares superiores a 1 kDa.

En la necesidad de dar respuesta exacta a la naturaleza del inhibidor, se ha
indagado acerca de diversas sustancias que producen inhibicién en la actividad de la
ATPasa de NaK, tales como la hormona paratiroidea, la dopamina y el factor
natriurético atrial, estos agentes generan un efecto inhibitorio mediado por segundos
mensajeros, y no por accion directa de las mismas sobre la ATPasa de Na,K (Gotgp et

S
al 1992, Ominatcbez al,1996).
/ /

De igual manera, existen varios reportes sobre la existencia de un factor
endogeno muy similar a la ouabaina, capaz de inhibir a la ATPasa de Na,K. Esta
ouabaina endogena esta implicada en una serie de procesos con relevancia fisiologica,
y se ha demostrado que la corteza adrenal es la fuente principal de la misma,
detectandose también en el hipotilamo, la hipofisis, asi como en el corazén y en el
rifion (Hamlyla,) et al} 1989).

X

Por otra parte, se conoce que existen componentes circulantes en el organismo
como son las monoaminas, los aminoacidos, péptidos e iones que pudiesen ser
candidatos para asignar identidad al inhibidor. De hecho, en el plasma sanguineo se
encuentra una fraccion importante de aminoéacidos libres, que ademas han mostrado
capacidad de inhibicién de la actividad de la ATPasa de Na,K en diversos tejidos.

Entre estos aminoacidos podemos mencionar: el 4acido D,L-aspartico (Fedelesova, et
()

X
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al,1975), la fenilalanina (Bedi@ et al/ZOOO), metionina y homocisteina (Streck;)et al , -

2002a), prolina (Pontes, et al 2001), Taurina e hipoTaurina (Mrsny & Meizel, 1985) y
la tirosina (Venugopal & Ramakrishna 2005).

De E:‘an Jimportancia han sido recientes estudios realizados en ‘muestro
R R o
laboratorio, en lo§ que se muestra que el i6n cinc posee casi todas las caracteristicas
asociadas al inhibidor responsable de las variaciones ultradianas en la actividad
ATPasica de Na,K (Andreotti ,2007). Sumado a esto, sobran antecedentes que
muestran al cinc como un potente inhibidor de la actividad ATPasica de Na,K
(Ribeiro, et al, 2002). A pesar de ser el ion cinc, por las propiedades mostradas, un
candidato casi ideal para dar identidad al factor inhibitorio responsable del fenomeno

en estudio, esta hipotesis posee dos importantes inconvenientes:

El primero de ellos es que se ha demostrado, empleando la técnica de
espectrometria de absorcion atdmica, que las cantidades totales de cinc en plasma de
ratas obtenido a las 0900 h y a las 1500 h no presentan una variacion significativa
(Andreotti, 2007). Este hallazgo es :::)ntradictorio con suposicion légica de que el
factor inhibitorio en cuestion debe estar en maxima concentracion cuando la actividad
de la ATPasa de Na,K esta en su minimo, y en minima concentracion o inexistente

cuando la actividad de dicha enzima presenta su maximo.

En segundo lugar, se sabe que la concentracion de cinc libre intracelular se
encuentra en el rango picomolar, es decir hay infimas cantidades de este i6n en forma
libre, pues la mayor parte se encuentra acomplejado a diferentes factores, por ejemplo
a la proteina metalotioneina o, para globulos rojos especificamente, se sabe que gran
parte del cinc puede ser encontrado asociado a la hemoglobina, de tal manera que la
concentracion libre de este ion en el eritrocito, esta alrededor de los 24 pM
(Hogstrang; et al 1999). De la misma manera, gran parte del cinc del torrente
sanguineo se encuentra secuestrado, mayormente acomplejado a la albumina, a la

cual se une la mayor parte del cinc intercambiable o laxamente unido, a la a2 —
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macroglobulina a la cual se une la mayor parte del cinc no intercambiable o
fuertemente unido y también a aminoacidos como cisteina, histidina, glutamina o
glicina (Giroux & Henkin, 1972).

Con base en todo este conocimiento, ruestros esfuerzos en el presente trabajo
de grado se dirigieron a la busqueda de un factor o factores que interactien o
participen, con o sin el ion cinc, en la ocurrencia del fenomeno ultradiano que se

encuentra en estudio.
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CAPITULO 11
METODOLOGIA
1. Animales de experimentacion

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. En general, los animales eran
sacrificados a las 0900h o a las 1500h.

2. Obtencion de sangre de rata

Las ratas eran anestesiadas con 750 pl de pentotal sodico intraperitoneal.
Luego, se les practicaba una incision ventral media y se realiiaba una puncion en el
ventriculo izquierdo con inyectadoras de 10 ml, previamente heparinizadas, siempre
tratando de extrae la mayor cantidad posible de sangre. La sangre heparinizada se
centrifugaba a 12000xg por 10 s a 4°C, con una centrifuga marca Sorvall RC-5B
(rotor SS-34). Luego, se removia cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo, lo

que corresponde al plasma sanguineo.
3. Preparacion y homogenizacion de rebanadas de corteza renal de rata

Luego de extraida la sangre, se removieron los rifiones a cada rata, se
descapsularon y se colocaron a 4°C en la signiente solucion de resuspension (mM):
sacarosa, 250 mM; Tris-HCI (pH 7.2), 20 mM; ditiotreitol (DTT), 0,5 mM y fluoruro
de fenil-metil-sulfonico (PMFS), 0,2 mM. Con la ayuda de una hojilla, se cortaron

rebanadas de la parte mas externa de la corteza renal (rica en tibulos proximales), se
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pesaron y se les adicionaron tres volimenes de la solucién arriba indicada. Esta
suspension se homogenizd con ocho golpes, en un homogenizador de émbolo de
teflon del tipo “Potter-Elvehjem”, a 2.500 rpm. De esta forma, se prepararon 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.
4. Precipitacion acida, ultrafiltracion y dialisis del plasma sanguineo

El plasma sanguineo obtenido era sometido a un proceso de separacion y
extraccion acida. La desproteinizacion del plasma se realizo de la siguiente manera: 3
ml de plasma sanguineo se trataron con 500 ul de acido sulfosalicilico al 20%, se
mezcl6 bien y se centrifugd durante 15 min a 48.000xg. El sobrenadante se llevo a pH
7,4 con Tris-OH 1 M. Una parte del material resultante, que corresponde al extracto
acido, se conservo a —70°C para preincubaciones con homogenizados de rifién de rata.

La parte restante del extracto 4cido, fue sometida a un proceso de ultrafiltracion.

Muestras de extracto 4cido de plasma sanguineo de rata, obtenidas a las
1500h, fueron sometidas a un proceso de ultrafiltracion con filtros Centriplus
(Kmicon, Millipore Co., Belford, USA.). Para ello los filtros con el plasma se
centrifugaron a 3.000xg por 2 horas a 4°C. Se usé una serie de filtros de corte de 50,
30 y 3 kDa, con los cuales se obtenian fracciones que eran colectadas y almacenadas
a—70°C hasta el momento de ser usadas para las preincubaciones. La fraccion 3 kDa,
luego se paso por un filtro de didlisis con un punto de corte molecular de 1 kDa. La
dialisis se realizo contra agua destilada y el producto dializado se liofilizo y se
resuspendi6 en solucion salina de 150 mM NaCl y 10 mM Tris-HCI pH 7.2 a 0°C,

con un volumen final similar al del plasma original extraido.
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5. Determinacion de aminoacidos en las fracciones de plasma sanguineo de

ratas machos a las 0900h y 1500h

5.1. Estandares de aminodcidos

Se prepararon soluciones madre de cada uno de los aminoacidos en
concentraciones de 1 mg/ml o 0,5 mg/ml, dependiendo del aminoacido. Luego, se
colectaron diferentes volimenes de aminoacidos que van desde 2 ul a 20 pl en un
recipiente hasta llegar a un volumen determinado, que se completa hasta 1 ml con
buffer borato. Luego, del volumen de 1 ml se tomaron 50 pl y se combinaron con 150
ul de buffer borato y se afiadi6, finalmente, 200 pl de mezcla de reaccidon. La mezcla
de reaccion contiene o-phtalaldehido (OPA) que se debe proteger muy bien de la
humedad y de la luz, pues se oxida con facilidad, este agente fue diluido en metanol y
se le agregd ademds un agente antioxidante, el B-mercaptoetanol. Todo esto se
mezcla para un volumen final de 400 pl. De los 400 ul se toman 20 ul que fue el
volumen a inyectar. Para poder lograr la separacién adecuada de los picos de cada
uno de los aminoacidos, se aplico un gradiente en el que se usaron diferentes

proporciones de diferentes solventes.

