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ANTECEDENTES

La especie humana apareciS§ sobre la tierra hace aproxima-
damente cien mil afios. Durante las primeras etapas de la di-
vergencia hominoide, unos cuatro millones de aiios atrds, la
dieta de nuestros ancestros era esencialmente vegetariana, ya
que dependfa de la recolecciSn de frutos y rafces y, ocasionmal
mente, de huevos o algin animal pequefio (1). Hace un millén
de aiios, en paralelo a una nayor capacidad para fabricar herra
mientas, los homfnidos desarrollarom habilidad para la cacerfa.
La dieta habitual fue eada vez m&s rieca en protefnas de origen
animal y, gradualmente, el hombre se volvié omnfvoro (2).

Con el descubrimiento de la agricultura y de la domestica
cifn de animales, eventos que ocurrieron de manera independien
te hace unos diez mil afios, el hombre se hizo sedentario.
Construy§ ciudades, las sociedades se estructuraron y aparecif
la espécializhciGn del trabajo. Fue posible acumular riquezas
pero, debido a factores sociopolfticos, su distribucién se vol
vié injusta. Los Imperios, el Coloniaje, la Revolucién Indus-
trial y la explosifn demogr&fica, contribuyeron a acentuar -es-
ta desigualdad (2, 3). Asf, en nuestros dfas, mientras algu-
nos grupos humanos viven.en la abundancia y acusan los efectos
de la sobrealimentacifn (obesidad, diabetes, ateroesclerosis),
otros padecen las consecuencias de la pobreza y de una alimen-
tacién deficiente.

De lo anteriormente expuesto, se puede inferir lo siguien
te:

a. El ambiente nutriolSgico difiere substancialmente del
que enfrentaron nuestra especie y sus ancestros durante mis de
cuatro millones de afios. Los patrones diet€ticos actuales de
los humanos comenzaron al desarrollarse la agricultura y la do
mestsicacidn, situacidn que, en t€rminos evolutivos, es bastan
te reciente. En otras palabras, no es descabellado pensar que
el hombre ha evolucionado a lo que es hoy en dfa como "cazador



-recolector" (2, 3).

b. Las condiciones nutriolfgicas de algunos grupos primi
tivos que afin permanecen aislados del mundo tecnolfgico (por
ejemplo, los bosquimanos Kung), tal vez son representativas de
las prevalencientes durante la evolucién de nuestra especie,
por lo cual se puede asumir que el genoma humano evolucioné pa
ra contender con un medio ambiente que, si bien limitado, sa-
tisfacfa las necesidades de la mayorfa (3). Quiz& una minorfa
tuvo que enfrentarse a condiciones mds precarias de vida, y la
presidn selectiva global fue hacia un mejor aprovechamiento de
los recursos escasos (4). Con la evolucién cultural, quizd hu
bieron &pocas en que dicha presifn selectiva se relajé, permi-
tiendo un aumento en los requerimientos nutriolSgicos defini-
dos en el genoma (3).

c. El cambio de ambiente nutriolSgico que enfrenta la hu
manidad es bastante reciente, y tambié&n lo son los principales
problemas nutriol§gicos que la aquejan, entre ellos la obesi-
dad y la desnutricifén. Aunque es evidente que los factores do
minantes en su etiologfa som de tipo ambiental, esto no exclu-
ye la posibilidad de que existan genotipos susceptibles a algu
nos ambientes delétereos, que puedan influenciar la distribu-
cifn intra- e interpoblacional de estas enfermedades (3).

Consideremos, por ejemplo, la obesidad, la cual es el re-
sultado de un incremento en 1; .contribucidén porcentual de la
grasa corporal al peso de un individuo (2). Tiende a presen-
tarse en familias y, aunque los estudios de heredabilidad su-
gieren la ocurrencia de factores genfticos que quizd interven-
gan en su mantenimiento y desarrollo (5), hasta la fecha no
ha sido posible identificarlos.

Aunque algunos casos de obesidad son atribuibles a causas
orgénicas especificas, tales como lesiones neurolSgicas o alte
raciones endScrinas (2), en general el factor etiolfgico mids
importante es la sobrealimentacifn, esto es, cuando la dieta
ingerida rebasa los requerimientos de energfa de un individuo.
Si los excesos energéticos son habituales, eventualmente dicha
persona serf obesa. Por otra parte, los estudios formales de

alimentacifén usualmente muestran que la mayorfa de los obesos
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‘no comen m&s que las personas delgadas (2) e incluso, cuando
se estudia la fase dinfimica de la enfermedad --cuando el suje
to se est§ volviendo obeso--, existen pocas evidencias de que
ingiere cantidades anormalmente grandes de comida (6).

Para explicar estos hallazgos, se ha propuesto que tal
vez el problema primario de algunos obesos es que son mis efi
cientes en la utilizacidn de la energfia de la dieta, que aque
llos individuos que.permanecen delgados (6). Segfin esta hip§
tesis, la persona propensa a la obesidad retiene en forma de
grasa un porcentaje mayor de la energfa de la dieta, aun cuan
do ésta sea aparentemente "normal". Dicho fenfmeno podria
ser explicado de dos maneras: o bien el individuo propenso a
la obesidad tiene requerimientos energéticos menores que el
que tiende a permanecer delgado, o carece de un mecanismo que
le permite deshacerse de la energfa diet&tica no deseable.
Esta filtima posibilidad se ve apoyada por los resultados de
intentos para inducir obesidad en adultos delgados. En uno
de estos estudios (7), los voluntarios ingirieron dietas de
contenido energético y cdmposici&n variables. Aquéllos con
dietas mixtas hipercaldricas, tuvieron um incremento de peso
corporal que no representaba la totalidad del exceso energéti
co ingerido, lo que sugiere la existencia de un mecanismo com
pensatorio. En cambio, los voluntarios 'que ingirieron dietas
ricas en lipidos mostraron un aumento significativo de peso
corporal, aun consumiendo menos calorfas que los que recibie-
ron dietas bien balanceadas hipercaléricas. Esto sugiere que
la eficiencia de utilizaci6én de la energfa de la dieta se ve
influenciada por la composicién y contenido calfrico de la
misma, asf como por el estado metab8lico del individuo (7).

El mantenimiento de un peso corporal constante exige que
la cantidad de energfa ingerida y el gasto de la misma sean
aproximadamente iguales durante un perfodo largo de tiempo.
En otras palabras, se requiere que el individuo se .encuentre
en equilibrio energético. La posibilidad de que algunos ca-
sos de obesidad o bien de resistencia al desarrollo de la mig
ma, puedan deberse, al menos parcialmente, a variaciones indi
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viduales en la utilizacién de la energfa de la dieta, ha he-
cho que los investigadores fijen su atencién en el segundo
componente de la ecuacifn de equilibrio energético: el gasto.

La energfa contenida en los nutrimentos se utiliza para
realizar diversos tipos de trabajo biolfgico. Cuando mucho,
un ser humano puede convertir en trabajo mecdnico el 25 por
ciento del contenido energético de los alimentos (2). La obe
sidad no es frecuente en aquellas personas cuyos trabajos o
diversiones demandan un gran esfuerzo fisico; empero, es re-
lativamente frecuente en individuos con h&bitos sedentarios.
Por lo tanto, la actividad ffsica no puede descartarse como
un componente importante en la etiologfa de la obesidad.

De la energfa requerida para el mantenimiento orgénico,
menos del 10 por ciento se utiliza para hacer trabajo mecdni-
co interno (por ejemplo, el latido cardiaco). M&s del 90 por
ciento se emplea en la biosintesis de macromol&culas (trabajo
quimico) y en la operacifn de las "bombas" que regulan las
concentraciones intra- y extracelulares de electrolitos (tra-
bajo osmStico) (2). Debido al recambio de los componentes ce
lulares, los procesés biosintéticos ocurren continuamente, y
su velocidad aumenta durante el crecimiento (2).

Como los procesos metab§licos no son completamente efi-
cientes, la energfa quimica presente en los alimentos es
transformada finalmente en energfa térmica, cuya disipacién
mantiene la temperatura corporal.

Los organismos homeotermos, entre los que se encuentra
el hombre, son endotérmicos; es decir, poseen la capacidad
de generar una cantidad extra de calor (termogénesis), para
regular su temperatura corporal dentro de un rango muy estre-
cho: 35 - 39°C (8). La gama de temperaturas ambientales com
patibles con la vida, varfa con el tamafio del organismo y con
su capacidad de adaptacién. Los homeotermos pequefios, con
una superficie corporal muy grande en relacién a su masa su-
fren mayores pE€rdidas de calor que los homeotermos grandes,
cuya superficie corporal es pequefia con respecto a su masa me

tab8lica (8). Cabe esperar que los mecanismos termogénicos
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adaptativos estén mis desarrollados en un ratén que en un ele
fante. El hombre ocuparfa un lugar intermedio.

Desde hace tiempo se cuenta con modelos animales de obe-
sidad hereditaria. Uno de los mids estudiados es el ratén
ob/ob, el cual hereda su predisposicifn a la obesidad de mane
ra autosSmica recesiva (9). La mutacifn se encuentra en el
cromogoma 6 (9). y ha sido mantenida en l1fneas endogimicas de
fondo ("background") genético diverso (10).

El ratSn ob/ob mantiene su temperatura corporal 2°C por
debajo de lo normal, en un rango amplio de temperaturas am-
bientales (11). Si se le expone s@ibitamente al frfo (4° C),
muestra hipotermia y muere en unas horas (10). En otras pala
bras, tiene un defecto .termogénico.

Aunque durante las primeras semanas de vida extrauterina
ingiere cantidades de alimento similares a las de sus compaiie
ros de camada delgados (+/ob y +/+), el ratén ob/ob comienza
a depositar cantidades anormales de grasa. Posteriormente,
se vuelve hiperfdgico (10). Aun cuando s6lo se le proporcio-
nen la mitad de las calorfas que reciben los ratones delgados,
el ratén ob/ob continfia acumulando grasa con una eficiencia
(energfa retenida/energfia ingerida) mayor del 40 por ciento
(12). En consecuencia, el ratén mutante s§lo requiere el 60
por ciento de la energfa de la dieta que necesitan los rato-
nes fenotfpicamente delgados. De 1los datos anteriores
también 'se’ puede inferir que la hiperfagia no es un pre-
rrequisito para el desarrollo de la obesidad en este modelo.

Cuando la temperatura ambiental es normal (22 a 25° C),
la baja capacidad termogénica del ratén ob/ob es un factor im
portante en la determinacidén de sus requerimientos energéti-
cos disminuidos (13). Si la temperatura ambiental se eleva a
33° C para reducir las necesidades termogénicas termorregula-
torias, todavia se encuentran diferencias de eficiencia en la
retencidn de energfa entre los ratones obesos y los delgados
(13).

"Se ha propuesto que la mayor eficiencia de retencifn de

energia de la dieta mostrada por el ratén ob/ob, podrfa ser
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el resultado de una disminucifn en el gasto energético asocia
do al funcionamiento de la "bomba" de sodio (14), cuyo compo-
nente enzimftico es la adenosintrifosfatasa dependiente de so
dio y potasio (Na,K-ATPasa; ATP: fosfohidrolasa, EC 3.6.1.3)
(15).

La Na,K-ATPasa se encuentra en la membrana celular. Al
hidrolizar ATP, la enzima presenta cambios conformacionales
que le permiten translocar iones sodio al exterior celular e
iones potasio al interior (15).

La contribucifn porcentual del funcionamiento de la "bom
ba" de sodio al gasto energéftico total de un organismo, ha si
do materia de discusifén: 1los cflculos van del 5 al 45 por
ciento del gasto emergético basal (16,17). Sin embargo, la o
besidad puede desarrollarse por la acumulacifn de pequeiias di
ferencias diarias en el balance de energfa (2) y, al menos en
teorfa, una reduccién modesta en la actividad de la "bomba"
podria contribuir de manera significativa a que un animal se
volviera obeso (12). ‘

Desafortunadamente, todavia no se cuenta con técnicas
que permitan evaluar in vivo el impacto de la operacién de la
"bomba"™ sobre el balance energético de un animal, por lo que
la capacidad de esta via ha sido evaluada a partir de medicip
nes de la Na,K~-ATPasa en preparaciones de tejidos del ratén
ob/ob.

En higado y miisculo esquelético de ratomes ob/ob adultos,
se han encontrado menos unidades de Na,K-ATPasa por miligramo
de protefina que en las preparaciones correspondientes a rato-
nes fenotfpicamente delgados de la misma camada. Las reduc-
ciones encontradas fueron del orden de 50 por ciento en el hf
gado, y de 35 por ciento en el miisculo esquelé&tico (18,19).
En cuanto al riiién, los datos son contradictorios: un estu-
dio no mostr§ diferencias entre ratones obesos y delgados a-
dultos (19), en tanto que en otro se encontr§ una menor acti-
vidad de Na,K-ATPasa de rifiones de ratones ob/ob (18).

La utilizacién de ratones adultos no permite discriminar

si las alteraciones observadas son consecuencia de la obesi-
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dad, o si estfn presentes antes de que €sta se manifieste
constituyéndose en un factor causal en potencia.

Cuando se estudiaron ratomes jSvenes, esto es, durante
la fase dinfmica de la obesidad, se observd que la disminu-
cifn en la concentracién de la Na,K-ATPasa de miisculo esquel§
tico del ratén ob/ob y, en memor grado, en el hfgado, es evi-
dente antes de que el animal sea manifiestamente obeso (12,
19).

Un aspecto a considerar, es que la actividad de la Na,K-
ATPasa de varios tejidos depende del estado tiroideo del ani-
mal: aumenta con el hipertiroidismo y disminuye con el hipo-
tiroidismo {17). Aunque el eje hipotflamo-hipSfisis-tiroides
del ratén ob/ob, asf como las concentraciones plasmidticas de
hormonas tiroideas parecen ser normales (20), existen datos
que pudiesen ser compatibles con alguna alteracién en la res-
puesta celular a las hormonas tiroideas (14), a saber:

a. La presencia simultfnea de hipotermia e hipometabo-
lismo y de concentraciones plasmiticas normales de tri- y te-
trayodotironina ('r3 y T,) en los ratones mutantes;

b. El requerimiento de dosis suprafisiolfgicas de T3 y
T4 para normalizar la temperatura corporal del ratén ob/ob, o
para inducir cambios en su composicién corporal; vy,

c. La pobre respuesta lipoiftica --debendiente de cate-
colaminas-- al administrar hormonas tiroideas.

d. Una disminuciSn en la capacidad de unidon de T, al nu
cleo de c€lulas hep&ticas y pulmonares del ratén ob/ob (12).

Para determinar si la Na,K-ATPasa del ratfn obeso respon
de a la administracifén de hormonas tiroideas, se inyect§ T,
durante dos semanas a ratones ob/ob y +/?. Ambos tipos de ra
t6n mostraron un incremento en la concentracidn de la enzima
en el hfgado y en el misculo esquel&tico, desapareciendo las
diferencias observadas antes del tratamiento (19). Este re-
sultado sugiere que la enzima del ratén mutante responde a do
sis elevadas de hormona exSgena y que los niveles disminuidos
de la Na,K-ATPasa en algunos tejidos del ratén no tratado,
pueden deberse a una alteracién en la capacidad de respuesta



a la hormona endfgena (12). A este respecto, quizi sea impor
tante la disminucién observada en la uniSn nuclear de T,.

Otro aspecto a considerar es la probable participacibn
de la Na,K-ATPasa en los mecanismos termogénicos termorregula
torios. Cuando se expone a una rata a una temperatura ambien
tal de 4° C, sus tejidos muestran un incremento en la respira
cifn asociada al transporte activo de sodio, esto es, en el
componente respiratorio sensible a ouabaina, un inhibidor es-
pecffico de la Na,K-ATPasa (21). Si dicho estfmulo aplicado
en forma crénica pudiese aumentar la concentracifn de la enzi
ma en los tejidos del ratén ob/ob, esto serfa indicativo de
que el ratén mutante posee la facultad intrfnseca de modular
las concentraciones de la Na,K-ATPasa (12).

Se habfa mencionado que el ratén ob/ob no sobrevive por
mucho tiempo al ser expuesto de manera brusca al frfo (4° C);
sin embargo, los ratones ob/ob jSvenes pueden tolerar tempera
turas m8s moderadas. Cuando estos animales fueron expuestos
a 15° C, su termogénesis fue un 80 por ciento mayor que la ob
servada en los ratones obesos mantenidos a 25° C, sin signos
aparentes de tiriteo muscular (22), lo que sugiere que el ra-
tén ob/ob puede activar el componente metab6lico de la termo-
g€nesis inducida por frio.

Después de tres semanas de aclimatacién a 14° C, los ra-
tones delgados (genotipos +/+ y +/ob), mostraron un incremen-
to de las concentracionesg de Na,K-ATPasa en higado (34 por
ciento) y en miisculo esquelé&tico (29 por ciento), en relacidn
a los controles aclimatados a 25° C. El efecto fue mayor en
los ratones ob/ob, con aumentos de 83 y 107 por ciento en hf-
gado y en miisculo esquel&tico, respectivamente (22). La mag-
nitud de la respuesta fue similar a la observada al adminis-
trar dosis farmacolSgicas de tiroxina (Ta), (19). Por otra
parte, los animales aclimatados al frfo no parecen ser hiper-
tiroideos (23), dato que sugiere que la exposicién de los ani
males a temperaturas bajas aumenta la respuesta de la enzima
a las concentraciones endSgenas de hormonas tiroideas, o bien
que otros factores asociados a la aclimatacién al frio pueden



-9 -

incrementar las concentraciones de Na,K-ATPasa (12).

En resumen, aunque en algunos tejidos del ratén ob/ob se
han encontrado concentraciones disminuidas de la Na,K-ATPasa,
se requieren md3s datos para evaluar el impacto de esta altera
cidn sobre el desarrollo de la obesidad en este modelo.

La posibilidad de que la Na,K-ATPasa contribuya de mane-
ra significativa al gasto enmergético de un organismo, aunada
a los hallazgos en hfgado y msculo esquel&tico del ratén ob/
ob, indujeron a De Luise y cols. (24) a examinar el funciona-
miento de la "bomba" de sodio en eritrocitos de humanos obe-
sos, midiendo dos pardmetros independientes: a) la unifn de
ouabaina tritiada y, b) el tramsporte de rubidio-86 (86Rb+).
La determinacién del nfimero de sitios para ouabafna permite
estimar el nimero de unidades de Na,K-ATPasa por c€lula (25),
en tanto que el transporte de 86Rb+ al interior del eritroci-
to evalfia la actividad de la "bomba" ya que la Na,K-ATPasa ma
neja este catifn de manera similar al potasio (26).

Los autores observaron una reduccidn significativa (22
por ciento) en el nfimero de unidades y en la actividad de 1la
"bomba" de sodio de los eritrocitos de sus pacientes obesos,
en comparacién con los individuos no obesos (24). Las concen
traciones intraeritrocfticas de sodio fueron significativamen
te mayores en los obesos que en los delgados (24).

Doce de los sujetos obesos perdieron peso mediante res-
triccidn dietética, hecho que no tuvo un efecto apreciable so
bre las concentraciones de Na,K-ATPasa y actividad de "bomba"
observadas antes del tratamiento reductivo, lo que sugiere
que dicha alteracifn tal vez no sea concomitante a la obesi-
dad (24).

‘En base a los resultados del estudio, De Luise y cols.
postularon que una reduccién en el nlimero de unidades y en la
actividad de la Na,K-ATPasa podrfa desempeiiar un papel rele-
vante en la fisiopatologfa de la obesidad en el humano, propo
sicién condicionada por el cumplimiento de los supuestos si-
guientes: a) que dicha alteracifn fuese generalizada, esto
es, presente en otros tipos celulares ademfs del eritrocito
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ys b) que la contribucién de la "bomba" de sodio al gasto e
nerg€tico total del organismo fuese significativa (24). Ex-
presada en otras palabras, la hipStesis sugiere que una acti
vidad disminuida de la Na,K-ATPasa (y por ende, de la "bomba"
de sodio) harfa a un individuo mds eficiente en la retencifn
de energfa de la dieta y tal vez mfs propenso a volverse obe
so en un ambiente nutriolgico satisfactori&; en cambio, a-
quel individuo con una actividad normal o aumentada de esta

enzima y sometido a las mismas condiciones de nutricién, se-

ria mds resistente a la obesidad.

