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OBJETIVOS

Observar la forma de accién del Cadmio sobre la ATPasa de (Na*t + K*),
mediante concentraciones crecientes del metal en cuatro reacciones de la
enzima que implican diferentes estados conformacionales y, determinar con

ésto, en cudl actividad lleva a cabo su efecto inhibitorio.

Tomando en cuenta el efecto que produce el complejo (Cobre+o0-
fenantrolina) sobre la actividad de la ATPasa, se pretende observar si el
complejo (Cadmio +o-fenantrolina) produce un efecto similar en las actividades

enzimdticas a ensayar.

Aplicar agentes quelantes de cationes y compuestos que interaccionan
con grupos tioles para observar si existe efecto de reversién de la inhibicién,

lograda con cadmio en las diferentes actividades enziméticas ensayadas.

ldentificar si e! efecto del meta! se lleva a cabo sobre los grupos -SH de
las cistefnas que componen la enzima y que ocasionan los cambios

conformacionales de la misma.



ANTECEDENTES

El cadmio es un metal blanco, ductil y maleable que se emplea para
recubrimiento electrolitico del acero, recubrimientos cerdmicos, aleaciones,
baterfas de nfquel-cadmio, pigmentos empleados en pintura artistica; y en forma
mas impura y menos costosa se usa para tefir jabones, fibras textiles, vidrio,
papel y caucho. Su amalgama sirve como cemento para empastes de
odantologla y en los automoéviles se emplea para cubrir ias partes de acero de
los radiadores. En joyerfa, la aleacién de cadmio y plata en partes iguales sirve
como sustituto de la plata porque conserva su brillo mé&s tiempo. El cadmio se
emplea también en fertilizantes y fungicidas (2, 11).

Su accién toxicolégica es similar a8 la del arsénico y el mercurio. La
inhalacién crénica de polvo o de vapores de cadmio causa sequedad en Ia
garganta, tos, dolor de cabeza, vémito, dolor del pecho, extrema inquietud e
irritabilidad, pneumonitis quimica con edema pulmonar, posible bronconeumonia
Yy una necrosis cortical de ambos rifiones. La ingestion del cadmio o sus
compuestos causa incremento en {a salivacidn, opresién en la garganta, vémito,
dolor abdaminal y gastroenteritis severa (11, 12, 13).

Los medios por los cuales puede haber intoxicacién con cadmio son el
aire, la comida y el tabaco. Se ha encontrado en e! aire de &reas urbanas una
concentracion alta de cadmio en donde los niveles maximos llegan a 400
|Jg/m3, mientras que en las rurales la concentracién es de 2.5 ng/m3,
enfatizando que la contaminacién es debida a la actividad industrial (14).

El grado de riesgo de contaminacién por la comida depende de la cantidad
consumida de alimentos afectados. Se ha observado que cosechas de ralces y
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vegetales con hojas grandes se ven contaminadas dependiendo del grado de
concentracién del elemento en la tierra, ya que el agua de los drenajes contiene
altos niveles de cadmio de los desechos industriales y algunas de estas
residuales son usadas como agua de riego, siendo potencialmente iniciadores
de la entrada del metal al hombre por la cadena alimenticia. De forma
semejante, la contaminacién del agua de mar con desechos de aguas negras
contaminadas con cadmio afectan los alimentos consumidos por el hombre, ya
que el metal se acumula en los mariscos como el caracol, la langosta y los
cangrejos, y no en los peces (14, 15).

Otro factor importante es el tabaco, debido a que esta planta contiene, en
todas sus formas, cantidades apreciables de cadmio. Se estima que al fumar 20
cigarrillos se absorben 2-4 ng de cadmio, los que pueden depositarse en los
alveolos pulmonares y se considera que de un 60-70% es absorbido en forma
de CdO; la absorcién del metal a nivel pulmonar es 40% mayor que la
absorcién en el tracto intestinal (13, 15, 16, 17).

En un estudio comparativo realizadc en personas que no estan expuestas
al metal por motivos profesionales, se encontraron niveles séricos de 0.228
u#g/dl en fumadores y 0.153 ng/di en no fumadores (13, 17, 18).

Cuando hay envenenamiento por cadmio los efectos graves muestran
daiio al tracto pulmonar, necrosis testicular, transtornos del sistema endécrino,
hipertensién vy  relacién con respuestas cardiovasculares, anemia,
hepatotoxicidad y reduccion de la respuesta inmunolégica (19).