5.2. Sistemas de gradientes de elucién para aminodcidos

Cuando se analizan muestras complejas en los que los componentes de interés
cubren un amplio rango de retencién, como es el caso de la deteccion de aminoacidos
libres en plasma, es necesario modificar las condiciones de elucién durante el
analisis, para asegurar una resolucién suficiente de los primeros componentes eluidos
y mantener el tiempo de andlisis dentro de un limite razonable. Esto se logra
normalmente, mediante un cambio de la composicion del eluente, incrementando la
fuerza eluotropica con el tiempo. Los sistemas de gradiente de elucién pueden ser
clasificados en dos grupos: sistemas de baja y de alta presion. En el primer grupo, los

componentes del eluente fueron mezclados en proporciones que varian con el tiempo,
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a baja presion, y la mezcla era entonces bombeada a alta presion hacia la columna. En
el segundo grupo, los componentes de la mezcla de composicion fija fueron
bombeados por bombas separadas y luego mezclados, a alta presion, en una relacion

que variaba con el tiempo (Engelhardt 2004). =

5.3. Procedimiento y técnica

La técnica de separacion que se usd es la cromatografia liquida de alta
resolucion. Se usaron columnas de fase reversa (HPLC de fase reversa), en los que
grupos alkilsilanos estan quimicamente unidos a la silica, especificamente a grupos
octadectil (C-18). La fase movil que se utilizd es el acetonitrilo, construyendo
gradientes en combinacion con un buffer acuoso. Segun esta caracteristica y, como
regla general, los compuestos mas polares (los mdas rechazados por la fase
estacionaria) eluyen primero y, los compuestos no polares (los menos rechazados por
la fase estacionaria), eluyen de dltimo. Antes de realizar los analisis de las muestras
en el equipo, se paso un estandar que contenia cantidades conocidas de cada uno de
los aminoacidos en los que se tiene interés. Los tiempos de retencién y las areas de
los picos que se obtienen como resultado, nos sirvieron para luego identificar
(comparando los tiempos de retencion) y cuantificar (comparando las 4reas de los
mencionados picos) cada uno de los compuestos a separar en las muestras que se han
pasado en las cromatografias. En el caso del extracto acido, el mismo se pasé por el

HPLC sin ninguna dilucion adicional.

6. Preincubaciones de los homogenizados de corteza renal con las distintas
fracciones evaluadas para determinar su efecto sobre la actividad de la

ATPasa de Na,K.

Las preincubaciones que se realizaron seguian un mismo patron, cuidando de
cambiar, en cada caso, los elementos a preincubar y sus cantidades. Las distintas

preparaciones eran entonces incubadas con los homogenizados y, finalmente, éstos
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eran ensayados para actividad ATPasica de Na,K. Se sigui6 la pauta de incubar los
homogenizados con concentraciones fisioldgicas de las distintas sustancias, bien solas
o bien previamente acomplejadas con el i6n cinc. En general, estas preincubaciones

se realizaban de la siguiente manera:

6.1. Preincubaciones de diferentes aminodcidos con las preparaciones de

membranas:

Se preparaban los aminoacidos de tal modo que, para las preincubaciones con
los homogenizados, quedaran a sus concentraciones fisiologicas encontradas en
plasma a las 1500h: 274,6 uM Arginina, 95,2 UM Asparagina, 500,2 uM Taurina y
42,3 uM Valina. Se preincubaban 200 pl de homogenizado de corteza renal de ratas
sacrificadas a las 0900h u otro tejido, con 200 pl de solucién de resuspension en la
que estaba disuelto el aminoacido a ensayar, y se afiadia MgCl,, para que quedara a
una concentracion final de S mM. Estas preincubaciones se realizaban a 37°C por 30
minutos. Después de las preincubaciones, los homogenizados eran ensayados para

actividad de 1a ATPasa de Na,K.

6.2. Preincubaciones de complejos aminodcidos-cinc con las preparaciones de

membranas

Cada uno de los aminoacidos a estudiar, se mezclaba con 2 mg/l de cinc
(concentracion final) y se incubaban por 15 min a 37°C. Luego, se afiadia suficiente
medio de resuspension, con el fin de diluir el cinc y llevarlo a valores muy bajos de
cinc libre. A continuacion, se preincubaban 200 pl de homogenizado de corteza renal
de ratas sacrificadas a las 0900h u otro tejido, con 200 pl de solucién de resuspension
en la que estaba disuelto e_l_c_omplcjo aminodcido-cinc, de manera que, luego de las
diluciones, quedasen durante la preincubacion con los homogenizados, las diferentes

concentraciones fisiologicas encontradas en plasma de las 1500h: 274,6 uM Arginina,

95,2 uM Asparagina, 500,2 uM Taurina y 42,3 uM Valina. Esta preincubacion se
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realizo en presencia de 5 mM MgCl; (concentracion final) y 1a misma se hizo por 30
min a 37°C. Luego, los homogenizados eran ensayados para actividad de la ATPasa

de Na,K. Siguiendo este patrén general, se probaron las siguientes condiciones:

o Incubaciones de homogenizados de corteza renal de las 0200h a las
concentraciones de Taurina de las 0900h y las 1500h, previamente acomplejadas

con cine.

e Preincubaciones de homogenizados de corteza renal de rata de las 0900h a las
concentraciones de Taurina de las 0900h y las 1500h, acomplejadas con

concentraciones de 1, 2, 4 y 8 mg/l de cine.

e Preincubaciones de homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a las
0900h con distintas concentraciones de Taurina, previamente acomplejadas con

cine.

e Preincubacion de homogenizados de corteza renal de rata de las 0900h con el

—

complejo Taurina-cinc en ausencia y presencia de magnesio.

e Preincubacion con el complejo Taurina-cinc de homogenizados de distinios
tejidos y membranas de globulos rojos de ratas de las 0900h.

—

7. Determinacion de proteinas

La determinacion del contenido proteico de las muestras, se realizo segun el
método de Bradford (Bradford 1976). Para ello, se utilizd el reactivo concentrado de
azul brillante de coomasie (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, U.S.A). El
procedimiento es el siguiente: se prepara una curva de calibracién usando 100, 200 y
400 ul de albumina 25 pg/ml, llevando luego a un volumen final de 800 pl con agua

destilada. Se preparan cuatro blancos, los cuales llevan 790 ul de agua destiladay 10
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ul del medio de resuspension. Las muestras se preparan por cuadruplicado, y llevan
10 ul de la suspension de membranas y 790 ul de agua destilada. A cada tubo se le
afiaden 200 pl del reactivo, se agitan y, se dejan a temperatura ambiente durante 5
min. Luego, se transfieren 400 pl de cada tubo a una placa de Elisa de 96 pozos y se
lee la absorbancia en un lector de Elisa Tecan a 595 nm. La densidad optica es lineal

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

8. Determinacion de la actividad de la ATPasa de Na,K en homogenizados de

corteza renal de rata

Se realizo la determinacion de la actividad ATPasa de Na,K siguiendo el
método descrito por Proverbio y col. (Proverbio & del Castillo,1981) y la medicion
del fosfato inorganico liberado durante la reaccién, siguiendo el método descrito por
Marin y col. (Mal‘ipjet al! 1986). El medio de ensayo constaba de 180 ul 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 pl. Los medios

contenian;