BIPOTESIS

Otra comsecuencia probable de la hipStesis de De Luise y
cols. es la siguiente: En un ambiente carencial, el sujeto
con una mayor eficiencia en la conservacin de energfa deriva
da de una "bomba" de sodio (Na,K-ATPasa) menos activa, serfa.
m&s resistente a los efectos de un bajo aporte energ&tico en
la dieta; aquél con una actividad normal o aumentada de la
"bomba" (Na,K-ATPasa), seria mds 14bil a este ambiente deletf
reo. Dicha susceptibilidad podrfa manifestarse en una forma
grave de desnutricién.

Para explorar esta iltima posibilidad, en un grupo de ni
‘fios gravemente desnutridos, hospitalizados en el instituto Na
cional de Pediatrfa (Servicio de Nutricién, INCyTAS-DIF), se
midi§ la actividad de Na,K-ATPasa en "fantasmas" (membranas)
de eritrocitos, en dos condiciones clfnicas: pacienie no tra
tado y paciente recuperado. Con fines comparativos, se inclu
y8 un grupo de nifios bien nutridos, hospitalizados en el Ser-
vicio de Oftalmologfa del mismo Instituto. Los ensayos enzi-
mfticos fueron llevados a cabo en la Unidad de Gen€tica de la
Nutricifn del Instituto de Investigaciones Biom@dicas de la
Universidad Nacional Auténoma de México.
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OBJETIVOS

Los objetivos concretos del estudio fueron los siguien-
tes:

a. Determinar si existe uma alteracién en la actividad
de la Na,K-ATPasa de membranas de eritrocitos de pacientes
con formas graves de desnutricién.

b. En su caso, caracterizar dicha alteracidn, mediante
la determinacidn de las constantes cinfticas aparentes (K, ¥
Vmax) para ATP, sodio y potasio.

c. Discriminar si 1# supuesta alteracién de la activi-
dad enzimdtica es un fenSmeno asociado a la desnutricién, o
bien una caracteristica perﬁanente de los sujetos que tal

vez fuese un factor de riesgo para la enfermedad.

La presentacifn de este trabajo se ha dividido en dos
secciones: 1la primera se refiere a la adecuacién de un méto
do para medir la actividad y las constantes cinfticas aparen
tes de la Na;K-ATPasa en fantasmas de eritrocitos. En la se
gunda seccifn se describen los resultados obtenidos con este

método en los pacientes desnutridos.



SECCION I:

Adecuacién de un método para
medir la actividad de la ATP-
asa dependiente de sodio y de
potasio en membranas de eri-
trocitos. '

- 12 -



INTRODUCCION

La mayorfa de las células animales tienmen una concentra-
cifn citoplasmitica elevada de potasio y una concentracién ba
ja de sodio, situacidn opuesta a la que prevalece en el 1lfqui
do extracelular. Para mantener la distribucifn asimétrica de
estos cationes monovalentes en ambos compartimientos, las cé-
lulas cuentan con un sistema de transporte activo que media
el movimiento transmembranal de los iones de sodio (Na+) y po
tasio (K+), en contra de su gradiente electroqufmico: 1la lla
mada "bomba" de sodio (15).

En 1957, Skou describif por vez primera a la ATPasa de-
pendiente de sodio y de potasio (Na,R-ATPasa; ATP: fosfohi-
drolasa, EC 3.6.1.2), en una preparacién microsomal de ner-
vios periféricos de cangrejo (27). Desde entonces, un gran
climulo de evidencias sugieren que esta enzima es una parte
funcional de la "bomba" de sodio (28):

a. La enzima se encuentra en la membrana celular.

b. Su substrato es el ATP,'el cual act@ia en la cara in-
terna de la membrana.

c. La actividad nfxima de la ATPasa se obtiene en pre-
sencia de magnesio (Mg++), Nat y Kf. a las concentraciones de
estos dos {ltimos iones que producen transporte mdximo en la
céula intacta.

d. La enzima muestra asimetria con respecto a los iones
Na* y kt. Los "sitios" para el ién K + se encuentran en
el lado externo de la membrana celular.

e. La NS,K-ATPasa es inhibida por glucbsidos cardiacti-
vos (por ejemplo, la ouabaina), los cuales son inhibidores es
pecfficos de la "bomba" de sodio.

f. Las cflulas que mantienen una baja concentracidn de’
K+, como sucede en la variante LK de eritrocitos de ovino,
tienen un menor nimero de unidades de Na,K-ATPasa.

g. En vesfculas reconstituidas a partir de la enzima pu

- 13 -
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rificada se ha observado un transpdrte de Na+ que depende de
ATP'y que es sensible a ouabafna.

La Na,K-ATPasa ha sido purificada a partir de varios te-
jidos. En todos los casos, se han encontrado dos tipos de
subunidades polipeptfdicas (15). La subunidad mayor (alfa),
con un peso molecular aproximado de 95 kilodaltones, contiene
el gitio activo para la hidr6lisis del ATP (29), asi como el
sitio de unidn para‘'la ouabafna (30). E1 ATP act@ia en la cara
interna de la membrana, en tanto que la ouabafna lo hace en
la cara externa (28), lo que sugiere que la subunidad alfa a-
traviesa por completo esta estructura (15). La subunidad me-
nor (beta) es una glucoprotefna cuyo peso molecular aproxima
do es de 40 kilodaltones. Su funcifn bioqufmica se desconoce,
pero no se puede separar de la subunidad mayor sin que se
‘pierda la actividad de la ATPasa (15).

Los estudios con agentes qufmicos que inducen la forma-
cién de enlaces covalentes.han proporcionado informacién acer
ca de la posible estructura funcional de la Na,K-ATPasa.
Cuando se emplean imido&steres, los cuales reaccionan con re-
siduos de lisina, se forma un enlace covalente entre una sub-
unidad alfa y una beta (31). La o-fenantrolina cfiprica indu-
ce la unién covalente entre dos subunidades alfa, mediante la
oxidacifén de grupos sulfhidrilo adyacentes (32). Estos datos
han sugerido un modelo tetramérico (beta-alfa-alfa-beta), com
patible con varios de los modelos cin€ticos que se han pro-
puesto para la Na,K-ATPasa (33), aunque todavfa se discute su
validez (34),

La Na,K-ATPasa purificada contiene 1fpidos que.parecen
ser egsenciales para su actividad. La enzima delipidada puede
ser reactivada por diversos fosfolfpidos, especialmente por
la fosfatidilserina y el fosfatidil inositol (35). Otros es-
tudios indican que no hay un requerimiento absoluto por algfin
fosfolipido en particular (33).

El substrato primario para la actividad de esta ATPasa
es el ATP (36). Otros nucleStidos son hidrolizados a una ve-

locidad menor, en el orden siguiente de efectividad decrecien
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te: CTP, ITP, GTP, UTP y TTP (37). Aunque el ATP puede unir
se a la enzima en ausencia de magnesio, se considera que el
substrato real es el complejo Mg'HT -ATP para el que la ATPasa
posee dos sitios con afinidad variable. E1 de alta afinidad
(l(H aparente = 1 micromolar) es el sitio de fosforilacidn
(38), en tanto que el de baja afinidad (l(M aparente = 480 mi-
cromolar) funciona como sitio activador para la fosforilacidn
y la reaccidn global de ATPasa (35).

La enzima requiere en forma caracteristica de la presen-
cia conjunta de Na+ y K+ (28). El requerimiento es absoluto
para el ién Na+ (Ka = 5 - 13 milimolar), en tanto que el ién
kt (Ka = 0.5 - 1.8 milimolar) puede ser reemplazado por talio
(T1+), rubidio (Rb+), cesio (Cs+) y amonio (NHZ) (35). La ac
tividad mfxima de la enzima se observa a una relacién Na': k%
en el rango de 5:1 a 10:1 (39).

El mecanismo de reaccifn de la Na,K-ATPasa no se conoce
todavia con exactitud. Para los fines del presente trabajo
se puede utilizar un esquema derivado del propuesto inicial-
mente por Albers (40) y Post y cols. (41). Dicho esquema in-

volucra cinco pasos y se representa en la figura 1.

Pig. 1: Mecanismo de reaccién de la Na,K-ATPasa.



- 16 -

En el paso I el ATP se une a la enzima interaccionando-
con un residuo de arginina, uno de tirosina y uno de cistefna,
(35,42,43), evento que puede ocurrir en ausemcia-de Nat y de
Hg++ (44,45). Cuando estos cationes no estén presentes, el
ién k* aumenta la constante de disociacidn (Kd) del ATP (45)
y se duplican el nlmero de sitios para el nucleftido en la en
zima (44). El efecto del ifn Kt es antagonizido competitiva-
mente por Na+ (44).. Como resultado de la unién del substrato,
la enzima se vuelve muy affn por el ién Nat (46) .

Durante el paso II, la enzima se fosforila a partir de
ATP en presencia de Na+ y de Hg++ (40). El intermediario fos
forilado (EI-P) tiene gran afinidad por el ién Na+: adem8s,
es un compuesto de "alta energfa" ya que puede reaccionar con
ADP para formar ATP (41).

En el paso III la enzima pasa de una conformacifn de al-
ta afinidad por Nat (EI-P) a una conformacibn muy afIn por el
ién K (E -P), transicién que es favorecida por Hg (35,47).
En la célula 1ntacta este cambio conformac;onal se traduce en
la exposic16n de 1os sitios de unién para Na al exterior ce-
lular (47). El intermediario EZ-P se vuelve insensible al
ADP, pero se descompone en presencia de K+ (41).

Varias evidencias apoyan la existencia de esta transi-
cién conformacional. Los estudios con sondas ("probes") fluo
rescentes muestran que los iomnes Na+ y K+_ejercen efectos o-
puestos sobre la ATPasa (48). Cuando se hace proteflisis con
trolada, los fragmentos. peptId1cos son diferentes para Bl
(forma Na )y Bz (forma K ) (49).

En la fase siguiente (paso IV), el ién k' induce la de-
fosforilacién de Bz-P (40). El intermediario resultante
(Ez-x) tiene baja afinidad por el substrato (ATP) (50).

Finalmente (paso V), EZ-K se transforma en El-K, confor-
macidn que intercambia fdcilmente el ién kt por Na . En la
c€lula intacta, los sitios de unién para el ién K se exponen
al intefior celular y la enzima puede recomenzar el ciclo ca-
talftico (47,50).

Los gluc8sidos cardiactivos, derivados de la digital,
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son inhibidores especificos de la Na,K-ATPasa y se emplean
con frecuencia para determinar la presencia de esta enzima en
varios tejidos (28). El m3s utilizado de estos compuestos es
la ouabaina (estrofantina G), ya que es relativamente hidrosg
luble. La ouabafna actéa en la cara extracelular de la ATP-
asa (35). Aparentemente, su efecto principal es la estabili-
zacifn del ingermediario E,-P, impidiendo su hidrdlisis (50,
51). La unién de la ouabaina a la enzima es favorecida por
Nat y Mg++ y es antagonizada pdr ' (35). La fosforilaciénm
de la enzima aumenta notablemente la velocidad de unién del
glucdsido (52).

La actividad de la Na,K-ATPasa puede ser ensayada en pre
paraciones membranales como los "fantasmas" de eritrocitos,
ya sea midiendo la desaparicién del substrato (por ejemplo,
con un ensayo de bioluminiscencia, (53) o la aparicién de unm
producto (por ejemplo, mediante la cuantificacién colorimétri
ca de fosfato inorginico, 54). En todos los casos, el método
elegido debe excluir actividades fosfohidrolfticas contaminan
tes, lo que usualmente se logra substrayendo de la actividad
total de ATPasa la actividad no especffica (Mg-ATPasa). La
Mg-ATPasa se define como aquella actividad que ocurre en au-
sencii de Na+ ylo K+ o en presencia de una concentracifn inhi
bitoria mi&xima de ouabafna (28).

Se han descrito un sinnimero de procedimientos para pre-
parar "fantasmas" (membranas de eritroéitos). asf como para

. determinar en ellos la actividad y constantes cinfticas de la
Na,K-ATPasa, debido a 1o cual no es sorprendente que los valo
res encontrados varien de comunicacifn a comunicacién. Es
por ello que en el presente trabajo se compararon varios méto
dos ya descritos, escogiendo aquellas condiciones que fueran
las mds adecuadas para la realizacién del mismo.

En las piginas siguientes se describe la adecuacifn de
un método para determinar la actividad y las KH aparentes de
la Na,K-ATPasa de "fantasmas" (membranas) de eritrocitos uti-
lizando como parfmetro de actividad enzimftica la liberacién
de fosfato inorgdnico proveniente del ATP. La cuantificacién
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de fosfato se hizo mediante ‘una técnica colorimétrica.



MATERIAL Y METODOS

A. Reactivos.

ATP (sal de Tris, libre de vanadio), octahidrato de oua-
baina, Tris-HCL y Tris base provenientes de Sigma Chemical.
Cloruros de Sodio, potasio y magnesio, asf como los &cidos
sulflirico y tricloroacético, de J.T. Baker. Fosfato ponobési
co de potasio y sulfato ferroso de J.T. Baker. Molibdato de
amonio, carbonato y bicarbonato de sodio y la sal disfdica
del fcido etilen-diamino-tetraac&tico (EDTA), de Malinckrodt.
Desoxicolato de sodio y &cido ascérbico, de Merck.

En todos los procedimientos se utiliz6 agua desionizada
bidestilada, la cual se almacen§ en recipientes de vidrio se-
l1lados. El1 ATP se disolvi§ en agua a una concentracidén final
de 60 milimolar (mM), llevdndolo a un pH = 6.5 con Tris. Se
congelaron alfcuotas a -20°C.

El sodio del EDTA fue eliminado mediante precipitacién
con HCL 12N, lavando repetidamente con agua destilada. El1 i-.

cido resultante se titul8 con hidréxido de sodio.

B. Mé&todos.

I. Preparacifn de membranas ("fantasmas") de eritroci-

tos. Se utilizaron dos métodos diferentes, con algunas

mbdificacioﬁes:

a. MEtodo de Branley y cols. (55):

1. A partir de sangre completa heparinizada
se separan los eritrocitos mediante centrifuga
cién (2,000 r.p.m., 4° C, 15 minutos). Des-
pués de eliminar el plasma y la capa de leuco-
citos ("buffy coat") los eritrocitos se resus-
penden en-4 volimenes de bicarbonato de sodio
155 mM, pH 7.4, volviendo a centrifugar. E1l
lavado se repite en dos ocasiones mias.
2. Los eritrocitos se lisan con 11 volumenes

de una solucién de bicarbonato de sodio 7.5 mM,
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pH 7.4 agitado vigorosamente. A partir de es-

te momento todas las manipulaciones se llevan

cabo a 4° C.

El lisado se centrifuga durante 30 minu-
tos, a 20,000 x g y 4° C. El sobrenadante es
aspirado sin tocar el botSn de membranas, las
cuales se resuspenden en 11 vol@imenes de la so
lucién hipoténica de bicarbonato, volviendo a
centrifugar. Los lavados con esta solucifn se
repiten por cuatro ocasiones y, finalmente,
las membranas son resuspendidas en el volumen
deseado de solucién hipotSnica. La suspensién
se fracciona en alicuotas, las cuales se conge
lan a -20° C.

b. M&todo de Hanahan y Ekholm (56):

La secuencia seguida en este procedimien-
to es similar a la descrita para el m&todo de
Branley y cols. La diferencia estriba en las
soluciones empleadas. Los eritrocitos se la-.
van con una solucifén de Tris 172 mM, pH 7.6, y
se lisan con Tris 11.1 mM, pH 7.6.

Cuantificacién colorimétrica de fosfato inorgfnico.
Se emplearon dos té&cnicas: l
a. Mé&todo de Ames (57).

Reactivo de Ames: 1 parte de &cido asc6rbico
al 10 por ciento en agua (p/V), en 6 partes de una
solucibén de &cido sulf@rico 1 N que contiene molib-
dato de amonio al 0.42 por ciento (p/V).

Se afiade 0.70 ml del reactivo a un tubo que
contiene 0.30 ml de 1la muestra que va a ser analiza
da. Se utiliza como blanco agua bidestilada (0.30
ml). Se incuba durante 60 minutos a 37° C y se lee
la absorbancia a 820 nm. La figura 2 muestra que
con este método se pueden detectar desde 2 nanomo-
las de fosfato (solucifn estdndar: fosfato monob&-

sico de potasio 0.2 mM).
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2. Cuantificacifn colorimétrica de fosfato in-
orgfnico. ME&todo de Ames (57).

b. Método de Bonting y Cols. (58).

Reactivo: Solucifn de &dcido sulfidrico 1.15 N,
que contiene molibdato de amonio al 1.0 por ciento
(p/V) y sulfato ferroso al 4 por ciento (p/V).

Se aifiade 0.500 ml del reactivo a un tubo que
contiene un volumen similar de la muestra que se va
a analizar (como blanco se utiliza agua bidestila-
da). La coloracién (azul) se desarrolla a tempera-
tura ambiente en un lapso de 10 minutos. La absor-
bancia se lee a 700 nm. -Con este procedimiento es
posible detectar cantidades de fosfato tan pequefias
como 2 nanomolas (Fig. 3).

Cuantificacién de proteina membranal.

Se hizo mediante la modificacidén de Oyama y Eagle
del procedimiento de Lowry y cols. (60).

Medicién de la actividad de Na,K-ATPasa.

La actividad enzimdtica se mididé cuantificando la

liberacién de fosfato inorgidnico (Pi). Todos los ensa-

yos se hicieron por duplicado o triplicado; en todos
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Absgrbebtle (700 an )

Fig. 3. Determinacifn colorim€trica de fosfato imor
g&nico por el método de Bonting y cols. (58).
Esténdar: fosfato monob&sico de potasio
(0.2 mM).

ellos, las membranas fueron incubadas en un medio que con
tenfa ATP, cloruro de magnesio (HgClz), cloruro de sodio
(NaCl), cloruro de potasio (KCl), EDTA y Tris, en presen-
cia y en ausencia de ouabafina.

Las concentraciones de estos reactivos, asf como las
condiciones de pH, molaridad, temperatura y duracidn de
la incubacién se describen en los pies de las figuras y/o
en el apartado de Resultados. Excepto em un caso, el vo-
lumen final de reaccién ‘fue de 0.400 ml. Se emplearon co
mo blancos mezclgs de reaccién en las que se excluyeron
las membranas (hidrdlisis no enzimftica de ATP) o el subs
trato (contribucién basal de fosfato inorgfnico).

En todos los casos, la reaccién fue detenida por adi
cién de &cido tricloroac&tico frio (5 por ciento final,
p/V), manteniendo los tubos en baiio de hielo. Se centri-
fugaron durante 5 minutos a 3,000 r.p.m. (4° C), tomando
una alfcuota de sobrenadante para determinar colorimetri-

camente el fosfato inorgénico.
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La actividad enzimdtica se expresd como micromolas
de fosfato inorgfnico liberado por hora por miligrame de
protefna membranal. La actividad de Na,K-ATPasa (compo-
nente sensible a ouabaina) fue calculada de la diferen-
cia entre la actividad total de la ATPasa y la actividad
no sensible al glucésido (Mg-ATPasa inespecifica).

En las determinaciones cinéticas, la Vmax y KM apa-
rentes fueron obtenidas por el método de Lineweaver-Burk
(61).

En todos los ensayos se utilizaron concentraciones
de protefna membranal y un tiempo de incubacifn (60 minu
tos) que se encuentran dentro del rango lineal de activi

dad de la enzima (Figs. 4 y 5).