Debido a una exposicién crénica al cadmio pueden presentarse efectos
tales como e! enfisema puimonar y la lesién tubular renal. El dafo renal se
presenta por la acumulacién de cadmio en el segmento proximail de las células
epiteliales tubulares, las cuales estdn localizadas en la corteza del rifién. La
exposicién al cadmio induce biosintesis de metalotionelna principalmente por et
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higado y el rifién. El papel de esta proteina es unir y transportar el metal del
higado y fijarlo en el rifién (15, 20). Se ha sugerido que el 88% de! cadmio
presente en la corteza renal estd en forma unida a la tionelna v el 1% es
cadmio idnico, y que la capacidad de la protelna para unir al metal es debida a
la presencia de grupos sulfhidrilo titulables de las cistelnas presentes en la
tionelna.

El cadmio absorbido se une inicialmente a la metalotionelna y sélo cuando
se satura la capacidad de la protelna de unir al metal, se acumuia suficiente
cadmio libre para inhibir las actividades enziméaticas en general (3, 12, 21 al
24).

Se ha podido demostrar que la metalotioneina tiene un papel protector
contra el envenenamiento por cadmio, y el efecto téxico de éste se debe a la
liberacién del i6n al ser transportado del higado al rifién (25, 26, 27).

Ya que el metal se acumula como complejo cadmio-tioneina en la corteza
tubular, la reabsorcién de las proteinas y los electrolitos es inhibida
ocasionando la aparicién en la orina, de protefnas de peso molecular bajo
{20 000 a 25 000 Kdal}, especlalmente g2-microglobulinas que son el signo
principal de disfuncion renal y en menor grado las o y s-globulinas con poca
albdimina (12, 28).

La inhibicién de la reabsorcién tubular puede también dar como resultado
glucosuria seguida de una abrupta diuresis y aminoaciduria generalizada,
existiendo también fosfaturia; aunque la proteinuria es la anormalidad inicial y
méas consistente. Esta mezcla de hallazgos es conocida como el Sindrome de
Fanconi que es un defecto generalizado en el transporte de las membranas,
incluyendo las menbranas epiteliales de los tubulos proximales renales; y son
también observados en la enfermedad de ltai-ltai que es una osteomalasia que
afecta severamente, en su mayoria, a mujeres multiparas postmenopdusicas del
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Japén (12). Se ha sugerido que en ambos padecimientos el mecanismo del
dafio involucra la inhibicién de! sistema de transporte de la ATPasa de {Na* +
K+), la cual esta localizada en la membrana plasmatica de las células renales.
Esta inhibicién podrfa causar la reducci6n del transporte tubular neto de solutos
argénicos e inorgdnicos del lumen de los tibulos proximales (28).

Otro dato importante que indica una alteracién renal es el hecho de que la
depuracién de creatinina se ve disminuida por debajo de 50 ml/min y se asocia
a ésto una reduccién en la reabsorcién del fosfato, esta reduccién no es
notable hasta que las p2-microgiobulinas o las proteinas totales en la orina
alcanzan valores alrededor de 100 a 500 ng/l. También se ha encontrado que
hay excrecién de protefnas de alto peso molecular que pueden indicar una
lesién a nivel glomerular secundaria a la lesion tubular (29},

El efecto del cadmio en los tdbulos renales posiblemente causa un
aumento en l!a excrecion de algunas sales como el calcio, el cual puede
depositarse en los tubulos renales propiciando la formacién de célculos {2). Se
considera que la ingestion diaria de 200 a 300 ug de cadmio puede generar
una concentracién en la corteza renal de 200 rg/g de tejido en personas de 45
a 50 afios de edad en poblaciones expuestas crénicamente al metal (30).

Se ha observado que el cadmio tiene afinidad por los grupos sulfhidriio de
las protefnas y, en consecuencia, altera las uniones disulfuro a nivel celular
pudiendo causar necrosis {6, 7, 8). En particular, después de una exposicién
aguda a través de las vias respiratorias se produce necrosis tubular y cortical.