MEDIO 1 MEDIO 2
MgCl, 5 mM MgCl; 5SmM
NaCl 100 mM NaCl 100 mM
KCl 20 mM KCI 20 mM
Tris-ATP 2 mM Tris-ATP 2 mM

Ouabaina 0 Ouabaina 5 mM
Tris-HCI 50 mM Tris-HCI 50 mM

El procedimiento fue el siguiente: 180 pl del medio de incubacion se
preincubaron por dos minutos a 37°C, y la reaccion se inicié afladiendo 20 pl de la
fraccion de membranas. La reaccion se finalizo a los 10 minutos, agregando 300 ul de

una solucion mantenida en frio (solucion A), la cual contiene (%): dodecil sulfato de
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“sodio (SDS), 0,72; 4cido molibdico, 0,48; acido ascérbico, 2,86 y HCI, 2,18. Los
tubos de incubacion se colocaron, luego, en hielo durante 10 minutos. Después de
transcurrido este tiempo, se le afiadid a cada uno de los tubos 0,5 ml de la siguiente
solucion (solucién B), la cual contenia (%): arsenito de sodio, 2; citrato de sodio, 2 y
acido acético, 2. Los tubos de incubacion se recalentaron a 37°C por 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, se procedio a transferir 400 ul de cada tubo de ensayo a una
placa de Elisa de 96 pozos y se leyo la absorbancia en un lector de Elisa Tecan a 705
nm. La actividad ATPasica se expresé 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 eran afiadidas después de agregar los 300 pl de la
solucion A. La actividad especifica de la ATPasa de NaK, se calculé como la
diferencia entre la actividad ATPasica medida en el medio 1, menos la medida en el
medio 2; es decir, como la actividad ATPéasica estimulada por Na" y K, y sensible a

ouabaina.
9. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado para cada muestra. Cada
“n” representa una muestra diferente. Los resultados se expresaron como las medias +
el error estandar, para el nimero de ensayos indicado en cada caso. Comparaciones
entre los resultados de los distintos experimentos, se realizaron utilizando la prueba ¢-

Student.
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CAPITULO IV
RESULTADOS
1. Ritmo ultradiano de la actividad de la ATPasa de Na, K

Segin mencionado en la Introduccion, Segura y col. (Segura; et al 2004)
demostraron que la actividad de la ATPasa de Na,K de rifién de rata vari;ba alo largo
del dia, siguiendo un ritmo ultradiano, segun se puede constatar en la Figura 1. En las
24 horas del dia, se definen dos ciclos en la actividad de la enzima, con picos a las

0900h y a las 2100h, y valles: alas 1500h y a las 0300h.

2. Caracteristicas conocidas del factor inhibitorio responsable de las oscilaciones

ultradianas de la actividad ATPasica de Na,K

En su trabajo original, Segura y col. (Segura, et al/,2004) demostraron que el
proceso inhibitorio es debido a la presencia de un inhibidor circulante en el plasma

sanguineo del animal, capaz de producir su efecto en plasma de las 15 horas, mas no

en el de las 9 horas. Gracias al trabajo de Galindo (Galindo,2001), Reyes (Reyes ,

2001) y Segura (Segura) et al ,2004), se conocen actualmente 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. Estos resultados, sin embargo, no arrojan idea

alguna de cual pudiera ser el inhibidor responsable del fenomeno.

En el primer intento para tratar de identificar al inhibidor, realizado por
Andreotti (Andreotti/ 2007), encontraron un elemento, el ion cinc, que presenta un

modo de inhibicion de la actividad de la ATPasa de Na,K muy parecido al presentado

—
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FIGURA 1

Curso temporal de la actividad ATPasica de Na,K de homogenizados de corteza renal
de rifién de ratas, mantenidas por 2 semanas dentro de un esquema de 12 horas de luz
y 12 horas de oscuridad. Pasadas las 2 semanas, se sacrificé un animal cada 12 horas,
hasta completar las 24 horas. Los resultados son presentados como las medias + el
error estandar, paran= 6,

Tomado de Segura y col. (Segm@et a!/ 2004).
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TABLA 1

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

e Elinhibidor se encuentra pegado a las membranas celulares.

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

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

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

e El fenomeno inhibitorio se produce también para membranas de otros tejidos
de la rata. Especificamente, para corazon, higado, intestino, asta dorsal de la
meédula, y globulos rojos.

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

e No es una proteina (20% acido sulfosalicilico)

e No muestra caracteristicas lipidicas (Folch)

e Peso molecular menor de 1 KDa (filtracién y diélisis)

Tomado de (Galindo,2001; Reyes 2001, Segura, ef al 2004). =~
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por el inhibidor natural. Sin embargo no pudieron identificarlo como tal, ante la
imposibilidad de explicar como podia el cinc ser el responsable de la ritmicidad de la
actividad enzimatica, si las cantidades totales de cinc circulante en plasma eran

practicamente iguales a las 0900h y a las 1500h.

Las caracteristicas de la interaccion membrana — cinc, comparadas con las de
la interaccién membrana — inhibidor natural, se muestran en la Tabla 2 (Andreotti
2007). Es evidente que el cinc se comporta, en la mayoria de los aspectos estudiados,
de la misma manera que el inhibidor natural. Sin embargo, la constancia de su
presencia en el plasma lleva a concluir que o bien el cinc, a pesar de las similitudes,
no es el inhibidor que andamos buscando, o que no actua solo sino en combinacion
con alguna otra sustancia, cuyas concentraciones si variaran de tal modo que pudieran

ocasionar las oscilaciones ultradianas de la actividad de la enzima.

3. Actividad de la ATPasa de Na,K de corteza renal a las 0900h y a las 1500h
. @ oabolet

Para formarnos una idea més clara sobre lo que andarfios trabajando, en la
Tabla 3 se muestra la actividad de la ATPasa de Na,K de homogenizados de corteza
renal de ratas sacrificadas a las 0900h o a las 1500h. Notese que, como ya mostrado
en la Figura 1, la actividad de la ATPasa de Na,K de las 1500h presenta una
inhibicion de alrededor del 30 % con respecto a la actividad de las preparaciones de
las 0900h.
4. Busqueda del posible factor inhibitorio responsable de las oscilaciones

ultradianas de la actividad ATPasica de Na,K

El hecho de que, como se muestra en la Tabla 1, el inhibidor natural no parece

[

ol

ser una proteina y no tiene caracter lipidico, nes llevo a fijar nuestra atencion en
algin componente del plasma sanguineo que no fuese ni lipido ni proteina y que

estuviese en mayor concentracion en el plasma de las 1500h que en el de las 0900h,
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TABLA 2

CARACTERISTICAS DEL INHIBIDOR NATURAL Y DEL ION CINC,

RESPECTO A SU INTERACCION CON MEMBRANAS DE CORTEZA

RENAL DE RATA Y A SUS EFECTOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
ATPasa DE Na,K DE LAS MISMAS

CARACTERISTICA INHIBIDOR  CINC
NATURAL

Es capaz de mantenerse unido a las membranas \/ Xl

Se desprende de las membranas con el tiempo v Xl

Se desprende por centrifugacién v v

Requiere magnesio para unirse a la membrana y v

Actia sobre tejido renal, corazon, higado, intestino,

glébulos rojos v \
No es una proteina v \
No tiene caracter lipidico Y y
Peso Molecular menor de 1 kDa y v

Presencia en plasma de las 1500h y no en plasma de las

-3

0900h (o eficiencia disminuida a esa hora) \

Tomado de (Andreotti)2007, Galindc; 2001, Reyes}(}{)l, Segur@er a{/2004)‘ i
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TABLA 3