Pl/hora

° 203 0 855 Mo Mo
Proteine ( jig)

Fig. 4. Actividad de Na,K-ATPasa vs. concentracién
de protefna de membranas.
Las membranas se incubaron a 37° C, duran-
te una hora, en auencia y en presencia de
ouabafna (1 mM). Mezcla de reaccidn (mM)<
ATP 3, MgCl, 3, NaCl 105.5, KCl 15, EDTA
0.2 y Tris “36.6, pH 7.5.



witremelos Ai/eg. proteina

Fig. 5. Actividad de Na,K~-ATPasa vs. tiempo.
Se incubaron 97.8 microgramos de proteina
a 37° C, en una mezcla de reaccifn simi-
lar a la de la figura 7.

V. Método estadistico.

Para comparar promedios se utilizd la prueba de "D"
(62). La "D" calculada se obtuve con la fdrmula siguien
te: '

D+ (§1 - iz)/(e.e.m,f + e.e.m.g)llz,

en la que ;i = promedio.
e.e.m.. = error estindar de la media = desv.

estsndar/(n)llz.



RESULTADOS

A. MEtodo de preparacidén de membranas.

La mayorfa de procedimientos para obtener "fantasmas"
(membranas) de eritracitos se basan en la lisis osmdtica.
Dodge y cols. (63), empleando soluciones de fosfato, estable
cieron las condiciones para preparar "fantasmas" substancial
mente libres de hemoglobina, a saber: a) 1la osmolaridad de
la solucidn para lisar los eritrocitos debe variar entre 10
y 20 miliosmolas por litro y, b) el pH de las soluciones
debe encontrarse en la cercanfa de 7.4. E1l método de Dodge
y cols. no es adecuado para el presente trabajo, ya que el
uso de fosfato podrfa interferir en la determinacién colori-
métrica de esta substancia al ensayar la enzima. Branley y
cols. (55) modificaron el procedimiento de Dodge y cols.,
sustituyendo 1a solucifn amortiguadora de fosfato por otra
de carbonatos.

Branley y cols (55) encontraron que conforme aumentaba
el n{imero de lavados de las membranas de eritrocitos, se in-
crementaba la exposicién de la actividad de la Na,K-ATPasa.
Con el fin de corroborar esta observacidn, se prepararon mem
branas de eritrocitos por este procedimiento, retirando una
alfcuota de cada uno de los lavados (L-II a L-V). La mitad
de cada muestra fue sonicada (5 segundos, 0° C) y la otra no.
Posteriormente, se ensay§ la actividad de Na,K-ATPasa de ca-
da fraccién, en las condiciones descritas en el Cuadro 1.

El Cuadro 1 muestra que las fracciones sonicadas de los
primeros lavados tuvieron una mayor actividad enzimdtica que
las correspondientes no sonicadas. Esta diferencia desapare
ci§ al lavar repetidamente las membranas, observindose acti-
vidades similares en L-V. La actividad especffica fue aumen
tando debido a la eliminacidn progresiva de hemoglobina con
cada lavado.

Debido a que el empleo de soluciones que contienen sodio

- 25 =
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CUADRO 1. Actividad de Na,K-ATPasa en diferentes fracciones
de niembranas de eritrocitos.

Fraccian micromolas Pi/hora-miligramo de protefna
Sin sonicar Sonicado
L-1I 0.123 ¥ 0.007 0.147 ¥ 0.006
L-1II 0.151 ¥ 0.013 0.168 ¥ 0,004
L-1V 0.194 ¥ 0.011 0.205 ¥ 0.001
L-V 0.253 ¥ 0.002 0.243 ¥ 0.003

a. Valores: promedio Y e.e.m.

b. L-II a L-V: fracciones obtenidas al lavar repetidamente
las membranas de eritrocitos con NaHCO, 7.5 mM, pH 7.4, 4° C.
¢. Las membranas se incubaron durante una hora a 37° C, en
presencia y en ausencia de ouabaina. Mezcla de reaccién: ATP
3 mM, MgCl, 3 mM, NaCl 140 mM, KCl 14 mM, EDTA 0.2 mM y Tris
20 mM, pH 7.5. Cuantificacién de fosfato: ME&todo de Ames.

podrfia causar problemas en los ensayos cinéticos, se prob§
otro método de preparacién de "fantasmas" (Hanahan y Ekholm,
56), en el que se utiliza Tris 11.1 mM (20 miliosmolas idea-
les/litro), pH 7.6,’para lisar los eritrocitos.

Para comparar los procedimientos de Bramley y cols. y de
Hanahan y Ekholm, mediante ambas t&cnicas se prepararon "fan-
tasmas" de eritrocitos a partir de una misma muestra de san-
gre. Para eliminar el sodio de 1a preparacifén a base de bi-.
carbonato, el {iltimo lavado se hizo con la solucidn hipoténi
ca de Tris. En ambas muestras se ensay§ la actividad de la
Na,K-ATPasa. Las condiciones del ensayo y los resultados se
muestran en el Cuadro 2.

Como en ambas preparaciones la actividad de Na,K-ATPasa
fue muy similar (Cuadro 2), en los experimentos siguientes se
aislaron las membranas de eritrocitos mediante el procedimien
to de Hanahan y Ekholm (56).
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CUADRO 2. Actividad de Na,K-ATPasa de membranas de eritroci-
tos obtenidas por dos procedimientos diferentes.

Método micromolas Pi/hora-mg. de proteina
Branley y cols. (55) 0.264 ¥ 0.014
Hanahan y Ekholm (56) 0.265 ¥ 0.008

a. Valores: promedio t e.e.m.

b. Las membranas se incubaron una hora a 37° C, en ausencia y
en presencia de ouabaina 1 mM. Mezcla de reaccién: ATP 3 mM,
MgCl, 3 mM, NaCl 99 mM, KCl 15 mM, EDTA 0.2 mM y Tris 30.2 mM,
pH 7.5. Cuantificacidén de fosfato: MEtodo de Bonting y cols.
(58).

B. Determinacidén colorimétrica de fosfato inorgdnico.

La mayorfa de las té€cnicas colorimétricas para cuantifi-
car fosfato inorgdnico se basan en la formacién de un comple-
jo fosfomolibdico en un medio fuertemente &cido. Cuando di-
cho complejo es reducido se produce una coloracibn azul, cu-
ya intensidad es proporcional a la cantidad de fosfato inorgi
nico presente en la muestra analizada (64). Por otra parte,
el trifosfato de adenosina (ATP) tieme dos enlaces de tipo
anhidrido &cido, uno entre los fosfatos alfa y beta y otro en
tre los fosfatos beta y gama, muy susceptibles a la acidez y
a la temperatura (64). Asf, la eleccifn de un método colori-
métrico para determinar el fosfato inorgfnico liberado por
una ATPasa a concentraciones saturantes de ATP, debe basarse
en el grado de hidrdlisis no enzimitica del nucleStido produ-
cida por dicho procedimiento.

Dos de tales té&cnicas colorimétricas que son ampliamente
utilizadas son la de Ames (57), en la que el agente reductor
es 8cido asc6rbico y la muestra se incuba a 37° C durante una
hora, y la descrita por Bonting y cols., en la que el comple-
jo fosfomolibdico se reduce con sulfato ferroso y la colora-
cifén se desarrolla a temperatura ambiente en 10 minutos (58).
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Para comparar el grado de hidr6lisis no enzim&tica de ATP cau
sada por cada uno de estos métodos, se incub§ ATP (3 mM) du-
rante una hora a 37° C en un medio que contenfa HgClz, NacCl,
KCl, EDTA y Tris, pH 7.5. Posteriormente se afiadi§ fcido tri
cloroacé&tico frio (5 por ciento, p/V, final) y se cuantificé
el fosfato inorgdnico mediante los dos procedimientos mencio-
nados. Los resultados, descritos en el Cuadro 3, muestran
que el m&todo de Ames produce una liberacién no enzimitica de
fosfato inorglnico significativamente mayor a la producida
por el procedimiento de Bonting y cols., debido a lo cual en
los ensayos enzimdticos siguientes se emple§ el segundo méto-
do.

CUADRO 3. HidrSlisis no enzimdtica de ATP. Comparacién de dos
métodos colorimétricos para cuantificar fosfato
inorgdnico.

Método de Ames MEtodo de Bonting
Agente
reductor dcido ‘ascérbico sulfato ferroso
Incubacidn una hora, 10 minutos,

37° ¢ temperatura ambiente.
Liberacién no
enzimdtica de
fosfato
(ATP 3 mM) 40.1 ¥ 0.4 29.2 ¥ 0.8

a. Valores: nanomolas de fosfato /hora (promedio : e.e.m.)
b. p menor que 0.001, prueba de "D" (62).

c. Descripcidn de los métodos colorim&tricos en MATERIAL Y ME
TODOS .

c. Condiciones para medir la actividad de Na,K-ATPasa en
membranas de eritrocitos.

En la literatura se describen diferentes procedimientos
para medir la actividad de la Na,K-ATPasa en "fantasmas" (mem

branas) de eritrocitos; sin embargo, en cada uno de ellos se
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utilizan mezclas de reaccidn cuya composicién es muy diversa.
En siete de tales reportes (65-71), las concentraciones de
los componentes del emsayo variaron de la manera siguiente:
ATP, de 1 a 3 mM; MgClz, de 2 a 6 mM; NaCl, de 50 a 132 mM;
KCl, de 5 a 33 mM; EDTA, de 0 a 1 mM y, molaridades finales,
de 92 a 193 mM por adici6én de soluciones amortiguadoras, con
pH que iba de 7.0 a 7.6. Debido a esta heterogeneidad en las
condiciones de ensayo de la Na,K~ATPasa de laboratorio a labo
ratorio, lo cual evidentemente dificulta la comparacifn de re
sultados, se decidif averiguar cudles eran las condiciones pa
ra el ensayo de la enzima que se tradujeran en un miximo de
actividad de la misma. Se parti§ de una concentracién que pa
rece ser la mds utilizada en los trabajos consultados (65-71).
Adem8s, arbitrariamente se decidi6 emplear concentraciones de
Na+ y K+ cuya suma fuese constante: Na+ + l(+ = 120 mM.

En el Cuadro 4 se presentan las condiciones Sptimas en
nuestras manos para medir la actividad de ATPasa de "fantas-

mas"

de eritrocitos, en una mezcla de reaccidn que contiene
concentraciones equimolares de ATP y Hg++ y una suma constan-
te de Na* y k' (120 uM).

El medio completo contenfa 80.4 microgramos de protefna
membranal, ATP 3 nM, MgC12 3 mM, NaCl 105.5 mM, KCl 15 mM,
EDTA 0.2 mM y Tris 36.6 mM, pH 7.5, con una molaridad final
de 163.3 mM. La incubacién se hizo durante 60 minutos a 37°C,
Tanto la concentracién de protefna, como el tiempo de incuba-
cidén, se encuentran dentro del rango lineal de actividad de
la Na,K-ATPasa (Figs. 4 % 5), esto es, se est§ determinando
la actividad enzimdtica en condiciones de velocidad inicial
(61).

La contribucién basal de fosfato (medio sin substrato)
representd el 2.6 por ciento del total (medio completo), en
tanto que la hidr8lisis no enzimdtica de ATP (medio sin mem-
branas) aportd un 36.6 por ciento del total de fosfato (Cua-
dro 4). Cuando de la mezcla de reaccifn se excluy§ al ién Nat
y/o el ién K+. o al medio completo se le afiadié ouabafna (1mM),

disminuy§ la cantidad de fosfato inorgdnico en 33 a 34 por
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CUADRO 4. Actividad de ATPasa de membranas de eritrocitos.

Condicién nanomolas fosfato/hora porciento del total
Medio completo® 718.1 ¥ 1.1 100.0
Sin membranas 28.6 ¥ 1.5 36.6
Sin ATP 2.0 ¥ o.5 2.6
Sin Nat 52.1 ¥ 0.8 66.7
sin Kt 51.6 ¥ 0.4 66.1
sin Na¥ y x* 51.9 T 1.1 66.5
Completo: + +

ouabafna 1 mM 52.6 = 1.1 67.3
sin Mg*t 40.9 ¥ 1.1 52.4
Sin EDTA 83.1 ¥ 0.9 106.4
Sin Tris, 16.6 mM +

pH 7.5 75.0 ¥ 1.3 96.0

a. Valores: promedio de triplicados t desviacidn esténdar.
b. Medio completo: 80.4 microgramos de proteina membranal en
una mezcla de ATP 3 mM, MgCl2 3 mM, NaCl 105.5 mM, KC1l 15 mM,
EDTA 0.2 wM y Tris 36.6 mM, pH 7.5. Volumen final: 0.400 ml.
c. Incubacién: 60 minutos, 37° C.

ciento. Un decremento mayor se observd al excluir al ién
Hg++ (47 por ciento). En tanto que la ausencia de Tris pH 7.5
(16.6 mM) caus6é una disminucién del 4 por ciento en el fosfa-
to cuantificado, la exclusifn del EDTA del medio de incubacién
lo aumentS§ en un 6 por ciento (Cuadro 4).

Debido a que la hidr6lisis no enzimftica de ATP contribu-
ye de manera importante a la liberacién de fosfato inorg&nico
(Cuadro 4), se trat8 de identificar los factores que la produ-
cen y la importancia relativa de cada uno de ellos. Para ello,
en ausencia de membranas de eritrocitos se incub§ ATP (3 mM) en
una mezcla similar a la del medio completo del Cuadro 4, duran
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te una hora a dos temperaturas (4 y 37° C). Al terminar la

incubacién, se afiadié 8cido tricloroacftico o un volumen com-
parable de agua bidestilada y se cuantificé el fogfato inorgd
nico. El Cuadro 5 muestra que el 12 por ciento de la hidrdli
sis no enzimdtica de ATP es imputable a la incubacién, un 4.5
por ciento al &cido tricloroacético y el 83.5 por cienfo a o-
tros factores, tales como el m&todo para determinar fosfato

y/o degradacifn previa del ATP. En otras palabras, el 88 por
ciento de la hidr8lisis no enzimdtica es imputable a factores

fuera del ensayo de actividad de ATPasa.

CUADRO 5. Hidrdlisis no enzimdtica de ATP en un ensayo de ac-
tividad de Na,K-ATPasa.

Hidr8lisis no nanomolas de porciento del
enzimidtica fosfato/hora total

Atribuible a

incubacién +

(una hora, 37° C) 3.5 - 0.5 12.0

Atribuible al

&cido tricloroacético +

(52, p/vV, final) 1.3 - 0.6 4.5

Atribuible a b +

otros factores 26,4 - 1.1 83.5
T+

Total 29.2 - 1.3 100.0

a. Valores: promedio de triplicados ¥ desviacifn est&ndar.
b. M&todo de cuantificacifén de fosfato (Bonting y cols.) y/o
degradacidn previa de ATP.

c. Concentracién de ATP: 3 nM.

Para calcular la actividad enzimdtica especffica (micro-
molas de fosfato liberado por hora por miligramo de protefna
membranal) se resta la contribucidn basal de fosfato y la pro
ducida por hidr§lisis no enzimftica. En el Cuadro 6 se pre-
sentan los datos del Cuadro 4, corregidos, como actividad
especifica.
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CUADRO 6. Actividad especffica de ATPasa de membranas de eri-
trocitos,

Condicién de Actividad especfficaa Porciento
ensayo (micromol Pi/hr.-mg. prot.) del total
Medio completo 0.591 ¥ 0.014 100.0
Sin Na‘ 0.268 ¥ 0.009 45.3
sin k¥ 0.262 ¥ 0.005 464.3
sin Na* y k* 0.265 ¥ 0.014 44.8
Medio completo + +

ouabaina 1 mM 0.274 - 0.014 46.4
sin Mg't '0.129 ¥ 0.013 21.8
Sin EDTA 0.653 ¥ 0.010 110.5
Sin Tris, 16.6 mM, +

pH 7.5 0.552 ¥ 0.016 93.4

a. Se calculd despufs de restar "blancos". Los valores repre
sentan el promedio de triplicados -~ desviacifén estdndar.

b. Medio completo y condiciomes de incubacifn: ver pie del
Cuadro 4.

Las actividades de ATPasa obtenidas en ausencia de Na+
yl/o gt o en presencia de ouabaina fueron muy similares (44 a
46 por ciento del total), enm tanto que la actividad en ausen-
cia de Mg++ representd s8lo el 22 por ciento del total. La
exclusién de Tris (16.6 mM, pH 7.5) hizo disminuir la activi-
dad de.ATPasa en 6.6 por ciento, mientras que la ausencia de
EDTA se reflejo en un incremento de la actividad total (10.5
por ciento), (Cuadro 6).

Estos resultados sugieren la presencia de otro tipo de
ATPasas, por lo que la actividad -de Na,K-ATPasa se define co-
mo el incremento en la actividad de ATPasa inespecffica (Mg-
ATPasa) producido por la presencia conjunta de Na+ y K+ en la
mezcla de reaccién. Asf, cuando se resta la actividad obser-
vada en ausencia de Na® y K+ de la actividad total de ATPasa,
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se obtiene la actividad de la Na,K-ATPasa. Exite ademis otro
método para calcular la actividad de Na,K-ATPasa: se resta
la actividad no sensible a ouabaina de la actividad total ob-
servada en ausencia del inhibidor. El Cuadro 7 muestra que
.las actividades de Na,K-ATPasa obtenidas por ambos procedi-

mientos son similares.

CUADRO 7. Componentes de la actividad de ATPasa de membranas
de eritrocitos.

ATPasa Micromolas Calculo
Pi/lr.-mg. prot.

"+

Total (A) 0.591 0.014 -
No dependjente

de NaRy & (8) 0.265 ¥ 0.014 -
Insensible a + _

ouabaina (C) 0.274 - 0.014 -
Dependiente de

Na¥ y ¥ 0.326 ¥ 0.004 A-B
Sensible a +

ouabaina 0.317 - 0.005 A-C

a. Valores: promedio de triplicados ¥ desviacifn estédndar.
b. Datos tomados del Cuadro 6.

Cuando se utiliza ouabafna como control, es importante
emplear este firmaco a concentraciones inhibitorias miximas.
Para determinar este valor, se incubaron membranas de eritro
citos en las condiciones descritas en la figura 6. Las con-
centraciones del glucSsido variaron de 5 micromolar a 1 milj
molar. Se utilizaron como blancos, mezclas de reaccidn en
las que no se incluyS§ el inhibidor (ATPasa total) o los io-
nes Nat y gt (ATPasa no dependiente de Na* y K+). La activi-
dad total de ATPasa en este experimento fue de 0.480 ¥ 0.011
(promedio : d.e.) micromolas de fosfato/hora-miligramo de
protefina membranal, en tanto que la actividad no dependiente
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Fig. 6. Inhibicién de la actividad de la Na,K-
ATPasa por la ouabafna.
Se incubaron 128.5 microgramos de protef-
na membranal (60 min., 37°C) en un medio
que contenfa ATP 3 mM, MgCl, 3 mM, NaCl
105.5 mM, RC1 15 mM, EDTA 02 mM, Tris
36.6 mM, pH 7.5 y concentraciones crecien
tes de ouabafina.

de Nat y xt (Mg++ ATPasa) fue de 0.202 ¥ 0.009. Para calcu-
lar el porcentaje de inhibicién de 1la Na,K-ATPasa -producido
por cada concentracién particular de ouabaina, se utilizé 1la

férmula siguiente:

% inhibicién = 100 - ¢ X = 0.202) 100

0.278

en la que x es la actividad de la ATPasa observada a una con
centracidn determinada del glucésido. El ndmero en el demno-
minador (0.278) representa la actividad calculada de Na,K-
ATPasa (resultado de restar la actividad de Mg++ - ATPasa de
la actividad total). La figura 6 muestra que el efecto inhji
bitorio de la ouabafna es miximo a una concentracién de 1 mM,
misma que se utilizd en los ensayos subsecuentes.