Se ha estudiado también el efecto del cadmio sobre la ATPasa de especies
animales, encontréndose que el metal puede interactuar primeramente con el
substrato y directamente en los sitios de union del ATP y Na+, por lo que se
puede decir que hay una inhibicién competitiva cldsica por los sitios de unién
del ATP (9, 10).
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Skou en 1957 (31} demostrd la existencia de una enzima que hidrolizaba
ATP y era activada por iones sodio y potasio en extractos membranales de
nervio de cangrejo. Se han realizado estudios en diversas especies Incluyendo
el hombre para saber qué 6rganos contienen esta enzima en mayor cantidad
{32 al 36y 48).

La adenosinatrifosfatasa (ATP fosfohidrolasa (E.C. 3.6.1.3.)} activada por
iones Na* y K+ (ATPasa de (Nat + K*}) es conocida también como la "bomba
de sodio y potasio” y se localiza en las membranas plasméticas de todas las
células de! organismo. Esta enzima es la responsable del mantenimiento de la
concentracién de 140 mmol por litro de sodio a nivel extracelular y de 10 mmol
por litro intracelularmente, creando asi el gradiente de concentracién y carga
eléctrica a través de la membrana plasmética, que contribuye al estado de
polarizacién de dicha membrana en la mayor parte de los organismos vivos,
para ello, utiliza energla proveniente de la hidrélisis del ATP. Esta enzima
transporta al ién sodio desde el interior de la célula hacia el exterior, y al i6n
potasio en sentido inverso, debido a que el potencial eléctrico de la membrana
se considera positivo en el exterior y negativo en el interior, el i6n sodio se
mueve contra un gradiente de concentracion y de carga, mientras que el
potasio lo hace contra un gradiente de concentracién y a favor de un gradiente
de carga (32}

La enzima estd compuesta de dos subunidades, una subunidad
denominada a con un peso molecular de 100 Kdal es la unidad catalitica y se
ubica dentro de Ja membrana atravesdndola de lado a lado en forma asimétrica.
En ésta subunidad los sitios de unién para el Nat y ATP se ubican hacia el
citoso! y el sitio de unién para el K+ se localiza en el lado exterior. La
subunidad g de 50 Kdal es una glicoprotelna que atraviesa la membrana,
principalmente orientada hacia el espacio exterior. Aunque no se conocen sus
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funciones especificas su presencia es imprescindible para e! funcionamiento de
la enzima.

Se desconoce como estdn ensambiadas tas subunidades, se ha propuesto
que dos subunidades p estén colocadas a los lados de dos «, constituyendo asf
un tetrdmero {pgaap). Se ha postulado recientemente que fa unidad minima
funcional es un protrémero compuesto por una sola subunidad g y una a.
Cualquiera que sea su acomodo, las subunidades se unen entre sf por enlaces
débiles los que se modificar al fosforilarse la enzima (37).

Para poder comprender la interrelacién que existe entre los lones Na+t, K+
y Mg2+ y el ATP durante el praceso de hidrélisis, se presenta el esquema

siguiente (38):

M92+
ATP Na*/A'DP
E1 > E1~P+ADP
M92+
Pl +E2.2 E2~P
K+



Donde:

E1 y E2 son los estados conformacionales de la enzima libre.

ET~P y E2+P representa los estados conformacianales de la

enzima fosforilada.

E1~P sufre un cambio en su conformacién, inducido por el magnesio.

E2~P conformacién con afinidad por el potasio.

La ATPasa de {Nat+ K*) contien,e 36 grupos sulfhidrilo por mol de
enzima (P.M. 250 Kdal en conformacion "2)12): los cuales son importantes para
la hidrélisis de! ATP. Las diferentes reactividades de los grupos sulfhidrilo se
pueden utilizar como una medida de las conformaciones de la ATPasa (39, 54).

Se ha determinado que 34 de los 36 grupos tioles se encuentran en la
subunidad catalitica {») y sé6lo dos en la subunidad glicoproteica () (40). En
ausencia de detergentes, sélo los grupos sulfhidrilo de la subunidad catalitica ()
son accesibles a los reactivos, y ia modificacién de estos grupos genera
diferentes astados conformacionales de la enzima (63).

El grado de inhibicién de la actividad de la ATPasa de (Nat+ K*) por
reactivos especificos para grupos sulfhidrilos, es influenciado por el tipo vy la
concentracién de los cationes presentes. De 26 grupos tioles que reaccionan
con la N-etilmaleimida sélo 12 reaccionan con el &cido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNBJ}, estos son llamados grupos disponibles y de éstos, dos a
sels grupos por molécula de enzima son esenciales para la actividad de la
ATPasa (39, 41).