ACTIVIDAD ATPasica 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 Pi/mg prot . min p
0900h 78 +4
1500h 513 < 0,001

La actividad de la ATPasa de Na,K fue medida segun lo indicado en Materiales y

Métodos. Valores expresados como la media+ E.S paran = 6.
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como posible candidato a realizar esa funcién. En este particular, Reyes
(comunicacion personal') evalu6 la posible oscilacion de las distintas monoaminas
presentes en el plasma sanguineo de la rata. Este estudio resultd ser negativo, ya que
Reyes no encontrd ninguna monoamina que presentase una mayor concentracion a las
1500h que a las 0900h (datos no mostrados). Pasamos nuestra atencion entonces a los
aminoacidos circulantes en plasma, determinando las concentraciones de los mismos
en sangre tomada de ratas a las 0900h, y a las 1500h, utilizandose para ello técnicas
de cromatografia liquida de alta presion (HPLC). De todos los aminoacidos
evaluados, s6lo cuatro mostraron un patrén de oscilacion semejante al observado por
el inhibidor de la ATPasa de Na,K, es decir, aumenta su concentracion en el plasma
de las 150011 con respecto al plasma de las 0900h. Estos aminoacidos fueron:

Arginina (ARG) Asparagina (ASP), Taurina (TAU) y Valina (VAL). Los resultados
de las determinaciones de estos aminoacidos se muestran en la Figura 2. A diferencia
de las monoaminas (Reyes, comunicacion personal) e, independientemente del rango
de concentracién que alcanzan estos aminoacidos en el plasma de los animales,
presentan concentraciones con valores estadisticamente mayores a las 1500h que a las
090_0]1 Este hallazgo abri6 de nuevo el camino que bien pudiera llevarnos a la
1dt;nt1ﬁca010n del inhibidor natural responsable de las oscilaciones ultradianas de la
actividad de la ATPasa de Na,K.

5. Efecto de la preincubacion con los aminoicidos Arginina, Asparagina,
Taurina y Valina sobre la actividad ATPasica de Na,K de homogenizados de

corteza renal de rata.

En primer lugar, se decidio estudiar la posibilidad de que alguno de estos
aminoacidos fuese el inhibidor responsable de las oscilaciones ultradianas de la
actividad de la ATPasa de Na,K de nuestras preparaciones. Para aclarar este punto, se

preincubaron homogenizados de corteza renal de rata, obtenidos a las 0900h, con

e

! Addis Andrés Reyes es Estudiante Graduado de Doctorado de Fisiologia y Biofisica del IVIC.
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"

Concentracion plasmatica, pM

Aminoacidos

FIGURA 2
Concentraciones de Arginina (ARG), Asparagina (ASP), Taurina (TAU) y Valina
(VAL) en plasma de ratas obtenido a las 0900h y a las 1500h. Los valores
corresponden a la media + el error estandar para 3 determinaciones con animales
diferentes.
* p<0,01 vs 0900h
** p <0,001 vs 0900h
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Arginina, Asparagina, Taurina y Valina, utilizando concentraciones similares a las
encontradas en el plasma sanguineo de las ratas de las 1500h. Especificamente, se
utilizaron 274,6 uM Arginina, 95,2 uM Asparagina, 500,2 uM Taurina y 42,3 uM
Valina. Luego, los homogenizados eran ensayados para actividad ATPasica de Na,K.

Los resultados de este experimento se presentan en la Figura 3. Se puede observar,

que ninguno de los aminoécidos estudiados, por los menos al ser preincubados con

.

los homogenizados de corteza renal a las concentraciones séricas que se encuentran a

las 1500h, causo efecto inhibitorio sobre la actividad de la ATPasa de Na,K.

6. Efecto de la preincubacion con los aminoicidos Arginina, Asparagina,

Taurina y Valina, previamente tratados con 2 mg/l de cinc, sobre la actividad

(1. "ATPasica de Na,K de homogenizados de corteza renal de rata.

=29

[ = |". _ } b ‘

¢ : B Siguiendo los lineamientos e;laozados anteriormente, nuestro proximo paso
! e .

[ = l 3 fue el estudiar la posibilidad de quevpudi€rames estar frente a un complejo formado

f’[—;. por el i6n cinc y una sustancia cuya concentracion variara a lo largo del dia. Para

Ak

estudiar esta posibilidad, se trataron previamente los aminoacidos Arginina,
Asparigina, Taurina y Valina, con 2 mg/l de ZnCl, (concentracién final). Esta mezcla

se mantuvo a 37°C por 15 min. Luego, la mezcla era diluida y utilizada para

1

preincubar homogenizados de corteza renal de rata obtenidos a las 0900h, de tal

11
o6

modo que en dicha preincubacion quedaran las concentraciones de los aminoacidos

11
6

presentes en el plasma del animal a las 1500h, con muy bajas concentraciones de cinc

libre. Estas preincubaciones se hicieron en presencia de 5 mM MgCl,. Los controles

"

fueron tratados de la misma manera, pero sin los aminoacidos. Los homogenizados

1

eran entonces ensayados para actividad ATPasica de Na,K. Los resultados de este
experimento, se muestran en la Figura 4. Interesantemente, de los cuatro aminoacidos
probados, la preincubacién de los homogenizados con la mezcla Taurina-Cinc,
produjo esta vez un efecto inhibitorio, estadisticamente significativo, en la actividad

de la ATPasa de Na,K. Estos resultados pueden ser interpretados considerando que el

1

complejo Taurina-Cinc pueda ser el inhibidor natural buscado, responsable de las

1

i
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FIGURA 3

Efecto de la preincubacion de homogenizados de corteza renal de ratas, sacrificadas a
las 0900h, con 274,6 uM Arginina, 95,2 uM Asparagina, 500,2 uM Taurina y 42,3
uM Valina, sobre la actividad de la ATPasa de Na,K de los mismos. Las
preincubaciones de los homogenizados fueron realizadas segin indicado en
Materiales y Métodos. Los valores corresponden a la media + el error estandar, para 6
determinaciones con animales diferentes
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FIGURA 4

Efecto de la preincubacion de homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a
las 0900h con complejos Aminoacidos—Cinc, sobre la actividad de la ATPasa de
Na,K de los mismos. Todas las preincubaciones de los homogenizados fueron
realizadas segun indicado en Materiales y Métodos. Los valores corresponden a la
media £ el error estandar para 6 determinaciones con animales diferentes.

* p< 0,005 con respecto a todas las demas condiciones, las cuales son iguales entre si.
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oscilaciones ultradianas de la actividad de la ATPasa de Na,K de corteza renal. Para
ello, es necesario demostrar que su inhibicién presenta las mismas caracteristicas que

la producida por el inhibidor natural, incluyendo las oscilaciones ultradianas.

7. Efecto de la preincubacion con distintas concentraciones de Taurina,
previamente incubadas con 2 mg/l de cinc, sobre la actividad ATPasica de

Na,K de homogenizados de corteza renal de rata obtenidas a las 0900h

De ser el complejo Taurina-Cinc el responsable por la variacion ultradiana de
la actividad de la ATPasa de Na, K debiera, en primer lugar, ser inhibitorio a
concentraciones en plasma de las 1500h y no inhibitorio a concentraciones en plasma
de las 0900h. Esta interrogante se enfocd incubando homogenizados de corteza renal
de ratas._s_e_lcriﬁcadas a las 0900h con el complejo Taurina-Cinc, con concentraciones
de Taurina de las 1500h (500 pM) y de las 0900h (300 uM), previamente incubadas
con 2 mg/l de cinc, para luego ensayarlos para actividad ATPasica de Na,K. Los
resultados de este experimento se muestran en la Figura 5. De las dos
preincubaciones con el complejo, solamente resulto inhibitoria aquella que se realizo
con concentraciones de Taurina similares a las de las 1500h (500 uM). Los
homogenizados preincubados con el complejo a una concentracién de Taurina igual a
la del plasma de las 0900h (300 pM) no produjo inhibicién alguna, siendo la

actividad de la ATPasa de Na,K de los mismos igual a 1a de las muestras control.