Para determinar las concentraciones Sptimas de Na' y de
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K+ a concentraciones equimolares de ATP y de M3++ y una suma
constante de cationes monovalentes (Na+ + K+ = 120 mM), se
incubaron membranas de eritrocitos durante 60 minutos a una
temperatura de 37° C, en ausencia y en presencia de ouabafna
1 mM. La mezcla de reaccién contenfa ATP 3 nM, MgCl, 3 umM,
EDTA 0.2 mM y Tris 36.6 mM, pH 7.5. Las concentraciones de
Na+ y K+ se covariaron, manteniendo una suma constante de eg
tos cationes (= 120. mM). La figura 7A muestra que la activi
dad de Na,K-ATPasa es mfnima en ausencia de Na+ o de K+, en
tanto que es mdxima a una concentracién de Na+ = 105 mM y
una concentracidn de K+ = 15 nM, esto es, cuando la relacidn
Nat : Kt es de 7 D

Con objeto de explorar el rango de concentraciones de
Nat y Kt cercanas a 105 y 15 oM respectivamente, se realiz§
un experimento similar en el que las concentraciones de es-
tos iones fueron covariados de la manera mostrada en la figu
ra 7B. Nuevamente, la actividad m&xima observada de la Na,K-
ATPasa se logr§ cuando la concentracidn de Nat era de 105 mM
y la de k* de 15 wM. fuera de la relacién Sptima de concen-
traciones (Na+ : K+ = 7 : 1), se observa una actividad menor
de la Na,K-ATPasa (Fig. 7B).

Cuando se determina la actividad de ATPasa en membranas
de eritrocitos en ausencia del ién Mg++, disminuye la libera
cidén enzimdtica de fosfato inorgdnico en un 78 por ciento
(Cuadro 6). Con objeto de averiguar cufl es la concentracién
m&is adecuada de este catidn para ensayar la Na,K-ATPasa, se
incubaron membranas de eritrocitos durante una hora, a una
temperatura de 37° C y, en ausencia y en presencia de ouabai-
na. La mezcla de reaccibén contenia ATP 3 mM y las concentra-
ciones de NaCl, KCl, EDTA y Tris, pH 7.5, descritas en el Cua
dro 4. La cantidad de MgCl, vari§ de 0 a 5 mM.

La figura 8A muestra que tanto la actividad de ATPasa to
tal como la de ATPasa no sensible a ouabaina, aumentaron con-
forme se incrementaba la concentracidn de Hg++ en la mezcla
de reaccién. Sin embargo, al calcular la actividad de la
Na,K-ATPasa (componente sengible al inhibidor), se observd un
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Fig. 7. Actividad+de Ng,K-ATPasa: Efecto de 1a re-
lacién Na : K .
Concentracién de proteina membranal= 80.4
microgramos. Las demds condiciones se des-
criben en el texto.
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Fig. 8. Efecto del magnesio sobre la actividad de
ATPasa de membranas de eritrocitos.
Protefna: 80.4 microgramos. Condiciones
de ensayo: descritas en el texto.
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m&ximo de actividad de la enzima a una concentracifén de MgCl,
la vecindad de 3 mM, declinando la actividad a concentracio-
nes mayores de este reactivo (Fig. 8B). En otras palabras,
la actividad m8xima de Na,K-ATPasa se obtiene cuando las con-
centraciones de ATP y Mgcl,2 son aproximadamente equimolares.

La actividad total de ATPasa de membranas de eritrocitos
es mayor cuando gse ensaya en ausencia de EDTA que cuando este
quelante se incluye en la mezcla de reaccifn (Cuadro 6). Pa-
ra determinar cufl es el efecto del EDTA sobre la actividad
de ATPasa, se incubaron membranas de eritrocitos durante una
hora, a 37° C, en ausencia y en presencia de ouabafna, en una
mezcla que contenia ATP, Mgclz, NaCl, KCl y Tris a las concen
traciones descritas enm el Cuadro 4. La concentracidn de EDTA
varié de 0 a 1 mM.

En la figura 9A se .observa que la actividad total de
ATPasa decrecif conforme aumentS§ la concentracién de EDTA.

El componente no sensible a ouabafna mostrd un comportamiento
similar. Sin embargo, la actividad de la Na,K-ATPasa (compo-
nente sensible a ouabaina) fue m&xima en la vecindad de 0.2
mM de EDTA, decreciendo a concentraciones mayores de este a-
gente (Fig. 9B).

La actividad de ATPasa de "fantasmas" de eritrocitos de-
crece cuando se disminuye la concentracién de Tris en la mez-
cla de reaccibén (de 36.6 a 20 mM, Cuadro 6). Para explorar
este efecto, se incubaron membranas de eritrocitos en las con
diciones descritas en el Cuadro 4, en presencia de concentra-
ciones variables de Tris, pH 7.5 (20 a 67.5 mM), con y sin
ouabafna. La molaridad final oscil§ entre 146.7 6 194.2 nM.

La figura 10A muestra que la actividad de ATPasa total
ascendif al incrementarse la concentracidn de Tris, alcanzan-
do posteriormente una meseta. Por el contrario, el componen-
te de.la actividad de ATPasa que no es sensible al inhibidor
crecid con toda la gama de concentraciones de Tris adiciona-
das al medio de reaccifn. En consecuencia, la actividad de
la Na,K~-ATPasa, resultado de la resta del componente no sensi

ble a ouabafna de la actividad total, mostrd un m&ximo en la



- 39 -

A
0.800 ATPess
o YOTAL
© INSENSIOLE A
OUABAINA
s 0.400 b\
] . \
¢
3 0 cl{ ojo J.Ls -aj.a 1?0
g feoral,me
! 0.300

0450

e I 'R . . |
° Y] 04 os 08 1.0
[€oTa),.mie

Fig. 9. Efecto del EDTA sobre la ATPasa de membranas
de eritrocitos.
Protefna: 78.6 microgramos.
Condiciones de ensayo: descritas en el tex-
to.
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vecindad de Tris 40 mM y decrecil a concentraciones mayores
de esta substancia (Fig. 10B).

En todos los ensayos descritos hasta el momento, la incu
bacifn se hizo a una temperatura de 37° C. La eleccifn de es
ta temperatura derivd de los experimentos siguientes:

I. La actividad de la Na,K-ATPasa se determin§ en mem-

branas de eritrocitos incubados durante una hora, en pre

sencia de ouabaina, a diversas témperaturas: 32 a 45° C.

La mezcla de reaccifn contenfa las concentraciones de

ATP, MgClz, EDTA, NaCl, RCl y Tris, pH 7.5, mencionadas

en el Cuadro 4. La figura 11 muestra que el miximo de

actividad de la enzima se obtuvo cuando la temperatura

de incubacidn fue de 41° C.

II. Se ensay§ la actividad de Na,K~-ATPasa después de

preincubar las membranas de eritrocitos a las temperatu

ras siguientes: 4, 20, 32, 37, 40, 45 y 55° C, durante
una hora. El ensayo de actividad se hizo a 37° C, incu
bando las membranas durante 60 minutos en un medio simi
1 lar al descrito en el Cuadro 4, con y sin ouabafna 1 mM.

La actividad de Na,K-ATPasa se preservS mejor ecuando la
temperatura de preincubacién fue de 37° C. (Fig. 12).

El pH de incubacién de todos los ensayos de actividad
que han sido mencionados fue de 7.5, empleando Tris como amor
tiguador. Para explorar el efecto de la acidez o alcalinidad
del medio de reaccidn sobre la actividad de la Na,K-ATPasa,
se incubaron membranas de eritrocitos durante una hora, a 37°
C, en ausencia y en presencia de ouabaina 1 mM. E1 medio de
reaccifn contenfa las concentraciones de ATP, chlz, KC1,
NaCl y EDTA descritas en el Cuadro 4. Se varid el pH de la
mezcla de reaccidn de 6.1 a 9.0 mediante la adicién de Tris,
manteniendo la molaridad final en 163 mM.

La figura 13 muestra que la actividad de la Na,K-ATPasa
aument8 conforme decrecif la acidez del medio. El mdximo de
actividad enzimitica se observd en la vecindad de pH 7.4. A
valores mayores de pH, disminuy§ la actividad de la enzima, de

sapareciendo a pH 9.0 (Fig. 13).
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Fig. 11. Efecto de la temperatura de incubacidn so-
bre la actividad de Na,K-ATPasa de membra-
nas de eritrocitos.

Proteina: 119 microgramos.
Condiciones de emsayo: descritas en el
texto.

En Material y Métodos se mencion§ que las membranas de
eritrocitos, una vez obtenidas, podfan guardarse a -20° C sus
pendidas en solucién de Tris 11.1 mM, pH 7.6. Para determi-
nar el efecto de este m&todo de almacenamiento sobre la acti-
vidad de la Na,K-ATPasa, se ensayd la actividad enzimdtica en
alfcuotas de una misma muestra de "fantasmas" durante varios
dfas posteriores a su preparacién. En el Cuadro 8 se descri-
ben los resultados de estos ensayos.

La actividad de Na,K-ATPasa observada durante los prime-
ros cinco dias posteériores a la preparacidén y almacenamiento
de las membranas se mantuvo constante (Cuadro 8). Al décimo
dfa, la actividad enzimftica disminuyé en un 15 por ciento
con respecto de la inicial. Para el decimoquinto dfa, la di-

ferencia de actividad fue de un 25 por ciento (Cuadro 8).
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Fig. 12. Estabilidad de la Na,K-ATPasa de membranas
de eritrocitos a temperatura.
Las membranas (106.7 microgramos de protef-
na) fueron preincubadas durante una hora a
las temperaturas sefialadas. Posteriormente
se determind la actividad enzimidtica a 37°C,
en las condiciones descritas en el texto.

En un experimento posterior se trat§ de discriminar si
el procedimiento de preparacién de los "fantasmas" de eritro-
citos (Hanahan y Ekholm, 56), expone completamente la activi-
dad de la Na,K-ATPasa. Para ello, se preincubaron las membra
nas con diversas concentraciones del detergente iSnico desoxi
colato de sodio, ensayando posteriormente la actividad de la
enzima. En el Cuadro 9 se presentan los resultados.

La actividad de la Na,K-ATPasa se aument§ en un ocho por
ciento, cuando la concentracién final de desoxicolato de so-
dio en la mezcla de reaccidn fue de 0.005 por ciento, p/V, A
concentraciones del detergente mayores que 0.010 por ciento,
p/V, se observé una disminucién progresiva de la actividad en
zimdtica (Cuadro 9).

Para determinar si el emsayo de actividad de la Na,K-ATP

asa es reproducible, se realizé el experimento siguiente:
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Efecto del pH de incubacifn sobre la acti-

vidad de la Na,K-ATPasa de membranas de eri

trocitos.

Protefna membranal = 86.2 microgramos.
Las condiciones del ensayo se describen en

el texto.

CUADRO 8. Actividad de Na,K-ATPasa de membranas de eritroci-
tos congelados por varios dfas a -20° C.

Dias de Micromolas de
almacenanmiento fosfato/hr.-mg. prot.
1 0.295 ¥ 0.003
2 0.297 ¥ 0.002
3 0.302 ¥ 0.004
4 0.294 ¥ 0.005
5 0.292 ¥ 0.003
10 0.259 ¥ 0.002
15 0.225 ¥ 0.003

a. Valores: promedio de triplicados ¥ ee.m.

b. En todos los ensayos se incubaron 114 microgramos de prote
fna membranal (una hora, 37° C), en ausencia y en presencia

de ouabafna 1 mM. Mezclas de reaccibén: ATP 3mM, HgCl2 3 mM,
NaCl 105.5 wM, KC1 15 mM, EDTA 0.2 mM y Tris 36.6 mM, pH 7.5.
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CUADRO 9. Efecto del desoxicolato de sodio (DOC) sobre la ac-
tividad de la Na,K-ATPasa de membranas de eritroci-

tos.

DoOC Micromolas de fosfato por Actividad relativa
(p/V) hora por mg. de progefna promedio
0.0 0.310 ¥ 0.008 1.00
0.0025 0.318 ¥ 0.009 1.03
0.005 0.335 ¥ 0.006 1.08
0.010 0.320 ¥ 0.012 1.03
0.015 0.299 ¥ 0.010 0.96
0.025 0.276 ¥ 0.013 0.89
0.030 0.231 ¥ 0.009 0.75
0.035 0.205 ¥ o0.010 0.66

a. Valores: promedio de duplicados ta.e.

b. La concentracién de DOC (desoxicolato de sodio) es la fi-

nal en la mezcla de reaccifén para ensayar la enzima.

c¢. Actividad realtiva promedio: actividad con DOC/actividad

sin DOC.

d. Las membranas (105 microgramos de protefna) se preincuba-

ron con el detergente por 5 minutos a 37° C. Las condiciones
de ensayo de actividad de Na,K-ATPasa fueron similares a-las

descritas en el Cuadro 8.

A partir de una misma muestra de "fantasmas" de eritrocitos
se ensayd por dos ocasiones la actividad enzimd&tica, emplean-
do el mismo protocolo con unas horas de diferencia entre am-
bos ensayos. En cada uno de .ellos se usaron 14 tubos para de
terminar la actividad total de ATPasa (medio completo, Cuadro
4), y otros 14 para medir la Mg-ATPasa (medio completo + oua-
bafna. Los resultados se muestran en el Cuadro 10.

La variabilidad intraensayo no fue significativa, ya que
los coeficientes de variacifn de todos los componentes de la
actividad de ATPasa (total, no sensible a ouabafna y sensible
al inhibidor) oscilaron entre 2 y 4 por ciento en ambos ensa-
yos (Cuadro 10). Tampoco se encontraron diferencias interen-
sayo significativas (Cuadro 10).
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CUADRO 10, Variaciones intra- e inter-ensayo de la actividad
de ATPasa de membranas de eritrocitos.

ATPasa Ensayo I Ensayo II

(Micromolas de fosfato/hr.-mg. protefna)

Total 0.487 ¥ 0.012 0.479 ¥ 0.008¢
(C.V. = 2.5 %) (C.V. = 1.7 %)
+ + c
Mg-ATPasa 0.212 ¥ 0.008 0.208 ¥ 0.007
g::b:§:2§51° 8 (C.V. = 3.8 %) (C.V. = 3.4 %)
Na,K-ATPasa 0.275 ¥ 0.007 0.271 ¥ 0.009°¢
(sensible a - -
suabatna) (C.V. = 2.5 %) (C.V. = 3.3 %)

a. Valores: promedio de tetraduplicados : d.e.

b. C.V. (coeficiente de variacifn) = (d.e.) (100)/promedio.
c¢. p mayor que 0.10, respecto del emsayo I (prueba de "D",
ver Mat. y Mé&t.).

d. E1 ensayo.II se hizo 4 horas despufs del I. Membranas de
una misma preparacidn (118 microgramos de protefma). Las con
diciones de ensayo fueron similares a las del Cuadro 8.

Se ha comunicado que tanto la actividad de Na,K-ATPasa
de membranas de eritrocitos, como el nfimero de unidades de la
enzima presentes en cada c&lula, son relativamente constantes
a través del tiempo (72). En el Cuadro 11 se presentan los
resultados de nueve determ{naciqnes independientes de la acti-
vidad de la Na,R-ATPasa de membranas de eritrocitos de un mis-
mo individuo (ﬁdulto), héchas a lo largo de 23 meses. Aunque
el coeficiente ée variacifn es de 7.8 por ciento, se observs
ung diferencia del 26 por ciento entre los valores méximo y
mfnimo de la actividad enzimftica (Cuadro 11).

D. Cinftica aparente de la Na,K-ATPasa de membranas de eri-
trocitos. '

A partir de las concentraciones de ATP, HgClz, NaCl, KCl,
EDTA y Tris, pH 7.5, descritas en el apartado anterior, se pro
cedi§ a determinar las Km aparentes de la Na,K-ATPasa para el
substrato (ATP) y los cationes activadores (Na+ y K+).
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CUADRO 11. Actividad de la Na,K-ATPasa de membranas de eritro

citos de un sujeto adulto sano: variacién en un
lapso de 23 meses.

Tiempo Micromolas de fosfato por hora
(meses) por miligramo de protefna
0 0.270 ¥ 0.013
1 0.302 ¥ 0.005
2 0.286 ¥ 0.001
4 0.251 ¥ o0.011
5 0.260 ¥ 0.008
10 0.276 ¥ 0.007
15 0.269 ¥ 0.006
21 0.317 ¥ 0.005
23 0.295 ¥ 0.005
Promedio ¥ d.e. 0.281 ¥ 0.022
Coeficiente de variacién 7.8 por ciento

a. Valores: promedios de duplicados o triplicados b d.e.
b. Coeficiente de variacifén: (d.e.) (100)/promedio.
c. En todos los ensayos se incubaron membranas de eritrocitos

(una

hora, 37° C, con y sin ouabaina 1 mM), en una mezcla de

reaccién que tenfa ATP 3 mM, MgCl, 3 mM, NaCl 105.5 mM, KCl
15 oM, EDTA 0.2 mM y Tris 36.6 mM, pH 7.5.

I. Actividad de Na,K-ATPasa versus concentracifn de
ATP.

Se incubaron membranas de eritrocitos én ausencia y
en presencia de ouabafna 1 mM, durante una hora a 37° C.
La mezcla de reaccifén contenfa MgCl2 3 mM, NaCl 105.5 mM,
KC1 15 mM, EDTA 0.2 mM y Tris 36.6 mM (pH 7.5). La con-
centracién de ATP vari§ de 0.21 a 3 mM.

En estas condiciones, se obtuvo unma curva de activi
dad enzimdtica con comportamiento hiperb§lico rectangu-
lar (Fig. 14). Al regraficar por el método de Lineweaver
-Burk (doble recfproco), la KM aparente calculada para
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ATP fue de 0.43 mM (Fig. 14).
II. Actividad dela Na,K~-ATPasa versus Na+.

Durante los primeros intentos para determinar la ac
tividad de la Na,K-ATPasa de membranas de eritrocitos
contra diversas concentraciones de NaCl, manteniendo fi-
jas las concentraciones de los demds componentes del en-
sayo (a saber, ATP 3 mM, chl2 3 oM, KC1 15 mM, EDTA 0.2
mM, Tris 36.6 mM, pH 7.5), se obtenfan curvas de veloci-
dad en las que el md@ximo de actividad enzimdtica ocurrfa
a una concentracién de NaCl de 10 a 15 mM, descendiendo
a concentraciones mayores (dato no mostrado). La i{inica
diferencia ostensible entre este emsayo y el convencio-
nal, descrito en las pidginas anteriores, fue la molari-
dad final de la mezcla de reaccidn. Para explorar el
efecto de este parametro sobre la actividad de la Na,K-
ATPasa a concentraciones variables de NaCl, se realizé
el experimento siguiente: se incubaron membranas de eri
trocitos (una hora, 37° C), en ausencia y en presencia
de ouabéfna, y en una mezcla de reaccién que contenfa
las concentraciones usuales de ATP, MgCl,, KCl y EDTA
(Cuadro 4), y concentraciones variables de NaCl (0 a 30
mM). La molaridad de la mezcla de reaccidn se ajust§
con Tris pH 7.5 a 71 mM (medio hipotSnico), 166 nM (me-
dio aproximadamente isotdnico al plasma) y 261 mM (medio
hiperténico).

Cuando la molaridad del medio de incubacién se man-
tuvo en 71 mM, la actividad de Na,K-ATPasa fue mixima a
una concentracifn de NaCl de 10 mM, descendiendo a medi-~
da que aument§ el ién Nat (Fig. 15A). La grafica de do-
ble recfproco, en consecuencia, no permiti§ calcular los
interceptos.