Varios autores han demostrado que el complejo (cobre-o-fenantrolina)
produce la inhibicién de la actividad de la ATPasa de (Na+ + K+)} e induce la

formacién reversible de dimeros o tetradmeros (42, 43).



La o-fenantrolina es una molécula que en conjuncién con el oxigeno del
aire y un metal de transicién ileva a la generacién de radicales hidroxilo, Forma
complejos estables con Culll), Colll}, Cdlll), Ni{ll} y Zn{il), también con agentes
quelantes que pueden unir al cobre tales como la trietanolamina, la neocuproina
o el EDTA {44}.

El complejo (cobre-o-fenantrolina) puede utilizarse como un reactivo que
cataliza la oxidaci6on de una variedad de compuestos con grupos sulfhidrilo a pH
fisiol6gico, vy puede ser usado para el entrecruzamiento de proteinas que
contengan grupos -SH {45). Este complejo se utiliza para comparar el efecto
que produce el complejo {cadmio-o-fenantrolinal sobre las cuatro funciones de
la ATPasa de (Na++ K*) que se estudian. Ya que e! complejo {cobre-o-
fenantrolina) causa las unlones disulfuro intra e intercadenas, éstas podrian ser,
en parte, responsables de la disminucion de la actividad de la ATPasa, de la
fosfatasa de K+ y de impedir la unién del ATP (46), sin embargo, se ha
demostrado que no acurre el entrecruzamiento de las subunidades @, y que la
formacién de un dimero o-a fue inducido al afadir Na* y ATP a la mezcla
reaccionante; observando también que este entrecruzamiento fue precedido por
la formacién de la fosfoenzima (47). Parece ser que el complejo {cobre-o-
fenantrolina) oxida los grupos suifhidriio que se van exponiendo por las
transiciones conformacionales posteriores a la fosforilacién {46, 47}.

De los diferentes estudios publicados se concluye que los metales
pesados como el cobre, el plomo, el mercurio y el cadmio producen efectos
nocivos a nivel renal (1, 2, 3). Los tres primeros se han estudiado
extensamente tanto por existir en altas concentraciones en diversas zonas
geogréficas, primordialmente en las urbanas, como por su alto grado de
toxicidad {(caso del mercurio). Tomando en consideracién que el cadmio es
utilizado en la industria, que en gran medida contamina el aire, que estd
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presente en algunos alimentos y que no alcanza los niveles tdéxicos como los
metales antes mencionados, se le ha menospreciado en su caricter citotéxico;
por lo que basados en algunos estudios previos en los que se propone que el
dafio primario a nivel renal sea directamente sobre la ATPasa de (Na+ + K+) (1
a 10) se decidi6é ensayar el efecto de dicho metal en el sistema de transporte
active lamado "bomba de sodio y potasio”, en rifién de perro, como uno de los

principales sistemas gue pudieran ser afectados.



A
B
c
D
E)

F)
G
H

J)

K

L}

M

MATERIAL Y METODOS

Qbtencién de la ATPasa de (Na* 4+ K*).

Determinacién de proteinas.

Determinacién de fasfato inorgénico.

Electroforesis.
Determinacién de la actividad enzimética de la ATPasa
de {Na* + K*) y de la ATPasa de Na*.

Efecto del cadmio en las actividades de la ATPasa.
Efecto de la o-fenantrolina en las actividades de la ATPasa.
Efecto del cadmio en presencia de una concentra-
cién constante de o-fenantralina sobre las actividades de
la ATPasa.
Determinacién de la actividad enzimdtica de la fosfatasa
de K+ y de la fosfatasa de Na+.

Efecto de la concentracién del cadmio sobre las activida-
des de las fosfatasas.
Efecto de la concentracién de o-fenantrolina sobre
las actividades de las fosfatasas.
Efecto del cadmio en presencia de una concentra-
clén constante de o-fenantrolina sobre las activida-
des medidas de las fosfatasas.
Reversién de la inhibicién de las actividades enzimdticas
por agentes guelantes de cationes (EDTA y EGTA)
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y compuestos que interaccionan con grupos tioles
(DTT y g-ME}). ‘
N) Titulacién de grupos tioles (-SH) de la ATPasa.

A) Obtencién de la ATPasa de (Nat + K*).