En otros experimentos, se determiné el efecto de distintas concentraciones de
cinc, a concentraciones altas o bajas de Taurina, sobre la inhibicién de la actividad
ATPasica de NaK. Para ello, se estudidé la actividad ATPasica de NaK de
homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a las 0900h y preincubadas con
concentraciones 300 y 500 uM de Taurina, previamente tratadas con concentraciones
de 1, 2, 4 y 8 mg/l de cinc. Los resultados de este experimento, se presentan en la

Figura 6. Ninguna de las concentraciones de cinc utilizadas para acomplejar la
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FIGURA 5

Efecto de la preincubacién de homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a
las 0900h con 300 uM o 500 pM Taurina, previamente acomplejada con cinc, sobre
la actividad de la ATPasa de Na,K de los homogenizados de corteza renal. Las
preincubaciones se realizaron en presencia de 5 mM MgCl,. Los valores
corresponden a la media + el error estandar para 6 determinaciones con animales
diferentes.

* p< 0,001 con respecto a las otras dos condiciones, las cuales son iguales entre si.
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[Taurina): 300 .M

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

50 [Taurinal: 500 M
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[Zn*] : mg/l (para formar el complejo)

FIGURA 6

Efecto de preincubaciones de homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a
las 0900h con concentraciones 300 y 500 uM de Taurina, acomplejada previamente
con distintas concentraciones de 1, 2, 4 y 8 mg/l de cinc, sobre la actividad de la
ATPasa de Na,K de los mismos. Las preincubaciones se realizaron como indicado en
Materiales y Métodos. Los valores corresponden a la media + el error estandar para 6
determinaciones con animales diferentes

* p< 0,001 con respecto a preincubaciones en presencia de 300 uM Taurina.
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Taurina, cuando ésta se encontraba a 300 uM, fue capaz de ejercer efecto inhibitorio
alguno sobre la actividad de la ATPasa de Na,K. En cambio, en presencia de 500 uM
Taurina, el complejo produce la inhibicion observada en la Figura 4 sobre la actividad

ATPasica de Na,K, para concentraciones de cinc por encima de 1 mg/l.

Pudiera existir la posibilidad de que la Taurina por si misma, a
concentraciones mas elevadas que las probadas, pudiera tener algin efecto inhibitorio
sobre la actividad ATPasica. Esta pregunta se contestd preincubando homogenizados
de corteza renal de ratas sacrificadas a las 0900h con distintas concentraciones de
Taurina, para luego ensayarlos para actividad ATPasica de Na,K. Los resultados de
este experimento, segun se puede ver en la Figura 7. Notese como, la Taurina, por si
misma, no es capaz de producir inhibicién alguna sobre la actividad de la ATPasa de

Na,K, por lo menos hasta las concentraciones ensayadas.

8. Estabilidad de la uniéon complejo Taurina-Cinc-membrana a lo largo del

tiempo

Una de las caracteristicas de la union del inhibidor con la membrana celular
encontrada por Segura y colaboradores (churgp;; et al 2004), y de la unioén cinc —
membrana encontrada por Andreotti (Andrc&cﬁ 12007), es que aun cuando las
preparaciones de membranas celulares sean mantenidas a -70°C, el inhibidor se
separa de las mismas, de tal modo que después de algunos dias de preparacion del
tejido de las 0300h, la actividad de la ATPasa de Na,K del mismo pasaba a valores
normales, parecidos a los de la actividad de la ATPasa de membranas preparadas a las
0900h. Bste mismo experimento se realizd, preincubando los homogenizados de
c:a:{eza renal de rata sacrificadas a las 0900h con el complejo Taurina-Cine, y
ensayandolos diariamente para actividad ATPasica de Na,K. Los resultados de estos
experimentos se muestran en la Figura 8. Resulta claro que la actividad de la ATPasa

de Na,K permanece constante para la muestra control, mientras que para aquella

preincubada con el complejo Taurina—Cinc (utilizando 500 uM Taurinay 2 mg/l de
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FIGURA 7

Efecto de preincubaciones de homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a
las 0900h con distintas concentraciones de Taurina sobre la actividad de la ATPasa de
Na,K de los mismos. Las preincubaciones se realizaron como indicado en Materiales
y Métodos. Los valores corresponden a la media + el error estandar para 6
determinaciones con animales diferentes. La pendiente de la recta no es
estadisticamente distinta de cero.
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FIGURA 8

Efecto del tiempo de almacenamiento de los homogenizados de corteza renal de rata
sacrificadas a las 0900h y preincubados con el complejo Taurina—Cinc (500 pM
Taurina y 2 mg/l de cinc) sobre la actividad ATPasica de Na,K de dichos
homogenizados. Las preincubaciones se realizaron como indicado en Materiales y
Métodos. Los valores corresponden a la media + el error estandar para 6
determinaciones con animales diferentes

*p< 0,001 con respecto al control.
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cinc) y luego almacenada a -70°C, la actividad va aumentando con el tiempo de
preparacion, llegando a alcanzar valores similares a las preparaciones de las 0900 h,
despues de 6 dias de preparacion. Estos resultados nos permiten concluir, sin lugar a
dudas, que la estabilidad del complejo Taurina - cinc con las membranas, en funcién
del tiempo de unién, se comporta de la misma manera que lo hace el i6n cinc y el

inhibidor natural de la actividad de la ATPasa de Na,K de las mismas.

9. Requerimiento del ion Mg, para la union del complejo Taurina-Cinc con las

membranas

A continuacion, se decidio estudiar si la presencia del ién magnesio era
necesaria para que se produzca la unién del complejo Taurina -cinc con las
membranas, ya que, como indicado en la Tabla 1, ésta es una de las caracteristicas
mostradas por el inhibidor natural (Segura; et al,2004) y también, como indicado en
la Tabla 2, por el i6n cinc. Para realizar este estudio, se preincubaron homogenizados
de corteza renal de ratas sacrificadas a las 0900h con el complejo Taurina—Cinc, en
presencia o ausencia de 5 mM MgCl,. Después de la preincubacion, las membranas
eran ensayadas para actividad de la ATPasa de Na,K. Los resultados de este
experimento se muestran en la Figura 9. Al igual de lo que sucede con el inhibidor
natural y con el cinc, el complejo Taurina—Cinc requiere de la presencia de magnesio
en el medio de preincubacién para unirse y permanecer unido a las membranas, ya
que en ausencia del mismo, las membranas preincubadas con cinc no muestran
ningin grado de inhibicion sobre la actividad ATPasica de Na,K con respecto al

control, el cual fue preincubado en presencia de solamente magnesio.
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FIGURA 9

Efecto de la preincubacién de homogenizados de corteza renal de ratas sacrificadas a
las 0900h con el complejo Taurina—Cinc (500 uM Taurina y 2 mg/l de cinc), en
ausencia o en presencia de 5 mM MgCly, sobre la actividad de la ATPasa de Na,K de
los mismos. Las preincubaciones se realizaron como indicado en Materiales y
Métodos. Los valores corresponden a la media + el error estandar para 6
determinaciones con animales diferentes

* p< 0,001 respecto alas otras dos condiciones, las cuales son iguales entre si.
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10. Efecto de la preincubacion de membranas provenientes de distintos tejidos
de ratas sacrificadas a las 0900h con el complejo Taurina—Cine, sobre la

actividad ATPasica de Na,K de las mismas.

Otra caracteristica del inhibidor natural (Tabla 1), es que se le encuentra
también unido e inhibiendo la actividad ATPésica de Na,K de membranas de otros
tejidos como corazon, higado, intestino, y glébulos rojos, obtenidos a las 0300h
(Reyes)2001), produciéndose el mismo fendémeno, si las membranas de estos tejidos

son preincubados con el ion cinc (Andreotti 2007).