Al mantenerse la molaridad de 1a mezcla de reaccién
en 166 mM, la actividad de Na,K-ATPasa se increment§ de
manera hiperbflica conforme Quments la concentracifn de
NaCl (Fig. 15B). Al regraficar mediante doble recfproco,
se calculd una Ky aparenfe para Na* de 11 mM (Pig. 15B).
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Al regraficar mediante doble recfproco, se calculé una
KM aparente para Nat de 11 uM (Fig. 15B).

Un comportamiento similar se observ§ al mantener la
molaridad final en 261 mM (Fig. 15C), aunque ahora la KH
aparente para Na+, calculada por el doble recfproco, au-
mentd a 13 mM,

A consecuencia de este experimento, se decidid em-
plear en todos los ensayos de cinética una molaridad fi-
nal de 163 mM, similar a la empleada en el ensayo conven
cional de actividad de la Na,K-ATPasa (Cuadro 4). En la
Figura 16 se muestra el resultado de uno de estos experi
mentos. En tanto que la actividad total de ATPasa, en
presencia de cantidades crecientes de NaCl, se ajusta a
una funcién hiperbflica, el componente no sensible a oua
baina (Mg-ATPasa) permanece inalterable (Fig. 16A). En
consecuencia, el componente de actividad que es semnsible
al glucésido (Na,K-ATPasa) se-comporta de manera hiperbd
lica (Fib. 16B), lo que se traduce en una lfnea recta al
graficar el recfproco de la actividad especfifica contra
el reciproco de la concentracién de Nat (Fig. 16C).

III. Actividad de Na,K-ATPasa a concentraciones varia-
bles de K.

Se incubaron membranas en ausencia y en presencia

de ouabafna, a 37° C, durante una hora. La mezcla de
reaccidn contenia las concentraciones usuales de ATP,
NaCl, MgCl2 y EDTA. La concentracién de KCl varié§ de 0
a 10.5 mM, y:se mantuvo la molaridad final en 163 mM por
adicifén de Tris, pH 7.5.

Tanto la actividad total de ATPasa como su componen
te sensible a ouabafna (Na,K-ATPasa), se ajustaron a una
funcién hiperbdlica al aumentar la concentracién de K+
(Figs. 17A y 17B); el componente no sensible a ouabafna
fue creciendo lentamente (Fig. 17A). Al regraficar la
actividad de Na,R-ATPasa por el m€todo de Lineweaver-
Burk, se observd un comportamiento lineal (Fig. 17C).
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Para averiguar qué tanto varfan las constantes ciné
ticas en la Na,K-ATPasa, obtenicas por los métodos re=-
cifn descritos, se hicieron tres determinaciones indepen
dientes en una misma persona en un lapso de 49 dfas. El
Cuadro 12 muestra que la variacién intraindividual fue
pequeiia, ya que los coeficientes de variacién oscilaron

entre 3 y 7 por ciento.

CUADRO 12. Constantes cinéticas aparentes de la Na,K-ATPasa
de membranas de eritrocitos: variacidn intraindi
vidual en 49 dfas.

Tiempo Ky aparente (aM)?
(dfas) ATP Na* &

0 0.497 12.6 1.67
15 0.466 11.8 1.55
49 0.431 12.1 1.46

Promedio ¥ 0.465 % 12.2 ¥ 1.56 ¥
Desv. est. 0.033 0.4 0.11
c.v.b 7.1 3.3 7.1

a. Obtenidas por el método de Lineweaver-Burk (61).
b. Coeficiente de variacqu = desv. est.) (100)/promedio.

DISCUSION

A. Preparacifn de "fantasmas”" (membranmas) de eritrocitos.
La lisis osmdtica y el lavado repetido de los eritroci-
tos con una solucién de bicarbonato de sodio 7.5 mM, pH 7.4,
bastan para exponer la actividad de la Na,K-ATPasa sin necesi
dad de otros procedimientos (por ejemplo, la sonicacin) (Cua
dro 1). La exposicién de la actividad enzimltica se debe al
parecer a la eliminacifn de la barrera de permeabilidad que
opone la membrana celular intacta al paso del ATP, ya que el
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sitio activo de la Na,R-ATPasa se encuentra en el lado cito-
plasmiticé de la membrana (55). El mé€todo de Hanahan y
Ekholm (56), a base de soluciones de Tris, pH 7.6, produce
una exposicifn gimilar de la actividad enzimdtica (Cuadro 2),
con la ventaja adicional de que las soluciones empleadas mno
contienen sodio.

En las preparaciones membranales, como los "fantasmas"
de eritrocitos, puede haber un cierto porcentaje de actividad
enmascarada de la Na,K-ATPasa, ya que la enzima estf rodeada
por una matriz lipfdica que no es eliminable por las solucio-
nes de fuerza ifnica baja. Cuando las membranas ("fantasmas")
de eritrocitos fueron pretratadas con desoxicolato de sodio,
se logrd exponer un 8 por ciento extra de la actividad de la
enzima, cuando la concentracién final de la sal biliar fue de
0.005 por ciento, p/V (final), (Cuadro 9). A concentraciones
mayores del detergente se observd una disminucibn progresiva
de la actividad de la Na,K-ATPasa (Cuadro 9), hecho que pudie
ra se atribuido a la eliminacién de lipidos esenciales para

el funcionamiento de la enzima (73).

B. Cuantificacifn colorimétrica de fosfato inorgénico.

La determinacidén colorimétrica del fosfato inorgdnico 1i
berado por la Na,K-ATPasa, presenta el problema de una hidr§-
lisis no enzimitica de ATP de magnitud significativa (Cuadro
4), ya que este compuesto es muy sensible a la temperatura
elevada y el pH dcido (64). El1 método de Bonting y cols.
(58), que emplea sulfato ferroso como agente reductor, produ-
ce una hidrdlisis no enzimatica de ATP 37 por ciento me-
nor que la causada por el método de Ames (57), en el que el
agente que reduce el complejo fosfomolibdico es el Scido cf-
trico y se requiere una incubacién a 37° C durante una hora
(Cuadro 3). E1 método de Bonting y cols. ofrece la ventaja
adicional de que la coloracidn se desarrolla en 10 minutos a
temperatura ambiente.

Solamente el 12 por ciento de la hidrdlisis no enzimdti-
ca es imputable al ensayo de actividad de la Na,K-ATPasa (Cua

dro 5). Este hecho es relevante ya que una concentracién ele
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vada de ADP o de fosfato inorgdnico en el medio de reaccién
(mds del 10 por ciento de la concentracién de ATP), inhibe la
actividad de la Na,K-ATPasa (28).

c. Condiciones para medir la actividad de la Na,K-ATPasa de
membranas ("fantasmas") de eritrocitos.

La medicidn de la actividad de la Na,K-ATPasa en una pre
paracifn impura como son las membranas de eritrocitos, plan-
tea el problema de identificar la contribucién de otras fosfo-
hidrolasas presentes en la membrana a la actividad total de
ATPasa. Entre ellas se cuentan la ATPasa dependiente de cal-
cio y de magnesio (Ca,Mg-ATPasa) y la ATPasa dependiente de
magnesio y de apiones (C1- y uco;), (35). Ademds de evitar
la presencia de Ca++ y uco; en la mezcla de reaccidn, se re-
quieren otros controles. Si en el medio de reaccidn no se in
cluye el ién Nat o el ién K+, se obtiene una actividad resi-
dual de ATPasa (Mg-ATPasa inespecffica). Al restar esta acti
vidad de la total, se obtiene la actividad dependiente de Na+
y K+ o. Na,K-ATPasa (Cuadro 7). Si se emplea el glucdsido oua
bafna a una concentracidn inhibitoria médxima (1 mM, Fig 6),
se observa una actividad residual de ATPasa equiparable en
magnitud a la obtenida en ausencia de Na+ ylo kt (Cuadro 6),
por lo que, al sustfaer de la actividad total el componente
insensible a ouabaina, el componénte sengible al inhibidor es
similar en magnitud a la actividad de Na,K-ATPasa obtenido
con el otro control (Cuadro 7).

A una concentracién de ATP de 3 mM, una relacién equimo-
lar de Mg++ y ATP y una suma constante de Na+ + K+ = 120 nM,
las concentraciones de NaCl y KCl que producen una actividad
mfxima de la Na,K-ATPasa son de 105 y de 15 mM, respectivamen
te (Fig. 7). Esto es, la relacién de concentraciones Na+:vK+
Sptima es de 7 : 1, la cual se encuentra dentro del raﬂgo re-
comendado para ensayar la actividad de la Na,K-ATPasa (35).

La Na,K-ATPasa es una enzima membranal que, en la c&lula
intacta, acopla la hidr8lisis de ATP a un flujo de cationes
monovalentes (Na+ y K+) en contra de sus gradientes electro-
qufmicos (74). Bajo ciertas condiciones, tambi&n puede aco-
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plar el flujo de estos cationes monovalentes a favor de sus
gradientes electroqufmicos con la sfntesis de ATP (75). La en
zima act@ia por lo tanto como un transductor que convierte la
energfa quimica en gradientes electroquimicos para Nat y K+. o
sus qongéneres, de una manera reversible (74). E1 funciona-
miento de la enzima implica la capacidad para discriminar en-
tre los iones Na+ y K+, capacidad que se manifiesta en la tran
sicion entre dos conformaciones.de la Na,K-ATPasa: una forma
Nat (Bl) y una forma gt (Bz), (49). Esta adaptacifn de la es-
tructura molecular de la enzima a cada‘'uno de estos cationes
guarda una relacifn fntima con la afinidad de la Na,K-ATPasa
por su substrato: cuando estf "adaptada" al ién Na+ (El), se
"abre" un sitio de alta afinidad por el ATP; por el contrario,
la adaptacién a xt (Ez) estf asociada a una disminucién de la
afinidad por el gubstrato (45). Asf pues, la transicién con-
formacional enlaza de alguna manera la reaccién de la enzima
con el ATP a la reaccifn con los cationes activadores (Na+ y
K+) (74), y no resulta sorprendente que bajo las condiciones
de ensayo descritas existan concentraciones determinadas de
NaCl y KC1l que facilitenm las transiciones estructurales de la
Na,K-ATPasa y, por ende, la hidrdlisis enzimltica del ATP. La
relacién de concentraciones de Na' : k¥ que produce la hidréli
sis mdxima de ATP es de 7: 1 (Fig. 7). Fuera de esta relacién
6ptima de concentraciones, las actividades observadas de 1la
Na,K-ATPasa son menores (Fig. 7), lo cual puede deberse a la
competencia entre Na+ y K+ por sus sitios respectivos de acti-
vacién (39).

Cuando se excluye del medio de emsayo al ién Hg++, dismi-
nuye la actividad total de ATPasa de membranas de eritroéitos
en un 80 por ciento con respecto de la obtenida al emplear
MgCl, 3 mM (Cuadro 6), disminucién que también se refleja en
el componente sensible a ouabafna de la actividad (Na,K-ATPasa,
Fig. 8B). Este resultado corrobora el requerimiento de la en-
zima por el catifn divalente (28), el cual no solamente favore
ce la unién del substrato (45) sino también la transicién de
la Na,K-ATPasa de una conformacién affn por Na+ (El - P) a una
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conformacidén affn por gt (Ez - P), (35). Asimismo, el ifn
Hg++ estimula la unién de ouabafna en presencia de Nat (51).
Cuando se incrementa la concentraciSn de este catifn emn el me
dio, la actividad total de ATPasa crece hasta alcanzar una me
seta (Fig. 8A); sin embargo, el componente de la actividad
que no es sensible a ouabafna (Mg-ATPasa), contin{ia creciendo
conforme aumenta la concentracién de chl2 (Fig. 8A). Por es
ta razdn, la actividad de Na,K-ATPasa (componente sensible a
ouabafna) decrece a concentraciones de HgClz superiores a 3.5
mM (Fig. 8B). Este efecto inhibitorio del idn Mg++ sobre la
actividad de la Na,K-ATPasa es aparentemente de tipo no compe
titivo (76).

La ausencia de EDTA en el medio de reaccién produce un
aumento en la actividad total de la ATPasa (Cuadro 6), a ex-
pensas del componente insensible a ouabafna (Mg-ATPasa), (Fig.
9A). Conforme se afiade EDTA a la mezcla de reaccidn, las ac-
tividades de ATPasa total y Mg-ATPasa disminuyen (Fig. 9A),
en tanto que la actividad de la Na,K-ATPasa (componente sensi
ble al inhibidor) aument&, alcanzando un méximo en la vecin-
dad de EDTA 0.2 mM (Fig. 9B) y decreciendo a concentraciones
mayores del reactivo. A diferencia del ién Hg++, otros catio
nes divalentes (por ejemplo, Ca++) inhiben la actividad de la
Na,K-ATPasa y activan otras fosfohidrolasas de ATP (incluidas
en la Mg-ATPasa inespecfifica) (77). Por lo tanto, la "estimu
lacién" producida por el EDTA de la actividad de la Na,K-ATP-
asa pudiera ser atribuida a la quelacién de pequeiias cantida-
des de Ca++ presentes en la preparacién membranal y/o en 1la
mezcla de reaccidn. A concentraciones elevadas de EDTA dismi
nuye la actividad de la Na,K-ATPasa, presumiblemente porque
este agente también quela Mg++.

En todos los ensayos descritos el pH de la mezcla de
reaccifn se mantuvo por adicifn de Tris, pH 7.5. Cuando 1la
concentracidn de este catifn es de 20 mM, la actividad total
de ATPasa de membranas de eritrocitos es menor (6 por ciento)
con respecto de la observada con Tris 36.6 mM (Cuadro 6). Si

se incrementa la concentracién de Tris en el medio de reac-
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cifén, se observa un aumento en la actividad total de ATPasa
que es a expensas del componente insengible a ouabafna (Fig.
10A), en tanto que la actividad sensible al gluc§sido (Na,K-
ATPasa) es mixima en la vecindad de Tris 40 mM, declinando a
concentraciones mayores de este catién (Fig. 10B).

Debido a que los ensayos de actividad se llevan a cabo
con preparaciones impuras de naturaleza vesicular ("fantas-

" de eritrocitos), podria pensarse que el efecto del Tris

mas
sobre la actividad de la Na,K-ATPasa se debe a fuerza idnica.
Empero, se ha comunicado que este catifn ejerce ademds un e-
fecto directo sobre la enzima; induciendo una conformacién El
de alta afinidad por Na+ y ATP (74,78). Otros cationes (coli
na, imidazol) actfian de manera similar sobre la enzima, en
tanto que los iones Cs+, Rb+ y NHZ inducen una conformacién
Ez de la Na,K-ATPasa, con baja afinidad por ATP y afinidad
elevada por K+ (74). Por lo tanto, es razonable que en las
condiciones descritas para-el ensayo de actividad haya una
concentracidn de Tris Sptima para el ciclo de transiciones
conformacionales de la Na,K-ATPasa.

La temperatura Sptima para un ensayo de actividad enzimi
tica es aquella que mantiene constante una actividad mdxima
de la enzima a ser estudiada (61). Asf, aunque incubando las
membranas de eritrocitos a 41° C se observé el miximo de acti
vidad de la Na,K-ATPasa (Fig. 11), €sta fue mds estable a la
preincubacién durante una hora a 37° C (Fig. 12), por lo que
se escogif esta iltima temperatura para el ensayo.

Para la eleccidén del pH de incubacidén se aplica un crite
rio similar. Aunque no se preincubaron membranas de eritroci
tos en medios de acidez variable, el pH de incubacién aparen-
temente Sptimo para determinar la actividad de la Na,K-ATPasa
durante 60 minutos a 37° C se encuentra en la vecindad de 7.4
(Fig. 13), similar al encontrado en otros estudios (54).

Cuando se ensaya la actividad de la Na,K-ATPasa en pre-
sencia de una relacifn de concentraciones determinada de Na+=
K+, un incremento en la suma de concentraciones de estos dos

cationes desplaza el equilibrio de conformaciones de la Na, K,
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-ATPasa en favor de la forma Na® (E,), (74), cambio que ha si
do corroborado mediante el empleo de sondas fluorescentes (35).
Un efecto similar se obtiene cuando, & una suma constante de
concentraciones de Na+ + K+. se incrementa el pH (74). En o-
tras palabras, un pH elevado favorece una conformacifn enzimi
tica tipo E, de alta afinidad por ATP y Na+, en tanto que una
disminucidén en el pH desplaza la distribucién de conformacio-
nes de la enzima en favor de la forma E, de alta afinidad por
K+ (74). Por otra parte, cuando se titula el pH en tfrminos
de la afinidad relativa de la Na,K-ATPasa por Na+ o K+, a una
suma constante de concentraciones, un incremento en la rela-
cifn Na+/K+ deaﬁlaza la curva hacia valores menores de pH, he
cho que sugiere que un incremento en dicho cociente disminuye
el pKa de grupos funcionales de la enzima que son importantes
en su afinidad por Nat con respecto a xt (74). A partir de
egstos datos se ha postulado que la forma Na+ de la Na,K-ATP-
asa (El) es una conformacién no protonadd,. enm tanto que Ez
(forma K+) es una conformacidn protonada de la enzima (74).

La actividad de Na,K-ATPasa de membranas de eritrocitos
congeladas a -20° C es estable durante 4 semanas posteriores
a su obtencién (54). En las condiciones empleadas en el pre-
sente trabajo, la actividad de la enzima se preserva solamen-
te durante los primeros cinco _dfas posteriores al‘aishamiento
de las membranas, las cuales se mantuvieron congeladas a
-20° C (Cuadro 8).

E1l ensayo convencional para determinar la actividad de
la Na,K-ATPasa de membranas de eritrocitos es reproducible,
ya que las variaciones intra- e interensayo observadas no son
significativas (Cuadro 10).

En nueve determinaciones individuales la actividad de la
Na,K~ATPasa de membranas dé eritrocitos de una misma persona,
mediante un ensayo convencional similar al descrito, mostrd
un coeficiente de variacifn del 8 por ciento (Cuadro 11). Eg
te dato sugiere que al comparar las actividades enzimdticas
de distintas personas, las diferencias deben ser superiores

al 16 por ciento para ser significativas.
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D. Cinética aparente de la Na,K-ATPasa de membranas de eri-

trocitos,

Un prerrequisito para estudiar la cinftica de una enzima
es que la determinacifn de actividad se haga en condiciones
de "velocidad inicial", es decir, a concentraciones catalfiti-
cas de la enzima y concentraciones casi saturantes de su subs
trato, de manera que.la concentracidn de &ste permanezca rela
tivamente constante durante el tiempo que dure el ensayo y no
haya acumulacidn significativa de producto (s) (61). En la
figura 4 se observa que cuando la concentracidn inicial de
ATP es de 3 mM y las concentraciones de los dem@s componentes
del ensayo son las Sptimas (Cuadro 4), la actividad de la Na,
K-ATPasa de membranas de eritrocitos es lineal durante 60 mi-
nutos en un rango de concentraciones de proteina membranal de
30-140 microgramos. Esta linearidad sugiere que solamente se
valora la hidr8lisis enzimitica de ATP sin la interferencia
de los productos de la misma (ADP y fosfato inorgdnico), cuya
acumulacifn podrfa revertir el sentido de la reaccifn hacia
la sintesis de ATP y/o la inhibicidn de la actividad enzimfti
ca. En la figura 5 se observa que el tiempo de incubacidn em
pleado (una hora a 35° C) se encuentra dentro del rango 1li-
neal de actividad de la Na,K-ATPasa.

I, Actiyidad de la Na,K-ATPasa a concentraciones varia
bles de ATP.

Cuando se determina la actividad de la Na,K-ATPasa
de membranas de eritrocitos en un medio de reaccidn que
contiene las concentraciones previamente definidas de
MgClz, NaCl, KC1l y EDTA (Cuadro 4) y concentraciones de
ATP variables (0 a 3 mM), manteniendo la molaridad fi-
nal de la mezcla (163 mM) mediante la adicidn de Tris,
pH 7.5, la curva de velocidad inicial versus concentra-
cidn de ATP muestra un comportamiento hiperb&lico rec-
tangular (Fig. 14A), tipico de la cinética de Michaelis
y Menten (61). Al linearizar la curva mediante el méto
do de Lineweaver-Burk se obtienen los valores aparentes
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de Km y Vmax (Fig, 14B), La Km aparente para ATP en
este ejemplo fue de 0,43 mM, valor que coincide con el
de la Km del sitio de baja afinidad para ATP de la Na,
K-ATPasa (alrededor de 0,48 mM, ref, 38), Ademéis, el
valor calculado de la Km es comparable a los encontra-
dos por otros autores para la Na,K-ATPasa de membranas
de eritrocitos (54).