Esta enzima se prepar6 por el procedimiento descrito por Jorgensen (48),
en el cual se obtuvo la médula externa del riiién del perro para preparar la
fraccién protefnica por medio de la homogeneizaci6n y la centrifugacion
diferencial. El sedimento obtenido de la Ultima centrifugacién a 48000 xg por
30 minutos se resuspendié en una solucién 0.25 M de sacarosa y 0.03 M en
Imidazol a pH 7.2. Se cuantificdé la concentracién de protefnas de la
suspensién por ef método de Lowry {49) y se almacenaron las preparaciones en
nitrégeno liquido hasta su uso.

Las fracciones enzimaticas descongeladas se trataron con SDS por 30
minutos a 20°C vy se procedid a purificar la ATPasa por medio de una
centrifugacién en gradientes de densidad discontinua durante 90 minutos a
50 000 rpm, el botén obtenido fue la ATPasa que se resuspendié en un
volumen de 1 a 3 ml de Imidazol 25 mM pH 7.4, se dializé durante 12 hrs. a
09C, se almacend la enzima a 59C. La pureza de esta preparacién fue

confirmada por electroforesis.



B) Determinacién de proteinas.

1. Método de Lowry (48).
Este método mostré un intervalo lineal que va de 30 a 300 »g/ml en el
fatocalorimetro Klett-Summerson con filtro rojo v de § a 100 ug/ml en un

espectrofotémetro Beckman a 750 nm.

Reactivas:
a) NapCOg al 2% en NaOH 0.1 N,
Solucién concentrada (a x 2}: Na;CO3 al 4% en NaOH 0.2 N.
b) CuS04.5H,0 al 0.5% vy tartrato de sodio y potasio al 1%.
c}Mezcladea + b.
N mililitros de (a x 2} + N mililitros de H,0 -+ 4N/100 mililitros de b.
Donde N es el nimero de muestras en las que se determind
la concentracién de proteinas.
d) Reactivo de Folin - Ciocalteau {Sigma). Diluir en agua para hacer 1 N
o bien, calcutar el volumen que hay que anadir para neutralizar
el reactivo ¢ {aproximadamente 0.1 ml por 2 mi de c).
o) Estdndar de proteinas: albumina sérica bovina (BSA) de

concentracién 1 mg/ml.

Procedimiento:

En cada tubo se adicionaron 20 ul de proteina diluidos 1:50, que no
excedieron de 50 ug de protelnas totales, se le afiadieron 2 ml de reactivo ¢, se
mezclaron y se mantuvieron 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido

ese tiempo, se agregé 0.1 mi de Folin-Ciocalteau para neutralizar 2 ml del



reactivo c, se ajusté con agua destilada a un volumen final de 2.5 ml. Se ley6é
en espectrofotdmetro a 750 nm a los 30 minutos.
La curva patrén se realiz6 con concentraciones de albimina desde 0 a 50

1g totales.

2. Eliminacién de agentes que interfieren en la determinacién de protelnas

(50).

Este procedimiento se utilizd cuando en la mezcla estubieron presentes,
junto con la protefna, detergentes o reactivos que interfirieran en la

determinacién de proteinas.

Reactivos:
1. Desoxicolato de sodio al 1% {DOC Na).
2. Acido tricloroacético al 10% {TCA).
3. Hidréxido de sodio 1 N (NaOH).
4. a) NapCOj3 al 2% (Carbonato de sodio).
b) CuS04.5H,0 al 0.5% vy tartrato de sodio y potasio al 1%.
¢} Preparaci6n de la solucién de cobre alcalino al 0.01%: se disolvié
por separado y se mezclé en la siguiente proporcién: 50 ml de
a + 1mideb.
5. Reactivo de Folin-Ciocalteau.

6. Estandar de proteinas: albdmina sérica bovina 1 mg/ml.

Procedimiento:
Se utilizaron volimenes entre 25 y 400 1l que contuvieron de 10 a 50 ug
de proteinas totales, se afadieron 100ui de DOC Na al 1% a cada muestra, se
19



agité vigorosamente y se les adiciond 1 ml de TCA al 10% para precipitar las
protelnas y el desoxicolato de sodio. Para javar las paredes de los tubos se
afadié un milititro mas de la solucién de TCA. Inmediatamente después las
mezclas se centrifugaron a 3 000 rpm 10 min a temperatura ambiente y el
sobrenadante fue eliminado con cuidada. Al sedimento se le afadieron 0.5 mi
de NaOH 1 N y se agitaron hasta disolver ta pastilla, una vez disuelta se
agregaron 2 ml de sofucién alcalina de cobre al 0.01%.