Es de esperar que, si el complejo Taurina—Cinc fuese el inhibidor natural
buscado, se comporte de la misma manera, inhibiendo la actividad de la ATPasa de
Na,K de los otros tejidos mencionados. Para enfocar esta posibilidad, se preincubaron
homogenizados de corazén, higado, intestino y membranas aisladas de globulos rojos
de ratas sacrificadas a las 0900h, con el complejo Taurina—Cinc (utilizando 500 pM
Taurina y 2 mg/l de cinc) y luego se ensayaron para actividad ATPésica de Na,K. Los
resultados de este experimento aparecen en la Figura 10: el complejo Taurina—Cinc
unido a las membranas, al igual que el inhibidor natural y el cinc, es capaz de inhibir
en un importante grado la actividad de la ATPasa de Na,K de membranas de todos los
tejidos probados. Preincubacion de las distintas membranas con el complejo Taurina—
Cinc a concentraciones de Taurina correspondientes a las 0900h (300 uM), no
produjo, al igual que para el tejido renal, efecto inhibitorio alguna sobre las actividad

de la ATPasa de Na,K de los mismos (datos no mostrados).
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FIGURA 10

Efecto de la preincubacion con el complejo Taurina-Cinc (500 uM Taurina y 2 mg/l
de cinc), en presencia o no 5 mM MgCl, sobre la actividad ATPasica de Na,K de
homogenizados de distintos tejidos y membranas de glébulos rojos de ratas

determinaciones con animales diferentes.
*p < 0,01 respecto a preincubacion con Mg**
*#*p < 0,001 respecto a preincubacion con Mg>*
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11. Efecto de la centrifugacion sobre la unién del complejo Taurina—Cinc con

membranas de homogenizados de tejido renal de ratas sacrificadas a las
0900h.

Otra caracteristica presentada, tanto por el complejo inhibidor natural—
membrana (Segura, et al,2004), como por el i6n cinc-membrana (Andreotti 2007), es
que el inhibidor puede ser separado de las membranas por efecto de incubacion a
37°C en un medio con muy concentraciones de potasio muy bajas. De la misma
manera, el complejo inhibidor natural-membrana (Segura, et al 2004) o cinc-
membrana (Andreotti 2007), también pueden ser separados i:or centrifugacion de la
preparacion. Para este estudio, homogenizados de corteza renal de rata sacrificadas a
las 0900h fueron preincubadas con el complejo Taurina—Cinc (utilizando 500 uM
Taurina y 2 mg/l de cinc), luego fueron incubadas por 15 min a 37°C en un medio sin
potasio y luego ensayados para actividad de ATPasa de Na,K. Los resultados del
experimento se muestran en la Figura 11. Nétese como el complejo Taurina-Cinc, al
igual que el i6n cinc y, al igual que el inhibidor natural, se separa de las membranas,
cuando éstas son incubadas en un medio sin potasio. Resultados similares se
obtuvieron cuando los homogenizados tratados con el complejo Taurina-Cinc, fueron
centrifugados a 48.000xg por 15 minutos y luego ensayados para actividad ATPasica
de Na,K: el complejo Taurina-Cinc se separd y la actividad ATPasica no resultd

inhibida (datos no mostrados).
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FIGURA 11

Actividad de la ATPasa de Na,K de homogenizados de corteza renal de ratas
sacrificadas a las 0900h, incubados bajo condiciones control, con el complejo
Taurina-Cinc (500 pM Taurina y 2 mg/l de cinc) o con el complejo Taurina-Cinc
(500 pM Taurina y 2 mg/l de cinc) y luego incubados a 37°C en un medio sin potasio
(OK"). Las preincubaciones se realizaron como indicado en Materiales y Métodos.
Luego de las preincubaciones los homogenizados fueron ensayados para actividad
ATPasica de Na,K. Los valores corresponden a la media + el error estandar para 6
determinaciones con animales diferentes.

* p < 0,001 respecto al control

** p = n.s. respecto al control < 0,05 respecto a la preincubacién con Taurina-Cinc
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CAPITULO V
ANALISIS

Los ritmos bioldgicos tienen gran importancia en la regulacion de ciertas
funciones fisioldgicas. El cumplimiento de estos ciclos favorece la homeostasis, pues
los ritmos que puede presentar un individuo van a regular su estado interno en
respuesta a las variaciones ciclicas del medio ambiente, permitiendo asi una mejor

adaptacion de los mismos a su entorno (Moore-Ede 1986b).

La actividad de la ATPasa de Na,K de corteza renal de rata muestra, a lo largo
del dia, una ritmicidad que sigue un ritmo ultradiano (Figura 1). Mediante
experimentos llevados a cabo por Segura y colaboradores (Segura, et al,2004), se
determiné que esta ritmicidad es debida a la presencia de un inhibidor circulante en
plasma. El factor inhibitorio se encuentra en mayor concentracién en plasma de
animales sacrificados a las 1500h y a las 0300h, que es cuando se encuentra la menor
actividad ATPasica de Na,K y, en meno“r— concentracion o ausente, en plasma de
animales sacrificados a las 0900h y 2100h, cuando la actividad ATPasica de Na,K es
maxima. Para la union del inhibidor a la membrana, es necesaria la presencia de
Mg*'y puede ser removido de las membranas mediante centrifugacion, o mediante
preincubacion de las membranas a 37°C, en ausencia de K (Segurg; ef al 2004).

LS

Estos resultados, sin embargo, no arrojan idea alguna de cual pudiera ser el

inhibidor responsable del fenémeno. Bstudios realizados por Andreotti (Andreotti,

2007) en nuestro laboratorio, indican que el i6n cinc presenta caracteristicas similares
al inhibidor natural protagonista de nuestro estudio (Tabla. 2). Esto no es nada nuevo,

ya que resultados de diversos trabajos indican que el cinc puede actuar como un

potente inhibidor de la ATPasa de Na,K (Gettelfinger & Siegel y 1978; ijcir% et al,

2002). Sin embargo, varios hechos debilitan la hipotesis de que sea el cine el

responsable del ritmo ultradiano de la actividad de la ATPasa de Na,K. Uno de ellos,
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es la bajisima concentracion de cinc libre que puede encontrarse tanto en el
compartimiento intracelular como en el extracelular, (I—Iogstrang? et a;; 1999). En
forma libre, el cinc inhibe la actividad de la ATPasa de Ca** de globulo rojo humano
(Hogstranidf, et al 1999), pero se sabe, por experimentos realizados en el laboratorio,
que concéﬁtraciones de cinc libre, atin por encima de las encontradas en plasma
sanguineo, fueron incapaces de inhibir la actividad ATPasica de NaK de
homogenizados de corteza renal de rata. Este hecho constituia un problema
considerable para la hipotesis de Andreotti (Andreotti 2007), pues si no hay cinc libre
suficiente para realizar inhibicion, entonces ;jcémo este inhibidor puede ser

responsable de las variaciones ultradianas observadas?

La otra objecion a la hipétesis del cinc estd en el hecho de que, mediciones
por espectrometria de absorcion atdmica de las cantidades totales de este ion en
plasma de animales sacrificados a las horas de méxima y minima actividad ATP4sica,
no indican ninguna variacion significativa (Andreotti ,2007); es decir, las cantidades
totales de cinc entre las horas en que el inhibidor debiera en méaxima concentracién
con respecto a las horas en las que debiera estar en minima concentracién o ausente,
son iguales. Luego, no solo el i6n cinc no esta libre en cantidades suficientes como
para realizar la inhibicién, sino que ademds las cantidades totales del mismo no
presentan una variacion significativa, que conduzca a distintos gradcl)%i% accién sobre
la actividad ATPasica de Na,K. Por otro lado, sin embargo, no .pn@aemos olvidar las
muchas similitudes que presenta la accion del ién cinc sobre la actividad ATPésica de

Na,K, con las del inhibidor natural encontrado por Segura y colaboradores (Segura; et

al 2004), responsable de la ritmicidad de la enzima.