II, Actividad de la Na,K-ATPasa a concentraciones va-
riables de NaCl,

La actividad de la Na,K-ATPasa es estimulada por
la presencia conjunta de los cationes Na+ y K+ (Cuadro
6). Cuando la mezcla de reaccidn contiene las concen-
traciones preestablecidas de ATP, MgClz, KC1l y EDTA,
una concentracifn variable de NaCl (0 a 30 mM) y la mo
laridad final se mantiene en 71 mM por adicidn de Tris,
pH 7.5, la actividad de la Na,K-ATPasa muestra un méxi
mo a una concentracién de NaCl de 10 mM, decreciendo a
concentraciones mayores de este reactivo (Fig. 15A).
Por consiguiente, la gr&fica resultante de la aplica-
cion del método de Lineweaver-Burk es no lineal, sugi-
riendo una inhibicifn por "substrato" (en este caso,
el ifn Na+) (Fig. 15A). <Cuando la molaridad de la mez
cla de reaccidn es de 166 mM (por adicidn de Tris), la
curva de actividad de la Na,K-ATPasa contra la concen-
tracién de Na' muestra un comportamiento hiperb8lico
rectangular, debido a lo cual la grdfica de doble reci
proco (Lineweaver-Burk) es lineal (Fig. 15B), con una
Km aparente para Na+ de 11 mM. Si la molaridad de la
mezcla de reaccidn se incrementa a 261 mM (nuevamente,
por adicién de Tris), la curva de velocidad inicial es
también hiperbdlica y su doble reciproco lineal y, aun
que la Vmax calculada es similar a la observada a 166
mM, la Km aparente para Na* es ahora de 13 mM (Fig. 15
C). Estos resultados sugieren que el efecto del Tris
sobre la actividad de la Na,K-ATPasa de membranas de
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eritrocitos no solamente es debido a la fuerza idnica,
sino tambifn a una competencia con el i8n Na+, como lo
muestra el aumento en la Km aparente para este catidn
(Figs. 15B y 15C)., Este hallazgo es congruente con el
hecho de que el Tris induce una conformacidén de la Na,K-
ATPasa de alta afinidad for ATP y Nat (E,), (78).

Para ensayar rutinariamente la actividad de la Na,
K-ATPasa a concentraciones variables de NaCl (0 a 34 mM)
se eligié una molaridad final de la mezcla de reaccidn
de 163 mM, la cual tambifn se empled en la medicidn con-
vencional de actividad (Cuadro 4), asf como para la de-
terminacifn de la Km para ATP (ver apartado anterior).
En la figura 16 se presenta un ejemplo. Se observa que
la actividad total de ATPasa asciende de manera hiperbd-
lica a concentraciones crecientes de NaCl, en tanto que
el componente insensible a ouabaina (Mg-ATPasa) permane-
ce constante (Fig, 16A), lo cual se refleja en el compor
tamiento hiperb8lico de la actividad de la Na,K-ATPasa
(componente sensible a ouabaina), (Fig. 16B), con un do-
ble reciproco lineal (Fig. 16C)., La Km aparente para Na®
fue de 11.7 mM, la cual se encuentra dnetro del rango co
municado (5-13 mM, ref. 35).

III. Actividad de Na,K-ATPasa a concentraciones varia-
bles de KC1.

La actividad enzimftica se determind en un medio
que contenfia las concentraciones previamente estableci-
das de ATP, MgCl,, NaCl y EDTA (Cuadro 4), concentracio-
nes variables de KC1 (0 a 10.5 mM) y una molaridad final
de 163 mM (Tris, pH 7,5), En la figura 17A se observa
que la actividad total de ATPasa aumenta de manera hiper
b8lica al incrementarse la concentracifn de KCl en el me
dio de reaccifn, en tanto que el componente de actividad
insensible a ouabafna (Mg-ATPasa) permanece relativamen-
te constante, El comportamiento de la curva de activi-
dad sensible al glucdsido es hiperbdlico rectangular
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(17B), lo cual se traduce en una grffica lineal de doble
reciproco (Fig, 17C), La Km aparente calculada para Kt
en este ejemplo fue de 1,5 mM, valor que se encuentra
dentro del rango reportado (0.,7-1.8 mM, ref. 35),

La manera recién descrita para determinar las cons-
tantes cinéticas para Nat y K+ es artificiosa, debido al
efecto directo del Tris sobre la Na,K-ATPasa. Sin embar
go, el procedimiento habitual descrito en la literatura
no estd exento de problemas, Para evitar los efectos
del Tris o de otroa cationes sobre la enzima, las cons-
tantes cinfticas aparentes para Na+ y K+ se determinan
mediante la covariaciSn de estos cationes, a una suma
constante de las concentraciones de los mismos, mante-
niendo de esta manera la fuerza ifnica (79). Por ejem-
plo, cuando se determina la Km para Na+, a una suma de
nat + k% = 120 nM, se afiaden a la mezcla de reaccidn can
tidades crecientes de NaCl, manteniendo la molaridad fi-
nal por adicidn de KCl. De este modo se genera una cur-
va de actividad total de ATPasa, a la que se resta la ac
tividad obtenida en ausencia de NaCl (esto es, con KCl =
120 mM)i. El fundamento teSrico de este procedimiento es
que los sitios-de la enzima para el ibn K" estarfan to-
talmente ocupados por la presencia abundante de KC1l en
el medio de reaccifn y por lo tanto, el incremento obser
vado en la actividad de la ATPasa medida en ausencia de
Na+ al afiadir NaCl a la mezcla, serfia la actividad de
ATPasa dependiente de este catidén (80). Un razonamiento
similar se aplicaria para la cinética contra kY. N hay
que olvidar, sin embargo, que existe competencia entre
los iones Na¥ y kt por sus sitios respectivos de unidn
en la enzima (39), lo que pondria en tela de juicio la
validez de este m€todo.

De cualquier manera, las constantes ciné@ticas obte-
nidas por los procedimientos anteriormente descritos
(manteniendo la molaridad final en 163 mM por adicidn de
Tris), no muestran una grave variacifn intraindividual,
a juzgar por los datos del Cuadro 12,



CONCLUSIONES

1, La lisis osmbtica de los eritrocitos y el lavado respec-
tivo de los "fantasmas" (membranas) obtenidos con soluciones
de osmolaridad baja (10-20 miliosmolas ideales/litro), expo-
nen la actividad de la ATPasa dependiente de sodio y de pota-
sio (Na,K-ATPasa). El pretratamiento de las membranas con de
soxicolgto de sodio puede desenmascarar un porcentaje adicio-

nal de actividad enzimdtica.

2, La hidrflisis no enzimdtica de ATP es adjudicable en un

90 por ciento a factores extra-ensayo.

3. Para deducir el componente no especifico de la actividad

de ATPasa de membranas de eritrocitos, son igualmente efecti-
. + o+

vos los controles en los que se excluyen los iones Na o K,

o bien se utiliza ouabafna 1 mM,

4. En condiciones de velocidad inicial, una concentracidn
de ATP de 3 mM, una suma constante Na+ + K+ = 120 mM, una mo-
laridad final de 163 mM (coq Tris, pH 7.5), e incubando duran
te una hora a 37° C, las concentraciones Sptimas de los compo
nentes de la mezcla de reaccidn para determinar la actividad
de la Na,K-ATPasa de membranas de eritrocitos son: MgClz,

3 mM; NaCl, 105 mM; KC1l, 15 mM y, EDTA, 0.2 mM.

5. El ensayo convencional de actividad de la Na,K-ATPasa es
reproducible, con una variacifn intraindividual reducida de

la actividad enzimdtica.

6. La determinacidn de las constantes cin€ticas aparentes
de la Na,K-ATPasa para su substrato y sus cationes activado-
res, manteniendo una molaridad de 163 mM con Tris, es un pro-
cedimiento artificioso debido a los efectos directos de este
catidn sobre la enzima, La variacisn intraindividual de las
constantes cin€ticas de esta manera obtenidas es, aparentemen

te, reducida,
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SECCION II:

Actividad y cinética aparente
de la Na,K-ATPasa de membranas
de eritrocitos de pacientes
desnutridos graves,
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INTRODUCCION

El término desnutricidn, o estado deficiente de la nutri
cidn, agrupa a todas las condiciones ﬁatol&gicas que derivan
de un déficit en la ingestifn, absorcidn o aprovechamiento de
los nutrimentos, o de una situacidn de pérdidas energéticas
exageradas (81).

La desnutricifn es un proceso sistémico, ya que todas
las c&lulas del organismo son afectadas (82), Aunque en oca-
siones se habla de una desnutricifn de origen primario, esto
és, causada por una deficiencia cuantitativa o cualitativa en
la ingestidn de alimentos, o bien de una desnutricidn de tipo
secundario, debida a una deficiencia en el aprovechamiento
corporal de los alimentos, en la prdctica 1la desnutricidn
mds frecuentemente observada es de tipo mixto, es decir, de-
terminada por factores primarios y secundarios (81,82).

Los estudios experimentales han permitido discriminar el
efecto de 1la falta de un nutrimento especifico; sin embargo,
las carencias nutrioldgicas mis frecuentemente observadas en
el humano son de tipo miltiple, las cuales se traducen en ma-
nifestaciones complejas de enfermedad (8l1). Esto se explica
porque los humanos no ingieren nutrimentos individuales, sino
los vehiculos que los contienen: los alimentos (81).

Aunque todas las personas pueden sufrir desnutriciédn,
sus consecuencias son particularmente graves en las primeras
etapas de la vida, cuando se completa el desarrollo de los &r
ganos y el crecimiento del nifio incrementa los requerimientos
nutrioldgicos por encima de las necesidades de mantenimiento
corporal (2).

Entre la poblacifn infantil de los paises subdesarrolla-
dos predomina la desnutricidn denominada "energético-proteinica"
(83), un espectro de enfermedades de gravedad variable. La
denominacidn "energitico-ﬁroteinica", enfatiza la importancia
de las calorias y de la protefna de la dieta: si ésta es in-

suficiente de energia, es casi seguro que tambié&n la cantidad
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de proteina sea deficiente ja que parte de ella se cataboliza
rd para obtener energia, En otras ocasiones, la diete puede
ser deficiente en proteinas y relativamente suficiente en tér
minos de energia (83),.

Las variedades graves de la desnutricidn energético-pro-
téinica son el marasmo y el kwashiorkor, las cuales represen-
tan s8Slo la "punta” del gran iceberg de la desnutricidn infan
til, en el que predominan las formas leves y moderadas de la
enfermedad (82).

El marasmo (Fig, 18), frecuente en lactantes, se caracte
riza por un déficit ponderal marcado, con gran hipotrofia de
los tejidos muscular y subcutdneo (84)., Desde un punto de
vista estrictamente diet&tico se considera que la gram consun
cién que presenta el nifio marasmdtico es el resultado de un
intento de adaptacifn metabdlica, mediada por el sistema neu-

roenddcrino (85).

Pele nermal —_
‘!;"‘—Ghrl

de
Sviejite”

Hﬁrthnthn1m1ud;é

“Fig, 18, Caracteristicas clinicas del marasmo nu
tricional,
Fuente: Referencia 83,
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Aunque un paciente es catalogado como marasmfitico hasta
que su déficit de peso corporal es mayor del 40 por ciento
respecto del feso ideal fara la edad, antes de que la desnu-
tricidn haya alcanzado esta fase bueden detectarse cambios
metabdlicos importantes, Asf, en comunidades donde el maras
mo es prevalente, los nifios cuyo desarrollo se ha estancado
muestran concentraciones plasmiticas elevadas de cortisol y
de hormona del crecimiento, en tanto que la insulinemia es
baja (86). 'El perfil hormonal de los nifios marasmiticos hos
pitalizados es sflo una exageracidn del mostrado en etapas
previas de la desnutricidn (84), ademis de que se ha comuni-
cado un descenso en la concentracifn plasmitica de hormonas
tiroideas (87)., Estos cambios pueden interpretarse de la ma
nera siguiente: 1la hipoinsulinemia serfa una respuesta fi-
siolfgica a la ingestifn inadecuada de alimentos que facili-
tarfa la movilizacifn de substratos energéticos endSgenos
(87). El cortisol estimularfa la degradacidn de proteinas
en el tejido muscular, por lo que habria mayor disponibili-
dad de aminoficidos para la gluconeogénesis y la sintesis de
proteinas en el higado (85). Esto podria explicar, al menos
parcialmente, la hipotrofia muscular del marasmdtico y el
por qué no hay unaihipoproteinemia acentuada. Los niveles
altos de hormona del crecimiento péomoverian la movilizacidn
de dcidos grasos en el tejido adiposo (85) y la disminucidn
de hormonas tiroideas ayudarfa a preservar las escasas reser
vas energéticas del paciente, al disminuir la tasa metabdli-
ca basal (87).

El kwashiorkor (Fig. 19) ocurre con mayor frecuencia en
lactantes mayores y preescolares (8l). Los nifios afectados
muestran un déficit ponderal e hipotrofia muscular marcada,
la cual suele estar enmascarada por la relativa preservacidn
del tejido adiposo subcutfineo y por el edema, el cual puede
ser generalizado., Com@inmente se observan lesiones cutfneas
(hipopigmentacifn difusa o en flacas, con zonas de hiperpig-
mentacidn, descamacifn y ulceraciones, especialmente en los
pliegues de flexifn), alteraciones del cabello (decoloracibn,
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Fig. 19. Caracteristicas clinicas del kwashiorkor.
" Fuente: Referencia 73,
pérdida del brillo y fécil desprendimiento del cuero cabellu-
do), hepatomegalia (infiitraci6n grasa del higado) y cambios
psicolfgicos (anorexia y apatfa). Entre los hallazgos mds ca
racteristicos de laboratorio se cuentan la hipoalbuminemia,
la anemia y alteraciones electroliticas, (84).

También puede intentarse una interpretacidn homeostitica
del kwashiorkor, en funcidn de una deficiencia crénica de pro
teina en la dieta (85). Se ha encontrado que en las fases
previas al kwashiorkor manifiesto, el perfil hormonal de los
preescolares es distinto al descrito para los premarasmdticos:
la concentracidn plasmitica de insulina es relativamente ele-
vada, éon niveles normales de glucocorticoides y de hormona
del crecimiento (84),

Cuando una dieta es proporcionalmente deficiente en pro-
teinas, hay un esceso relatiyo de emergfa, aun cuando &sta no
satisfaga plenamente las necesidades del organismo (85). Es-
te exceso energ@tico relativo haria menos ostensible el consu
mo de las reservas enddgenas (87)., La secrecidn aumentada de
insulina favorecerfa la sintesis y defﬁsito de triglicéridos,
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ademfs de estimular la captacibn de aminodcidos esenciales
por el tejido muscular, lo que, en condiciones de un aporte
disminuido de protefna dietética, interferirfa con la sinte-
sis de proteinas hepiticas_de exfortaciSn (albiimina y apopro-
tefnas de la fraccidn lipofroteinica beta, entre otras). La
hipoalbuminemia resultante podria contribuir a la aparicidn
del edema, en tanto que la hipolipoproteinemia favoreceria la
acumulacidn de grasa en el higado (85).

En nifios con kwashiorkor manifiesto, el perfii hormonal
es diferente del descrito ﬁara lag fases previas de la enfer-
medad y muy parecido al del nifio marasmdtico: hipoinsuline-
mia, hipotiroidismo relativo y concentraciones plasmdticas
aumentadas de hormona del crecimiento y de cortisol (87). Es
tos cambios podrfan resultar de la anorexia y de las infeccio
nes intercurrentes (84).

Ahora bien, la desnutricifn energ€tico-proteinica no tie
ne un origen o una naturaleza exclusivamente diet@ticos. Fac
tores tales como la ignorancia, los tabfies culturales, la in-
salubridad, la marginacidn social y, en una palabra, todo lo
que encierra el término pobreza, afectan necesariamente el
consumo de alimentos, en perjuicio del estado de nutricién
del individuo (82). Sin embargo, gunque £a contaibucibn am-
biental a La patoglnesis de La desnutricibn es muy imponrtante,
tal vez La 6¢4queda de diferencias individuales en La acapta--
cibn a Las agresiones del medio ambiente ayuden a explicar
por qué La desnutnicibén afecta de manera heterogénea a nifios
pertenecientes al mismo ecosistema e, incluso, a una misma

famitia (83). En este contexto se inscribe el trabajo presen
te.

En la Introduccifn General se menciond que en eritroci-
tos de humanos obesos, asi como en higado y mfisculo del ratdn
genéticamente obeso (ob/ob), se encontrd una reduccidn en el
nimero de unidades y en la actividad de la ATPasa dependiente
de sodio y potasio (Na,K-ATPasa) (18,19,24), enzima 'a la que

se ha atribuido una participacidn importante en el gasto ener
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gético corporal (17), Estos hallazgos sugirieron que quizi
un decremento de la actividad de la Na,K-ATPasa esté involu-
crada en la patogénesis de algunos casos de obesidad enel hu-
mano (24). Seglin esta hipdtesis, los individuos con una ATP-
asa menos activa tendrfan requerimientos energéticos menores
y, por lo mismo, una dieta adecuada para sujetos cuya activi-
dad enzimdtica fuese mayor, conducirfa con el tiempo.-a un es-
tado de obesidad en aquéllos. Si esto fuese cierto, también
se podria esperar que individuos en los que la actividad de
la Na,R-ATPasa fuese mayor requiriesen mds energia dietética,
lo cual podrfa traducirse em un aumento de la susceptibilidad
a los efectos deletéreos de una alimentacidn deficiente. En-
tre otras cosas, esta hipdtesis predice que niifios afectados
con desnutricifn energético protefnica grave tengan una Na,K-
ATPasa mis activa que los nifios bien nutridos y que, esta di-
ferencia de actividad sea independiente del estado de nutri-
cifn, Para explorar esta posibilidad, se estudiaron la acti-
vidad y cinética aparente de la Na,K-ATPasa de membranas de
eritrocitos en un grupo de niiios con variedades graves de des
nutricidn, tanto a su ingreso como al egreso del Instituto Na
cional de Pediatria (Servicio de Nutricién, INCyTAS-DIF).

Con fines comparativos, se incluyd a un grupo de nifios bien
nutridos (Servicio de Oftalmologfa, Instituto Nacional de Pe-
diatria). En las pdginas siguientes se presentan y discuten
los resultados de este trabajo.



MATERIAL Y METODOS

A. Sujetos de estudio: Se incluyeron 16 nifios con desnutri
cifn energ@tico protefnica.de tercer grado (grave). Nueve de
la variedad marasmftica (45 dfas a 48 meses de edad; edad
promedio = 12 meses) y siete con kwashiorkor (11 meses a 48
meses de edad; edad fromedio = 32 meses). Con fines compa-
rativos se estudiaron siete nifios bien nutridos (24 meses a

9 afios de edad; edad promedio = 50 meses).

En todos los nifios desnutridos se hicieron las determina
ciones de actividad enzim8tica a su ingreso al hospital. S&-
lo se complet8 el estudio (esto es, se hizo una segunda deter
minacifn de actividad de la Na,K-ATPasa en el paciente recupe
rado a su egreso del hospital) en seis de los nifios marasmé-
ticos (éstancia promedio = 71 dfas) y en seis de los niiios
con kwashiorkor (estancia promedio = 44.5 dfas).