Después de reposar 10 minutos a temperatura ambiente se afiadisron 0.5
ml de reactivo de Folin y se determiné la densidad éptica a 750 nm una vez

transcurridos 30 minutos.
C) Determinacién de fosfato inorgénico.
1. Método de Taussky y Shorr (51).

Reactivos:
a) Acido sulfurico 10 N,
b} Molibdato de amonio al 10% (solucién stock).
Se afiadleron 50 g de (NH4)g.M07024.4H20 a 400 ml de
H2S04 para evitar formacién de pasta y una vez disuelto se
complet6 el volumen a 500 ml con Hy80, .
c) Molibdato ferroso {preparar fresco en cada ocasién}.
Para préparar 100 ml de la solucién se afiadieron 10 ml de la solucién

b vy 5 g de FeS0,4.7H,0 a 70 m! de agua destilada, se disolvié y

se llevd al volumen deseado.
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Procedimiento:

Se utilizé 0.1 m! del problema con fosfatos y se afadieron 2 mi del
reactivo c, el color se desarrollé durante 1 minuto y fue estable durante 2 hrs.

La concentracién de fosfato se determiné extrapolando densidad dptica a
660 nm en la curva patrén. Dicha curva de fosfatos se realizé a partir de la

solucién estadndar desde 125 hasta 500 nmoles de Pi.

2. Determinacién de fosfato Inorgénico con molibdato {(56).

Soluciones:

1. Molibdato aménico al 6.6%.

2. Acetona.

Procedimiento:

A 0.5 ml de la muestra que contiene fosfatos se le afadieron 0.5 m! de
TCA al 10% frfo, 0.4 ml de molibdato aménico al 6.6% y 0.3 ml de acetona. El

color amarilio obtenido se leyé en un espectrofotémetro a 410 nm contra curva
patrén de KH,PO4 como en el método de Taussky.

D) Electroforesis.

Para determinar la posible formacion de bandas de entrecruzamiento
debido a la accién del cadmio en la enzima y el establecimiento de puentes
disulfuro, se realizé un corrimiento electroforético en geles de acrilamida al
3.3%, segun el método de Laemmli (55).

Para el estudio se emplearon los reactivos a ensayar bajo el siguiente
esquema:
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TUBO ENZIMA B-ME Cu Cu-o-F  Cd Cd-o-F

105 ug 100mM 80:M 80uM 80xM 80uM
500:M 500:M

1 + + - - - -
2 + - + - - -
3 + + + - - -
4 + - - - -
5 s + - + - -
6 + - - - -
7 + + - - + -
8 + - - - -

9 + + - - -

Las muestras fueron preparadas en un volumen final de 100 ul. Se
preincubaron 10 minutos a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno
para evitar la oxidacién. Después se agregaron: 20 x| de una solucién que
contiene EDTA 10 mM, SDS al 2% y Mersalilt 2mM para detener la reaccién;
seguidamente se afiadieron 10 ul de una mexcla que contenfa: amortiguador de
fosfatos 0.1 mM, 10% de SDS, 10% de p-Mercaptoetanol y 50 ul de otra
mezcla conteniendo: amortiguador de fosfatos 0.1 M, 10% de glicero!, 10% de
p-Mercaptoetanol y 0.001% de azul de bromofenol.

Los geles se colocaron en {a camara de electroforesis y se les aplicé una
corriente de 4 mA por ge! durante una hora. Después del tiempo de
preincubacién las mezclas fueron colocadas sobre los geles, dejando el voitaje

1 hora a 4 mA e incrementdndolo después a 8 mA por gel hasta que e! azul de
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bromofenal, que se utiliza como indicador del corrimiento, llegue al extremo del
gel.

Una vez concluida !a corrida, los geles fueron separados de los tubos y
tefiidos con azul brillante de Coomassie {G) durante la noche. Al dia siguiente
se procedié a decolorarios con una solucién de 4cido acético al 7% hasta
observar las bandas bien definidas.

Mediante este procedimiento se encontraron dos bandas proteicas, una de
50 000 y otra de 100 000 daltons, lo que nos mostré la pureza de la
preparacion (52).

E) Determinacién de la actividad enzimética de la ATPasa de (Na+ + K+!

y de la ATPasa de Na*.