Todo esto nos llevo a pensar en la posibilidad de que el ién cinc estuviese
llevando a cabo el efecto inhibitorio formando una asociacién, o complejo, con algin
otro elemento presente en el plasma, que tuviese la propiedad de variar su
concentracion a través del tiempo. Dadas las caracteristicas del inhibidor natural: no

es una proteina, no es un lipido, tiene un peso molecular inferior a 1 kDa, se hace
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evidente que existen diversos factores en el plasma que pudiesen ser candidatos para

realizar esta funcion. Particularmente, el cinc puede asociarse a diferentes elementos

presentes en los compartimientos intracelulares y extracelulares (Hallman; ef al 1971,

Ohyosh{, et al, 1999, Rifkind & Heim,1977). De esta manera, en un intento para
dilucidar la identidad del agente inhibitorio, Reyes (comunicacion personal) exploro,
en primera instancia, la posibilidad de que monoaminas y aminoacidos, que se
encuentran normalmente libres en el plasma, presenten alguna variacion en su
concentracién entre las horas de méxima y minima actividad ATPasica. Aplicando
cromatografia liquida de alta presion en columnas C18, en un sistema especialmente
adaptado para la medicién de monoaminas, Reyes (comunicacion personal) demostro
que ninguna de las monoaminas medidas presentd variacion significativa en sus
concentraciones entre las 0900h y las 1500h, razon por la cual se descartaron.
Diferentes, sin embargo, fl'leron los resultados en el caso de los aminoacidos
determinados en el presente trabajo. En primer lugar, se encontr6é que al menos cuatro
de los aminoacidos medidos (Arginina, Asparagina, Taurina y Valina), presentaban
una diferencia significativa en cuanto a sus concentraciones a las 0900h y a las
1500h. Este hallazgo -nos llevd a probar el efecto, sobre la actividad ATPasica de
Nﬁ,K, de la preincubacion de los homogenizados de corteza renal con los cuatro
aminoacidos mencionados. Los resultados de estos experimentos indicaron que
ninguno de ellos, por si solo, fue capaz de inhibir la actividad ATPasica (Figura 3),
aunque se encontrase a la concentracion sérica hallada a las 1500h. Esto nos llevo a la
préxima consideracion: tal vez el responsable, necesitaria del i6n cinc para realizar su
accion inhibitoria. Interesantemente, hay estudios indican que el cinc puede asociarse
a diversos aminoacidos (Hallmar@ et al 1971).

G Qaesrdbn .

Decidimos entonces realizar incubaciones, en las que se combinaban
individualmente cada uno de los aminoacidos, con concentraciones de cinc parecidas
o ligeramente mayores que el contenido total de cinc encontrado en plasma
sanguineo. El procedimiento utilizado garantizaba que el cinc que quedara no

acomplejado al aminoécido, resultase a una concentracion suficientemente baja como
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para no realizar, por si mismo, inhibicion alguna de la actividad ATPéasica de Na,K
durante el ensayo. Los resultados de este procedimiento fueron sorprendentes: de los
4 aminoacidos probados, cuyas concentraciones en plasma eran mayores a las 1500h
que a las 0900h, s6lo uno, la Taurina, fue capaz, después de haber sido incubadorchon
el 16n cinc,_;ie realizar una inhibicion contundente de la actividad ATPasica de Na,K,
(Figura 4). La Taurina sola, aiin a mayores concentraciones, no pudo definitivamente

producir efecto inhibitorio alguno sobre la actividad ATPésica (Figura 7).

Este hallazgo ngs llevd, de manera directa, a hacemos la siguiente pregunta:
¢ Cumplird el conjunto Taurina-Cinc con las caracteristicas ya encontradas para el
agente inhibitorio responsable de las variaciones ultradianas de la actividad ATPasica
de Na,K? Para contestar a esta interrogante, se comenzd por averiguar si la Taurina, a
la concentracion hallada en plasma para las 0900h, al ser combinada con el ién cinc,
era capaz de producir alguna inhibicion de la actividad ATPasica. Interesantemente,
se encontrd que a esta concentracion, la Taurina combinada con el cinc no produce
inhibicién alguna de la actividad ATPasica de Na,K (Figura 5). Mas aun,
concentraciones de Taurina de las 0900h, atn incubadas con concentraciones de cinc
por encima de los 2 mg/l, no mostraron efecto inhibitorio alguno, mientras que
concentraciones de Taurina de las 1500h deben ser incubadas con concentraciones
por encima de 1 mg/l de cinc, para .producir su efecto inhibitorio (Figura 6). Estos
hechos implican que son necesarias cantidades minimas de Taurina y de cinc, para
que pueda producirse una cantidad suficiente del complejo Taurina—Cinc que sea
capaz de llevar a cabo la inhibicion de la actividad ATPasica de Na,K. Si la cantidad
de i6n cinc suficiente estuviese siempre disponible, las variaciones en la actividad

ATPasica de Na,K recaerian entonces sobre la concentracidn de Taurina.

Otra de las caracteristicas del fendmeno en estudio, implica que el agente
inhibitorio se despega o degrada, a medida que transcurren los dias de
almacenamiento de la muestra de homogenizado de corteza renal de ratas sacrificadas

a las 1500 horas. Se estudio el fendmeno y se encontro (Figura 8), que la inhibicion
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producida por las preincubaciones de los homogenizados con el complejo Taurina y
cinc va cediendo a medida que pasan los dias de preparacién de la muestra, hasta

tomar valores parecidos a los que presentan las muestras control. Una vez

.)‘{ [CANNRLT

comprobado que el complejo cumple con esta caracteristica, podemos enfocar el
punto sobre cual es el destino de la unidon Taurina-Cinc en la membrana, Eodriames
hablar de degradacion de alguno de los integrantes del complejo Taurina-Cinc?, ;O el
complejo estaria simplemente separdndose de la membrana? La hipétesis de la
degradacion pareciera ser inviable cuando cﬁ:as r.eﬁe;mjos a la Taurina, ya que: 1) la
Taurina es el producto final del metabolismo de la cisteina y de la metionina, dos
aminoacidos que se encuentran también libres en el plasma; 2) no es metabolizada
por los eucariotas, es decir, no es incorporada a ninguna ruta metabdlica conocida; 3)
es plenamente inerte y no es fuente de energia (Chesney._-,-d et al 1985, Sturman &
Chesney’ 1995) y 4) se excreta en la orina, siendo su deteccion una manera de obtener
informacion acerca de su disponibilidad en Ia dieta. %odﬁames pensar entonces que la
asociacion Taurina-Cinc se esta separando de la membrana, dejando de producir la
inhibicién a medida que pasan los dias de almacenamiento de la muestra. Por otra

parte, también podria ocurrir la disociacion de la posible union de la Taurina con el

cinc, pues se sabe que la constante de estabilidad para esta asociacién no es muy

elevada, comparada con la que se produce para otros aminoacidos (Wﬂgh;‘;} et al

1986).

Otro punto a investigar, se basa en el hecho de que el inhibidor endogeno de la
actividad ATPasica de Na,K necesita la presencia de magnesio en el medio de
incubacién para poder unirse a las membranas. El magnesio pudiera estar
estabilizando la unién del inhibidor con la enzima, como lo hace para el inhibidor de
origen hipotalamico encontrado por Carilli y colaboradores (Calﬂli;:'ﬂ__- et al 1985). En la
Figura 9, se muestra de manera clara que la accién del la Taurina-Cinc sobre la
membrana no se ejerce cuando las preincubaciones se realizan en ausencia de

magnesio. Este hecho es coherente con las caracteristicas del fenomeno inhibitorio

-
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estudiado y fortalece la hipétesis del conjunto Taurina-Cinc como posible

responsable de las variaciones ultradianas en la actividad ATPasica de Na,K.