B. Obtencifn y procesamiento de muestras: Al ingreso y al
egreso de los pacientes se colect§ sangre venosa heparinizada
(3-5 mililitros), despu€s del ayuno nocturno. Los eritroci-
tos se separaron por centrifugacién (2,000 r,p.m., 4° C), y
se lavaron tres veces con 4 volGmenes de Tris 172 mM, pH 7.6.
Las membranas ("fantasmas") se prepararon por el método de
Hanahan y Ekholm (56), lisando los eritrocitos con 11 volGme
nes de Tris 11.1 mM, pH 7.6, agitando vigorosamente. La sus
pensidn fue centrifugada durante 30 minutos a 20,000 x g.;

se elimin§ el sobrenadante y los lavados se repitieron por
cuatro ocasiones mfs. A partir de la lisis, todos los proce
dimientos se llevaron a cabo a 4° C. Las membranas de eri-
trocitos se resuspendieton en la misma solucifn de Tris 11.1
nM (volumen final = 4-5 mililitros) y se congelaron alfcuo-
tas a -20°C, las cuales fueron ensayadas dentro de. las 36 ho
ras siguientes, La concentracifn de protefna membranal fue
determinada for la modificacidn de Oyama y Earle (59) al pro
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cedimiento de Lowry y cols (60).

C. Actividad de la Na,K-ATPasa; Todos los ensayos se hicie
ron por duplicado o triplicado, empleando 60 a 90 microgramos
de proteina de membranas (concentraciones que se encuentran
dentro del rango de actividad lineal) (Fig. 4). Las membra-
nas se incubaron durante una hora a 37° C, en un medio que
contenia ATP, 3 mM; chlz, 3 mM; NaCl, 105.5 mM; y EDTA, 0.2
mM, y en el que la molaridad final fue mantenida en 163 mM
por adicidn de Tris, pH 7.5, en ausencia y en presencia de
cuabaina 1 uM, .asf como en presencia y en ausencia de desoxi-
colato de sodio (0.005 %, p/V final). La reaccidn fue deteni
da por adicibn de 8cido tricloroacético frfo (5 %, p/V final),
manteniendo los tubos en un bafio de hielo. Se centrifugd du-
rante 5 minutos, a 3,000 r.p.m. (4° C) y se tom§ una alicuota
de sobrenadante para la cuantificacifn colorim&trica de fosfa
to inorgdnico (58). GComo blancos se utilizaron mezclas de

reaccidn en las que se omitieron el ATP o las membranas.

La actividad de la Na,K-ATPasa (componente sensible a
ouabaina) se calculd al restar la actividad no sensible al
glucdsido (Mg-ATPasa) de la actividad total, expresindola en
términos de micromolas de fosfato inorgfnico liberado por mi-
ligramo de proteina membramal por hora.

En los estudios cinéticos, las concentraciones de ATP fue
ron variadas entre 0,21 y 3 mM, las de NaCl entre 3 y 34 mM y
las de KC1 entre 0.96 y 10.5 mM. En todos los casos la tomici
dad final del medio de reaccidn fue mantenida en 163 mM por a-
dicidn de Tris, pH 7.5. Las constantes cin@ticas aparentes
(para ATP, Na+ y K+) fueron calculadas por el método de
Lineweaver-Burk (61). Debido a la insuficiente cantidad de
sangre, en la mayoria de las muestras solamente se realizaron
las determinaciones cinéticas,

D, Comparaciones estadisticas; Para comparar los promedios
de la actividad enzimdtica observada en los distintos grupos
estudiados, se empled la prueba de "t" de Student (62). Cuan-

do las actividades fueron en una misma poblacifn, se empled la
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prueba "D" (62)., En ambos casos, el nivel de significacidn

elegido fue p menor que 0.01.
RESULTADOS

En un ensayo convencional, la actividad de ATPasa total
de membranas de eritrocitos de los pacientes desnutridos no
tratados, fue mayor que la correspondiente a los nifios bien
nutridos (Cuadro 13). El incremento observado en la activi-
dad enzimdtica fue a expensas del componente sensible a ouaba
fna (Na,K-ATPasa, Cuadro 13).

La actividad de la Na,K-ATPasa eritrocitica de los niifios
con kwashiorkor fue, en promédio, 87 por ciento mayor que la
observada en nifios bien nutridos y 53 por ciento mids elevada
que la correspondiente a nifios marasmdticos no .tratados. En
estos iltimos, la actividad enzim&éica fue 22 por ciento ma-
yor que la de los nifios bien nutridos (Cuadro 13). Todas es-
tas diferencias fueron estadisticamente significativas (prue-
ba de "t", 62).

Al determinar la actividad de la Na,K-ATPasa contra di-
versas concentraciones de ATP, se observd un incremento en la
Vmax de la enzima de desnutridos no tratados, mds ostensible
en los nifios con kwashiorkor (Cuadro 14), sin que 1la KM apa-
rente 'para el substrato fuese diferente en alguno de los tres
grupos estudiados (Cuadro 14). Esta situacidn se ilustra en
la figura 20, donde se comparan los resultados de un nifio
con kwashiorkor, uno marasmdtico y uno bien nutrido.

Cuando se determind la actividad de la Na,K-ATPasa de
membranas de eritrocitos de desnutridos no tratados a concen
traciones variables de NaCl en la mezcla de reaccidn, se ob-
servd un aumento de la Vmax de la enzima, md@s notorio en los

pacientes con kwashiorkor, pero sin diferencias en la K, apa-

M
rente para Na' en los tres grupos estudiados (Cuadro 15). Es
te hecho se ejemplifica con los casos individuales de la fi-

gura 21.
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CUADRO 13, Actividad de ATPasa de membranas de eritrocitos
(desnutridos .,no tratados).

ATPasa (micromol Pi/hr-mg) a

‘Condicidn N Total Insensible Sensible
a ouabaina a ouabaina
b d
Marasmo 9 0.710 0.303 0.408
 0.015) (* 0.014) & 0.011)
Kwashiorkor 7 0.960 ¢ 0.336 0.624 ¢
¢t 0.012) t 0.018) t 0.013)
Bien nutridos 7 0.634 0.300 0.334
¢ 0.019) ¢ 0.008)  0.013)

a. Valores: Promedio ¥ e.i.m. N = nfimero de pacientes

b. p menor que 0.01 vs. bien nutridos-

c. p menor que 0.001 vs. marasmo y bien nutridos

d. p menor que 0.001 vs. bien nutridos

e. Las comparaciones se hicieron mediante la prueba de "t".

CUADRO 14, Actividad de la Na,K-ATPasﬁ-de membranas de eritro
citos a concentraciones variables de ATP (desnutri
dos no tratados).

Constantes cinéticas aparentes

Condicién N Vmax KH
(micromol Pi/hr-mg) (mM)
+ +
Marasmo 5 0,434 ¥ 0,009 0,443 ¥ 0,015
Kwashiorkor 5 0.672 ¥ 0,031 0.429 ¥ 0.006
Nifios bien 7 0.381 ¥ 0.015 0.444 ¥ 0,009
nutridos

. - .
a, Valores: Promedio - e.e.m, N = nimero de pacientes,
b. Las constantes cinéticas aparentes fueron determinadas por
el método de Lineweaver-Burk.
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Al medir la actividad de l1a Na,K-ATPasa de membranas de
eritrocitos de desnutridos no tratados contra varias concen-
traciones de KCl, se obtuvo un resultado similar: 1la Vmax es
taba aumentada, sin variacidn de la KH aparente para K+ (Cua-
dro 16). En la figura 22 se muestran ejemplos individuales.
Nuevamente, el aumento de Vmax era mayor en los nifios con kwa

shiorkor.

Cuando. se volvis a determinar la actividad de ATPasa de
membranas de eritrocitos en los pacientes recuperados clinica
mente, la actividad enzimftica total era ahora de magnitud se
mejante en todos los grupos estudiados (marasmo, kwashiorkor
y bien nutridos), a consecuencia de la disminucidn del compo-
nente sensible a ouabaina (Na,K-ATPasa, Cuadro 17).

CUADRO 15, Actividad de la Na,K-ATPaka de membranas de eritro
citos de desnutridos no tratados, medida a concen-
traciones variables de NaCl,

Constantes cinéticas aparentesb

Condicidn N v K
max M
(micromol Pi/hr-mg) (mM)
Marasmo 9 0.433 ¥ 0.009 10.8 ¥ 0
Kwashiorkor 7 0.673 ¥ 0.018 10.1 ¥ 0.2
Nifios bien 6 0.385 ¥ 0.017 10.8 ¥ 0.3
nutridos '

a. Valores: Promedio Yeem. N-= nGmero de pacientes.
b. Las constantes cinéticas aparentes fueron determinadas por
el método de Lineweaver-Burk.

Cuando los pacientes se recuperaron de la desnutricidn
se volvieron a estudiar las constantes cinéticas de la Na,K-
ATPasa. Se observd que las Vmax calculadas al ensayar la ac-
tividad de la enzima a concentraciones variables de ATP (Cua-
dro 18), NaCl (Cuadro 19) y KCl (Cuadro 20), respectivamente,
eran ahora similares a las observadas en nifios bien nutridos.
Ademds, no se observaron diferencias en las KH aparentes para



- 79 -

CUADRO 16, Actividad de la Na,K-ATPasa de membranas de eritro
citos de desnutridos no tratados, medida a concen-
traciones variables de KC1,

Constantes cinéticas aparentes

Condicidn N v K

max M

(micromol Pi/hr-mg) (mM)

+ +
Marasmo 6 0.428 - 0.008 1.48 - 0.05
Kwashiorkor 5 0.632 ¥ 0.019 1.41 ¥ 0,02
Nifios bien 6 0.367 ¥ 0.011 1.48 ¥ 0.04
nutridos

a. Valores: Promedio b e.e.m. N = nimero de pacientes.
b. Las constantes cinéticas aparentes fueron determinadas por
el método de Lineweaver-Burk.

CUADRO 17. Actividad de ATPasa de membranas de eritrocitos
(desnutridos recuperados).

ATPasa (micromol Pi/hr-mg) 8

Condicidn N Total Insensible Sensible
a quabaina a ouabaina
Marasmo 6 ,0.6146 ¢ , 0.281 , 0.342°
(- 0.024) (- 0.020) (- 0.030)
Rwashiorkor 6 0.676 ° , 0.311 , 0.365 P
(- 0.024) (- 0.014) (- 0.016)
Bien nutridoe 7 + 0 634 + 0 300 + 0.334
(- 0.019) (- 0.008) (- 0.013)

a. Valores: Promedio b e.e.m. N = nmero de pacientes.
b. p mayor que 0.10 vs. marasmo y bien nutridos.

c. p mayor que 0.10 vs, bien nutridos

d. Las comparaciones se hicieron mediante la prueba de "t".




79.1

4? 2.«
AN

N
N\
A

.°4
K." -4 *)
N, B
aso}- - ”’*
..,// c
/] .

misromeles fesfete /beri~mg. preteins

_ i
RNeSN:

21. Actividad de Na,K-ATPasa a concentraciones
variables de NaCl. Casos individuales ‘
(Desnutridos no tratados).

Fig.



- 80 -

misromeies fosfete /ere-mg pretolee
-

NN
\

Fig. 22 Actiyidad de Na,K-ATPasa a concentraciones
variables de KCl, Casos individuales (des

nutridos no tratados).



-81-

CUADRO 18, Actividad de la Na,K-ATPasa de membranas de eritro
citos de desnutridos recuperados, medida a concen-
traciones variables de ATP.

Constantes cinéticas aparentes

Condicidn N vmax Ku

(micromol Pi/hr-mg) (mM)
Marasmo 4 0.374 ¥ 0,014 0.440 ¥ 0.010
Kwashiorkor 4 0.378 ¥ 0.016 0.439 ¥ 0.015
Nifios bien 7 0.381 ¥ 0.015 0.444 ¥ 0.009
nutridos

a. Valores: Promedio ¥ e.e.m. N = nfimero de pacientes.
b. Las constantes cinéticas aparentes se determinaron por el
método de Lineweaver-Burk.

CUADRO 19. Actividad de la Na,K-ATPasa de membranas de eritro
citos deé desnutridos recuperados, medida a concen-
traciones variables de NaCl.

Constantes cinéticas aparentes

Condicidn N vmnx KH
(micromol Pi/hr-mg) (mM)
+ +
Marasmo 5 0.374 - 0.011 10.8 - 0.2
Kvashiorkor 6 0.405 ¥ 0,018 10.5 ¥ 0.3
'Nifios bien 6 0.385 ¥ 0,017 10.8 ¥ 0.3
‘nutridos

a., Valores: Promdio t e.,e.m, N = nGmero de pacientes,
b. Las constantes cin@ticas aparentes fueron determinadas por
el método de Lineweavyer-Burk,
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CUADRO 20, Activyidad de la Né,K-ATPasa de membranas de eritro
citos de desnutridos recuperados, medida a concen-
traciones variables de KCl.

Constantes cinéticas aparentes

=

Condicién N

vmax M
(micromol Pi/hr-mg) (mM)
+ +
Marasmo 5 0.356 - 0.013 1.48 - 0.06
Kwashiorkor 4 0.414 ¥ 0,014 1.45 ¥ 0.02
Nifios bien 6 0.367 ¥ 0.011 1.48 ¥ 0.04
nutridos

a. Valores: Promedio : e.e.m, N = nimero de pacientes.
b, Las constantes cin@ticas aparentes se determinaron por el
método de Lineweaver-Burk.

CUADRO 21, Actividad de la Na,K-ATPasa de membranas de eritro
citos de desnutridos, medida en presencia y en au-
sencia de desoxicolato de sodio.

micromolas Pi/hr-mg. 2 Actividad
. B relativa
Condicidn N Sian DOC Con DOC promedio

A. Paciente
no tratado:

Marasmo 9 0.408 Y o0.011 o0.414 Y 0.016 ¢ 1.02
Kwashiorkor 7 0.624 ¥ 0.022  0.626 ¥ 0.022 9 1.00
B. Paciente
recuperado:

+ + d
Marasmo 6 0.333 ¥ o0.008 0.342 ¥ 0,012 1.03
Kwashiorkor 6 0.365 ¥ 0.016  0.364 T 0.015 ¢ 1.00

1+

a. Valores: Promedio e.e.m. N = nimero de pacientes.

b. Desoxicolato de sodio (0.005 por ciento, p/V, final).

c. Actividad relativa promedio = actividad com DOC/actividad
sin DOC.

d. p mayor que 0.10 (prueba de "D" para diferencias de prome
dios.
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los tres componentes de la reaccidn (Cuadros 18-20). Este he
cho se ilustra en las figuras 23, 24 y 25, que comparan las
curvas de actividad de pacientes con marasmo y con kwashiorkor,
obtenidas a su ingreso y al egreso del hospital, contra ATP,
NaCl y KC1l, respectivamente.

Previamente se habfa encontrado que al pretratar las mem
branas de eritrocitos con desoxicolato de sodio (0.005 por
ciento, p/V), se lograba expomer un porcentaje adicional de
actividad de la Na,K-ATPasa (Cuadro 9, Seccién I). Cuando se
pretrataron las membranas de eritrocitos de los pacientes des
nutridos (no tratados y recuperados) con el detergente, la ac
tividad de la Na,K-ATPasa observada en su presencia no difi-
rib de la obteni&a en ausencia del desoxicolato en ninguna de

las condiciones clfnicas estudiadas (Cuadro 21).
DISCUSION

A. Na,K-ATfasa de membranas de eritrocitos y desnutricidn

energético- proteinica.

En los pacientes desnutridos graves no tratados se obser
vé un aumento aignificativo de la actividad de membranas de e
ritrocitos (ensayo ¢onvenciona1); incremento que fue mds os-
tensible en los nifios con kwashiorkor, pero que tambi&n ocu-
rrid en los afectados con marasmo (Cuadro 13). Este aumento
de actividad en el ensayo convencional, también se reflej§ en
un incremento de la vmax calculada en los ensayos cinéticos
contra ATP, NaCl y KCl, sin que se observara una variacidn

significativa de las K, aparentes para el substrato y los ca-

M
tiones activadores de la enzima (Cuadros 14, 15 y 16).

Estos resultados concuerdan, aparentemente, con la hipd-
tesis que motivé la realizacidn del presente trabajo: indivi
duos que constitutivamente derrochan energia ~--resultado de
incremento innato en la hidr§lisis de ATP-- y que crecen en

un ambiente de miseria, tendrian un riesgo mayor de verse a-
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fectados por 1a desnutricidn energético-p;oteinica, Una con-
secuencia de esta hipGtesis serfa el que Indices de dicha hi-
drdlisis de ATP, tal como la Na,K-ATPasa de membranas de eri-
trocitos, estarfan aumentados en nifios desnutridos en compara
cidn con nifios no desnutridos. Naturalmente, una concordan-

cia de este tipo, si bien es necesaria en el caso de que 1la

hipdtesis sea correcta, estd lejos de ser suficiente.

Con el objeto de discriminar si el incremento de la acti
vidad de la Na,K-ATPasa de eritrocitos es un fendmeno asocia-
do a la desnutricidn, o es indeéendiente de la misma, se repi
tieron los estudios en los pacientes recuperados clinicamente.
‘La actividad de la Na,K;ATPasa de los nifios inicialmente des-
nutridos y sometidos a tratamiento duarante varias semanas,
fue similar a la de niifios bien nutridos: 1la diferencia entre
ambos grupos desaparecif (Cuadro 17), Asimismo, las Voax cal
culadas para AT?P, Na+ y K+ de la enzima de eritrocitos de los
pacientes tratados se volvieron semejantes a las de los bien
nutridos, en tanto que las-Ku cprreapondientes permanecieron
inalterables (Cuadros 18, 19 y 20), Por lo ‘tanto, estos da-
tos descartan la hipStesis. La mayor hidr§lisis de ATP obser
vada, al menos la debida a la Na,K-ATPasa de membranas de eri
trocitos, no es independiente, sino cqncomitante a la desnu-
tricidn, y desaparece al curarse la enfermedad. Asi pues, no
.parece haber sido un factor predisponente ya que muy probable
mente la actividad enzimdtica habfa sido normal en los eritro
citos de estos nifios antes de que se iniciase el proceso de

desnutricidn.

No resulta fdcil explicar los cambios de actividad enzi-
mitica observados en los niifios desnutridos.. Se puede‘descar-
tar un enmascaramiento de la actividad de la Na,K-ATPasa, ya
que en todas las condiciones clinicas estudiadas no se obser-
varon diferencias de actividad entre las membranas que fueron
pretratadas con desoxicolato de sodio y aquéllas que no lo
fueron (Cuadro 21).

Un incremento de actividad de la Na,K~ATPasa de membra-
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nas de eritrocitos como el obgeryado en los nifios desnutridos
no tratados podria resultar de una disminucifn en el conteni-
do protefnico de la membrana, ya que la actividad fue expresa
da por miligramo de protefna membranal. En nifios con kwashior
kor no tratados se ha descrito qué la membrana de eritrocito
tiene un 20 por ciento menos proteina que las membranas perte
necientes a nifios bien nutridos (88). Sin embargo, aun corri
giendo por este factor la actividad enzim8tica que se observd
en los pacientes con esta variedad de desnutricifn (Cuadro
13), persiste una diferencia significativa con respecto a la
actividad de la Na,K-ATPasa,ae los bien nutridos,

Otra posibilidad es que los niiios desnutridos tengan en
su sangre una mayor proporcidn de eritrocitos j6venes, con un
nlmero mayor de unidades de Na,K-ATPasa por célula (89). De
hecho, el nlimero de sitios de 'unidn para ouabaina tritiada,
por eritrocito, es mayor en las células de pacientes con
kwashiorkor que en las pertenecientes a nifios marasmiticos y
a nifios bien nutridos (90).