Se ha comprobado en el pasado que el fendmeno inhibitorio se presenta de
forma general en el organismo, ya que varios organos de la rata presentan una
variacion de la actividad ATPasica de Na,K que se corresponden con las observadas
para homogenizado total de corteza de rifién de rata (Galindg 2001, Reyes /2001)‘ Por
esta razon, se decidid probar si la Taurina y el cinc podian tener un efecto similar, es
decir, extender su accion inhibitoria a diferentes tejidos. Para corazon, higado,
intestino y glébulos rojos, se reportd una actividad inhibitoria significativa al
preincubar estas membranas con el complejo Taurina-Cinc. La actividad reportada
para el complejo es cercana a la que presenta el inhibidor natural probado para los

diversos ¢rganos (Figura 10).

Por ultimo se decidi6 probar el efecto de la centrifugacion sobre la union del
complejo Taurina-cinc. El inhibidor puede ser separado de las membranas por efecto
de la incubacién a 37°C en un medio sin potasio (Figura 11), asi como por
centrifugacién de la preparacién. En este caso se determind que al igual que el
inhibidor natural (Segurg;g et alf 2004) y el cinc de Andreotti (Andreotti ,2007), el
complejo Taurina-Cinc se separa de las membranas cuando se incuba en ausencia de

potasio o las membranas se centrifugan.

Todos estos resultados nos permiten sugerir al complejo Taurina-Cinc como
posible responsable de la inhibicion ultradiana en la actividad ATPésica de Na,K, que
se observd por primera vez en homogenizado total de corteza de rifién de rata. Las
evidencias experimentales muestran homologias muy importantes entre las
caracteristicas de la accion del complejo Taurina-Cinc y sus propiedades, con las del

inhibidor natural reportado por Segura (Segura, jet al 2004).
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En este contexto, es pertinente mencionar varias caracteristicas de la Taurina.
La Taurina es un aminoacido que contiene azufre, y es uno de los aminoacidos libres
mas abundantes en tejidos excitables, incluyendo el cerebro, el musculo esquelético y
el cardiaco; puede difundir libremente dentro de las células y puede encontrarse cerca
de las membranas plasmaticas. Entre sus acciones fisiologicas se encuentra:
conjugacion de los acidos biliares, detoxificacion, neurotransmision, modulacion de
los niveles celulares de calcio y puede servir como particula osmoticamente activa a
nivel intracelular, (Ch.esney;;;. et al, 1985, Sturman & Chesney 1995). Opuesto a lo que
sucede con otros aminoacidos, donde la adaptacion de los sistemas de transporte
constituye un fendémeno limitado unicamente a estados de desnutricion y
principalmente expresado en términos de transporte de aminoacidos a nivel intestinal,
la recaptacion de Taurina es regulada de una manera precisa por el rifion, con la
participacion de diferentes elementos que tienen diferentes roles (Han; et al 2000).
Cuando los mamiferos son sometidos a una dieta de restriccion de Taurina, ellos
conservan fuertemente éste aminoacido reduciendo su excrecidn, de tal modo que, a
pesar de las diferencias significativas que se pueden encontrar en la excrecion de
Taurina dependiendo de la dieta administrada, las diferencias en la concentracion de
Taurina en plasma son pequefias o insignificantes (Ha.;_:*{? et al,2006). Este ultimo dato,

esta referido a la estabilidad de la concentracion del aminoacido en plasma, luego de
MRS |

[ >

o @il T

variaciones muy importantes de la cantidad de éste en la dieta. Nesotros ‘hallamos
diferencias significativas en la concentracion de Taurina en plasma sanguineo, a las
horas en las que existen picos y valles en la actividad ATPasica de NaK, lo que
justifica en gran parte la propuesta de ser participante en el fendmeno inhibitorio

ultradiano de la enzima.

La Taurina es capaz de inhibir la actividad ATPésica de NaK de
homogenizados totales de esperma de hamster. Probablemente, postularon los
autores, la presencia de factores solubles son importantes para explicar la inhibicion
realizada por este aminoacido (Mrsny & Meizel, 1985). Este factor soluble muy bien

pudiese ser el cinc, ya que se sabe que existen grandes cantidades de cinc, tanto en
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algunos de los ambientes fisiologicos en los que se encuentra el espermatozoide,

como almacenado por él mismo.

Por otro lado, muchos estudios hablan de la interaccion taruina-cinc en varios

contextos. Asi:

1. Hay estudios que indican que la deficiencia de cinc lleva a un incremento en la

excrecion de Taurina (Hsu & Anthony 1970).

2. Tanto la Taurina como el cinc actiian como estabilizadores de membrana. Asi, se
sabe que el sulfato ferroso dafia los segmentos exteriores de los bastones en la
retina de la rana, llevando a aumento de volumen celular, agregacion, y
disrupcion de las membranas de los discos. El cinc y la Taurina juntos, mas no
separados, protegen de estas consecuencias, sin afectar el grado de peroxidacién
de las membranas producida por el hierro (Pasantes-Morales & Cruz f,,1985). La
Taurina y el cinc parecen impedir €l paso excesivo de agua e iones a través de las
membranas, que resulta de la peroxidacién de las mismas (Pasantes~Mora.lels,__ et

al 1987).

3. Lamembrana del fapetum, en la parte posterior del ojo, refleja la luz que pasa sin
ser absorbida a través de la retina, y asi producir otra ocasion para su captacion.
El cinc y 1a Taurina son necesarios para la integridad de la membrana que rodea
los bastones de la zona del fapetum. La deficiencia de Taurina lleva a una pérdida
de cinc de la membrana, seguida por ruptura de la misma y desorganizacion de la

zona del fapetum (Sturman; et al 1981).

4. Las acciones antiepilépticas de la Taurina pudiesen incluir al cine como
componente del fendomeno, ya que su accién especifica implica inhibicién de la
actividad de la ATPasa de Na,K (Barbeau & Donaldson 1974, Donaldson, et al
1971). d
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se encontr6 que el i6n cinc y un aminoacido, la Taurina,
pueden unirse para formar un complejo capaz de inhibir la actividad de la

ATPasa de Na, K de distintos tejidos de larata.

La inhibicion de la enzima por el complejo Taurina—Cinc, presenta caracteristicas

muy semejantes a la producida por el cinc por si mismo y a la producida por el

inhibidor endogeno presente en el plasma de la rata, cuya identidad estamos

tratando de dilucidar.

Ambos productos, Taurina-Cine e imhibidor enddgeno, tienen una serie de
caracteristicas comunes. Asi: a) no son proteinas, b) no son lipidos, c¢) tienen un
peso molecular menor de 3 kDa, d) forman un complejo relativamente estable
con las membranas celulares, ) en ambos casos, el complejo con la membrana se
mantiene por 5 66 dias, para luego perder su efectividad, f) en ambos casos, la
actividad ATPasica se puede recuperar con solo incubar los homogenizados
pretratados, con el inhibidor o el complejo Taurina-Cing, a 37°C en un medio sin

potasio o por centrifugacion de los homogenizados.

Si bien el contenido total del i6n cinc no varia a lo largo del dia, las
concentraciones séricas de Taurina si lo hacen, presentando a las 1500h una
concentracion de casi el doble de la que tiene a las 0900h.

Preincubaciones de homogenizados de corteza renal de rata con concentraciones
de Taurina de las 1500h (500 uM), previamente acomplejada con el 16n cinc (2

mg/l), se traduj eron en una importante inhibicion de la actividad ATPasica de

Lg AL~
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Na,K de los mismos. Igual experimento, realizado con concentraciones de

Taurina de las 0900h (500 uM) no mostré inhibicién alguna de la enzima.

Se concluye que el complejo Taurina-Cinc presenta caracteristicas suficientes
para ser considerado el inhibidor endégeno descrito por Segura y colaboradores
(2004), responsable de las oscilaciones ultradianas de la actividad de la ATPasa
de Na,K de corteza renal de rata.
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