Una de las catacterfeticas de la desnutricifn energético
-protefnica es la anemia (81). Entre los factores que contri
buyen a su desarrollo se encuentran deficiencias de nutrimen-
tos (por ejemplo, de hierro y de 8cido f&lico) y la infeccidn
crfnica, la cual deprime la funcifn hematopoyética (84), Por
otra parte, se ha encontrado que los erifrocitos de nifios con
kwashiorkor no tratado tienen una vida media disminuida (84).
A este respecto resulta interesante la hipétesis de Vertongen
y cols (91), quienes proponen que este acortamiento de la vi-
da media del eritrocito puede deberse, al menos parcialmente,
a un proceso hemolftico oxidativo. Estos autores encontraron
en eritrocitos de desnutridos no tratados un decremento signi
ficativo en las actividades de la peroxidasa de glutatifn y
de la dismutasa de superdxido (91). Ambas enzimas se encar-
gan de reducir derivados activos del oxfgeno, tales como el
perSxido de hidrégeno y el idn super8xido, los cuales pueden
dafiar la membrana celular e interferir con la funcién acarrea
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dora de oxigeno de la hemoglobjina (91), Las deficiencias en-
zimdticas mencionadas pueden deberse a carencias nutriolfgi-
cas, ya que la peroxidasa requiere selenio para su actividad,
y la dismutasa contiene cobre y zinc (92). Cuando los desnutridos
se recuperan, ambas actividades enzimlticas se normalizan
(21). Por lo tanto, quizd las diferencias en la actividad de
Na,K-ATPasa que se observaron en los dos estadios clinicos de
los pacientes incluidos en este trabajo (paciente no tratado
y paciente recuferado), resulten de una heterogeneidad en las
poblaciones de eritrocitos. Se ha observado, por ejemplo,
que ios eritrocitos de desnutridos graves tiemen mayor activi
dad de enzimas como la hexocinasa, la reductasa de glutation
y la deshidrogenasa de fosfogluconato (89, 91) y muestran una
disminucidn de la fragilidad pém&tica (93), caracteristicas

todas ellas de formas jSvenes de esta célula,

Las evidencias en contrario son las siguientes: en pa-
cientes con kwashiorkor se ha encontrado una actividad normal
de la acetilcolinesterasa de la membrana (94), enzima que es
un indice confiable de la "edad" eritrocitica (923). Ademds,
usualmente no hay reticulocitosis en los desnutridos no trata
dos (84, 89) y se ha descrito una resistencia de la médula §-
sea al estimulo de la eritropoyetina (89). Quizi esta contro
versia pueda resolverse empleando técnicas recientemente desa
rrolladas para separar poblaciones de efitrocitos; por ejem-
plo, un gradiente discontinuo de densidad con Percoll (parti-
culas coloidales de sflice recubiertas con polivinilpirrolido
na, 95), Se sabe que durante el envejecimiento, el eritroci-
to pierde agua y fragmentos de membrana, lo cual produce un_
decremento de volumen y un aumento de la densidad (96).

Otros factores que pudieran estar involucrados en el in-
cremento de la actividad de la Na,K-ATPasa de membranas de

eritrocitos de pacientes desnutridos, son los siguientes:
I. Alteraciones electrolfticas;

Quizd 14 causa mids frecuente de activacion de la Na,K

-ATPasa sea el aumento de la concentracién intracelular
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del idn Na+ (80). Asf, en algunos acasos de anemia hemol{tica here
ditaria (por ejemplo, la esferocitosis), los eritrocitos son anormal
mente permeables a este catidn y muestran una actividad aumentada de
la Na,K-ATPasa (97). Incluso, las alteraciones electroliticas pro-
longadas, y muy esﬁecialmente, el aumento de concentracién intracelu
lar de Na+, fueden estimular la sfntesis de unidades de Na,K-ATPasa
(80).

En la desnutricin energético-protefnica grave se ha encontra-
do una deplecidn de las reservas corporales de potasio, con un exce-
so relativo del sodio corﬁoral (84). Sin embargo, los datos de la
literatura referentes a las concentraciones intraeritrocitarias de
Na+ y K+ en pacientes desnutridos, son contradictorios. En tamto
que algunos encuentran un incremento de la concentracidn de Na+ en
los eritrocitos de marasmdticos, con disminucibn del idn K en eri-
trocitos de pacientes con kwashiorkor (98), otros reportan un incre-
mento en el potasio intraeritrocitario em esta variedad de desnutri-

cién (89), con una disminucian de la concentracidn de sodio.
II, Moduladores enddgenos de la actividad de la Na,K-ATPasa:

Los glucbsidos cardiactivos, como la ouabaina y la digoxina,
son inhibidores altamente especificos de la Na,K-ATPasa (35), y se
ha postulado que quizd esta enzima sea el receptor farmacoldgico de
tales substancias (99). Ahora biem, el descubrimiento de ligandos
end6genos para los receptores opidceos ha estimulado la bisqueda de
compuestos endSgenos que actfien sobre los sitios de unifn para ouaba
fna (100). Asi, el plasma de batracios contiene un factor no carac-
terizado que compite con la ouabaina por su sitio de unidén (Na,K-
ATPasa) y presenta reaccidn cruzada con anticuerpos anti-digoxina
(101), aunque no se ha encontrado una substancia similar en el plas-
ma de humano (100).

Ellﬁrgano eléctrico de la anguila contiene. substancias que pue
den inhibir la actividad de la Na,K-ATPasa, el transporte de rubidio
hacia el interior celular y la unidn de ouabaina tritiada a prepara-
ciones puras de la enzima (102), Se encontr§ que el factor imhibito
rio era una mezcla de dcidos grasos insaturados de cadena larga, en-
tre los que destacaban por su actividad los &cidos linolé&ico
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(18:2n-6) y araquiddnico (20:4n-6), (102), En nifios desnutridos pe-
ruanos las membranas de eritrocitos muestran una deficiencia de &ci-
do araquiddnico (md@s pronunciada en el kwashiorkor), en tanto que
los eritrocitos de marasmiticos tienen un menor contenido de dcido
linoléico (103), por lo que quizd éonviniera reexaminar las altera-
ciones de actividad de la Na,K-ATPasa de los desnutridos del trabajo

presente a la luz de estos hallazgos recientes.

El colesterol no esterificado puede inhibir la actividad de la
Na,K-ATPasa de membranas de eritrocitos en las que se ha modificado
el contenido de esta substancia, mediante la incubacidn de eritroci-
tos intactos con vesiculas de fosfatidilcolina que contiemen concen-
traciones variables del esterol (104). Por otra parte, in vivo, la
membrana del eritrocito participa en intercambios de colesterol no
esterificado durante la transformacidn de las lipoproteinas plasmiti
cas (105), y, potencialmente, esta substancia podria ser un regula-
dor enddgeno de la actividad de la Na,K-ATPasa de la membrana de eri
trocito (104). Esto viene a colacidn porque generalmente los nifios
con kwashiorkor muestran hipocolesterolemia e hipolipopreteinemia
(84), hechos que tal vez sean relevantes en los cambios de actividad

de la Na,K-ATPasa observados en los desnutridos.
III. Vanadio:

El vanadio es uno de los micronutrimentos esenciales para el
funcionamiento normal del organismo (92). EstS presente en todas
las células, generalmente en forma de vanadato (106). Uno de los e-
fectos mds caracteristicos de este idn es la inhibicibn de las fosfo
hidrolasas de ATP, entre las que se encuentra la Na,K-ATPasa (107),
aunque también afecta a otras enzimas, tales como la fosfofructocina
sa, la reductasa de 3-hidroximetil-glutaril-CoA y las fosfotasas aci
da y alcalina (106).

La Na,K-ATPasa es el equivalente enzimdtico de la "bomba" de
sodio de la membrana de las células intactas (15), El anidn vanada-
to inhibe la actividad de la "bomba", aumentando la afinidad de la
Na,K-ATPasa por el potasio extracelular, favoreciendo una conforma-
cidn enzimdtica (Ez) que dificulta su fosforilacidén inducida por so-
dio (107). En ausencia de vanadato, el potasio extracelular activa
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la "bomba", en tanto que cuando el anibn estd presente,
el efecto del potasio es inhibitorio (106).

Aunque no se conocen los efectos especificos de la
deficiencia de vanadio en el hombre, la restriccidn de
este elemento provoca un crecimiento subnormal en ratas
(92), Por otra parte, en nifios con kwashiorkor se ha en
contrado una disminucifn del 40 por ciento en la concen-
tracidn plasm@tica de vanadio (92), deficiencia que tal
vez est@ involucrada en las alteraciones de la actividad
de la Na,K-ATPasa de la membrana de eritrocitos de niiios

deqnutridos.

Los cambios observados en la actividad de la Na,K-
ATPasa eritrocitica de pacientes desnutridos, no son pri
vativos del gldbulo rojo ya que, en nifios con kwashior-
kor que fallecieron antes de mostrar signos de recupera-
cién, se encontrd un incremento en €l eflujo de sodio de
leucocitos (108). Ademds, en ratas sometidas a desnutri
cifn experimental, se han descrito cambios en la activi-
dad de la Na,K-ATPasa de preparaciones membranales de hi
gado, rifidn y eritrocitos, mismos que, al parecer, depen
dieron del tipo de dieta empleada (109). Asi, las ratas
alimentadas con dieta hipoenmergética mostraron un incre-
mento de la actividad enzimdtica de preparaciones de hi-
gado y rifi6n, en tanto que la actividad de la Na,K-ATPasa
de eritrocitos disminuyd con respecto a la observada en
ratas que recibieron una dieta normal (109). En contras
te, una dieta hipoproteinica se tradujo en un aumento de
la actividad de la enzima de rifién y de eritrocitos, en
tanto que no se modificd la actividad correspondiente a
higado (109). Estos hallazgos refuerzan la impresidn de
que las alteraciones de la actividad de la Na,K-ATPasa
de eritrocitos de nifios desnutridos son concomitantes a

la desnutricidn.

Ahora bien, los resultados del trabajo presente éog

cuerdan parcialmente con los de Kaplay en la India (98),
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quien encontrS diferencias en la actividad de la Na,K-
ATPasa eritrocitica entre nifios con kwashiorkor y bien
nutridos, aunque no entre €stos y pacientes con marasmo.
Otra diferencia entre los resultados de Kaplay y los
aquf presentados, es que dicho investigador observd un

decremento significativo en la KH aparente para Na+ en
pacientes con kwashiorkor (110), alteracifn que nosotros
no observamos. Estas discrepancias podrfan deberse a

los factores siguientes:

Metodol6gicos:
1, Preparacifn de membranas de eritrocitos:

En tanto:que la solucién empleada en es-
te trabajo para lisar los eritrocitos, fue
Tris 11.1 oM (20 miliosmolas ideales/litro),
pH 7.6, Kaplay utiliz§ Tris 5 mM (9 miliosmo-
las ideales/litro) pH 8.0 (98). La osmolari-
dad de 1la ;oluciﬁn empleada, especialmente
cuando es menor de 10 miliosmolas ideales/li-
tro, puede alterar la composicifn de las mem-
branas de eritrocitos (63) y exponer la activi
dad enzimdtica de manera no homogénea (55).
Asimismo, un pH muy alcalino puede afectar la
actividad de la Na,K-ATPasa (Fig. 13, Seccién
1).

2, Ensayo (convencional) de la actividad de
la Na,K-ATPasa:

En la Seccifn I se mostrd que a una suma
constante Na+ + K+ = 120 mM, las concentracio-
nes de NaCl y KCl en el medio de reaccidn que
producfan una activacidn mdxima de la enzima e
ran de 105 y 15 mM, respectivamente (Fig. 7).
En su ensayo, Kaplay emplea NaCl 140 mM y KC1
14 nM, concentraciones que para esa suma deter
minada de cationes (Na' + k¥ = 154 mM), se en-
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cuentran fuera del rango de actividad mixima
de la Na,K-ATPasa (110),.

3. Determinaciones cinéticas:

Para hacer la cinética aparente de la Na,
K-ATPasa, Kaplay empled la covariacifn de NaCl
y KCl1 (Nc+ + K+ = 154 mM) (110), y encontr§
que la KH aparente para sodio estaba significa
tivamente disminuida en los pacientes con kwa-
shiorkor comparados con los marasmdticos, difg
rencia no observada en el presente trabajo
(Cuadro 19). Esta discrepancia podrfa deberse
a que la cinética aparente de la Na,K-ATPasa
de nuestros pacientes contra el idn Na+, se es
tudi empleando concentraciones crecientes de
NaCl en un medio de reaccidn que contenfa una
concentracifn fija de KC1 (15 mM), y en el que
la molaridad final (163 mM) se mantuvo afiadien
do Tris, pH 7.5. En otras palabras, se cova-
riaron los cationes Na+ y Tria+. Como el Tris
ejerce un efecto directo sobre la Na,K-ATPasa
(74), bajo las condiciones experimentales em-
pleadas por nosotros, no se puede descartar que
haya una alteracidn en la KH aparentes para
Na+ de la Na,K-ATPasa de eritrocitos de pacien
tes con kwashiorkor y que esta alteracifn sea
responsable, al menos parcialmente, del incre-
mento observado en la actividad de la enzima

de estos pacientes.,
Etnicos:

En grupos humanos de origen &€tmnico diverso se

han encontrado diferencias en la actividad de la
Na,K-ATPasa de membranas de eritrocitos (111,112),
siendo 8ste otro factor que gse debe tomar en cuenta
al comparar los resultadog obtenidos por Kaplay en
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la India (98,110) y los encontrados con nifios mexi

canos,
c. Nutriolbgicos:

La Na,K-ATPasa es una enzima que se encuentra
en la membrana plasmatica (15), y sus propiedades
pueden ser alteradas por cambios en la composicién
de la matriz 1fpida que la rodea (113). Por otra
parte, la desnutricidon afecta a todas las cé&lulas
del organismo, entre ellas a los eritrocitos (84).
Por ejemplo, en nifios desnutridos graves se ha en-
contrado que las membranas de eritrocitos contie-
nen menos &acido linol@ico v 8cidn araqufdénico que
las correspondientes a nifios bien nutridos (103),
y en nifios con kwashiorkor se ha observado una dig
minucidn del cociente colesterol/fosfolfpidos en

las membranas de sus eritrocitos (93).
B. Actividad de la Na,K-ATPasa y obesidad.

Aunque otros grupos de investigacidn (114,115) han con-
firmado el hallazgo de una disminucidn en la actividad de la
Na,K-ATPasa de eritrocitos de humanos obesos (24), existen co
municaciones en contrario (111,116). Ademds, en preparacio-
nes de higado obtenidas por biopsia de individuos obesos, la
actividad de la Na,K-ATPasa no difirid de la correspondiente
a los sujetos delgados (117), lo que contradice uno de los su
puestos de la hipdtesis de De Luise y cols. (24): que la dis
minucidn de la actividad de la Na,KfATPasa de individuos obe-

sos fuese generalizada.

La proposicidn de que la Na,K-ATPasa pueda desempefiar
un papel relevante en la patogenia de la obesidad ha perdido
adeptos, a la luz de evidencias recientes. Al parecer, el de
fecto termogénico del ratdn ob/ob se debe a una alteracién en
el funcionamiento del tejido adiposo pardo (118), cuyas mito-
condrias permiten normalmente la disipacidn de grandes canti-

dades de energia en forma de calor ya que poseen una via de
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"escape" o "conductancia" de protomes (119). Actualmente,
a la N3,K-ATPasa se le atribuye un papel menor en el gasto e-

nergético corporal (120).

A pesar de que los cambios de actividad de la Na,K-
ATPasa tienen una importancia fisioldgica discutible, han ser
vido para discriminar entre dos formas de obesidad en humanos
adolescentes, Asf, la obesidad idiofﬁtica,'que se inicia a e
dad temprana, se asocia a una actividad disminuida de la Na,K
-ATPasa de eritrocitos, en tanto que aquella obesidad que es
imputable a lesiones hipotal@micas adquiridas se asocia a una
actividad normal de la enzima (121). De la misma manera, se
puede pensar que la actividad notablemente aumentada de la Na,
K-ATPasa eritrocitica de pacientes con kwashiorkor es otra ca
racterfstica clinica de esta variedad de desnutricidn, emn ra-
z6n de la concordancia de nuestro hallazgo con otras comunica

ciones independientes (98,89).

CONCLUSIONES

1. El incremento en la actividad de la Na,K-ATPasa de mem-
branas de eritrocitos, observado en los nifios desnutridos no
tratados y que fue particularmente ostensible en los pacien-
tes con kwashiorkor, no parece ser un fenSmeno independiente
de la desnutrici6n,_sino concomitante a ella ya que desapare-

ce al curar la enfermedad.

2, Las limitaciones del método utilizado (esto es, el em-
pleo de Tris) no permiten descartar que en el aumento de la
actividad de la Na,K-ATPasa eritrocitica de los desnutridos
no tratados, esté involucrada una alteracidn de la KH para

Na+.

3, Si bien los datos presentados descartan la hipStesis
que motiy® 1a realizacifn de este trabajo, ello no invalida
la-profosiciSn de que existan diferencias gen€ticamente deter
minadas en el manejo de la energfa corporal que puedan modifi
car el riesgo a enfermedades como la obesidad y la desnutri-
cidn.



- 97 -

RESUMEN

En algunos tejidos del rat8n ob/ob, asf como en eritro-
citos de humanos obesos, se ha encontrado una disminucidn del
nlmero de unidades y  de la actividad de la adenosintrifosfata-
sa dependiente de sodio y de ﬁotasio (Na,K-ATPasa), equivalen
te enzimdtico de la "bomba" de sodio presente en la membrana
de todas las células. En opinién de algunos, el gasto energg
tico asociado a la operacifn de la "bomba" puede contribuir
significativamente a la termogénesis corporal, por lo que un
decremento en la actividad de la Na,R-ATPasa pudiera estar in
volucrado en la predisposicifn de algunos individuos a la obge
sidad. Del mismo modo, un sujeto mis eficiente en la conser-
vacidn de energia por poseer una "bomba" de sodio menos acti-
va, resistirfia mejor los efectos de uma dieta hipocalSrica
que aquél cuya "bomba" de sodio fuese mis activa. Asf, este
individuo serfia mds 1dbil en un ambiente carencial, hecho que
tal vez se manifestarfa en una forma més grave de desnutri-
cidn, §8i la Na,K-ATPasa estuviese involucrada en la suscepti
bilidad a esta enfermedad se podria esperar que estuviese au-
mentada su actividad en aquelios sujetos con formas graves de
desnutricifn, y que este incremento de actividad fuése inde-
pendiente del estado de nutriciSn del individuo. Para explo-
rar esta posibilidad, se midieron la actividad y las constan-~
tes cinéticas aparentes de la Na,K-ATPasa eritrocitica en un
grupo de nifios con variedades graves de desnutricidn eqergéti

co-proteinica, antes y después de recibir tratamiento.

Como paso previo al estudio de los nifios desnutridos,
se determinaron las condiciones para preparar las membranas
de eritrocitos, asi como para emsayar la actividad de la Na,K
-ATPasa (ATPasa sensible a omabaina) y determinar sus constan
tes cinéticas aparentes para ATP, Na+ y K+.

En los nifios desnutridos no tratados se observd un in-
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cremento significativo de la actividad de la Na,K-ATPasa eri-
trocftica, con respecto a la correspondiente a los nifios bien
nutridos, En los estudios cinfticos, este aumento de la acti
vidad enzimdtica, mds notorio em los pacientes con kwashior-
kor, se vio reflejado en un aumento de la V de la enzima,

max

sin alteracidn de las K, aparentes para ATP, Na+ y K+. Una

vez recuperados los pacgentea, se repitieron los estudios, ob
servidndose que la actividad de la Na,K-ATPasa habfa disminui-
do a niveles similares a los encontrados en los sujetos samos,
Estos resultados sugieren que el incremento de actividad de
la Na,K-ATPasa de membranas de eritrocitos de nifios desnutri-
‘dos es una respuesta a los cambios metabdlicos propios de la
desnutricidn, y no una caracterfstica permanente del indivi-

duo que lo hace mds susceptible a esta enfermedad.
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