Se obtuvo la enzima pura por el método de Jorgensen (48) y se determind
la cantidad de proteinas de acuerdo a Lowry (49). Enseguida se procedié a
medir la hidrélisis del ATP, determinada por la liberacién de fosfato inorgénico
por el método de Taussky y Shorr (51).

En dicha reaccion se utiliz6 una mezcla a pH 7.4 de: 10 mM de MgCly, 50
mM de Trietanolamina, 20 mM de KCI, 20 mM de NaCl, enzima cuya
concentracién fue de 2 a 519/ | y agua destilada para un volumen final de 1 ml.
De esta mezcla se tom¢ la mitad del volumen y se le afiadié TCA ai 10% frio y
100 mM de ATP para realizar asf, los tiempos iniciales de reaccién o tiempos
cero. Al resto de la mezcla se {e anadi6 3mM de ATP y se incubdé a 37°C
durante 10 minutos, se detuvo la reaccién con TCA al 10% frfo y se determind

la densidad dptica a 660 nm en un espectrofotémetro Beckman contra una
curva de KH,PO4,
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Se obtuvo ia diferencia entre la densidad éptica de las reacciones a los 10
minutos v los tiempos cero para obtener las nanomolas de ATP hidrolizado v,
considerando la cantidad de proteina utilizada, se determiné Ia actividad
enzimatica especificada en nMoles de ATP hidrolizado por miligramo de proteina
por minuto.

La actividad de la ATPasa de Na+ se midié de la misma forma que la
antes mencionada para la ATPasa de (Nat + K+), con la diferencia que se
substituyé el KCI 20 mM por 20 mM de Cloruro de Colina para mantener la
fuerzu i6nica de la reaccion.

Este procedimiento produjo preparaciones con actividades especificas

entre 14y 26 «M de ATP/mg de proteina/minuto.
F} Efecto del Cadmio en las actividades de la ATPasa.

A una serie de tubos, por duplicado, se les afadié 5mM de MgCly, 50 mM
de TEA-HCI pH 7.4, 100 mM de NaCl, 20 mM de KCl, concentraciones
variables de CdCiy entre O y 60 M, 4.6 g de enzima y agua destilada para
completar un volumen final de 960 nl. Esta mezcla se preincubd durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Al final de la preincubacién se tomaron 4804l de cada tubo y se afiadieron
a otro tubo con TCA al 10% frioc y 3 mM de ATP para determinar el fosfato
inorgdnico a tiempo cero. Al volumen restante de los primeros tubos se les
adicioné 3 mM de ATP y se incubarcn a 379C durante 10 minutos; se detuvo la
reaccién con TCA. Después de 5 minutos se afiadieron los reactivos para
desarrollar la coloracién y se determiné la cantidad de fosfato inorganico libre,

por el primer método.
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G) Efecto de la o-fenantrolina en las actividades de la ATPasa.

Se utilizaron cantidades variables de una solucién alcohdlica de o-
fenantrolina de 0 a 500 «M, se evaporé el alcohol y se restituy6 e! volumen con
agua. Se empled el mismo procedimiento del inciso F sin ta presencia de
cadmio, bajo las mismas concentraciones de los reactivos y se obtuvo la

densidad 6ptica a 660 nm en un espectrofotémetro Beckman.

H) Efecto del cadmio en presencia de una concentracién constante de o-

fenantrolina sobre las actividades de la ATPasa.

Con el objeto de determinar si la presencia de la o-fenantrolina estimula el
efecto inhibidor del cadmio, se realizaron experimentos en los cuales se
ocuparon 7 ug de enzima, concentraciones variables de cadmio de 0 a 60 uM y
o-fenantrolina de 500 uM; realizando los ensayos bajo las mismas condiciones
que los anteriores.

La determinacién del fosfato liberado se realizé empleando el
pracedimiento 2, utilizando 1.5 m} de alcohol butirico para extraer el complejo
fosfomollbdico en acetona, debido a que hay formacién de turbidez por la
presencia de la o-fenantrolina. Se determind la absorcién del sobrenadante

orgdnico que contiene el complejo colorido a 410 nm.

1) Determinacién de la actividad enzimética de la fosfatasa de K+ y de la

fosfatasa de Na*.

Para determinar esta actividad se utilizé el p-nitrofenilfosfato (p-NFF}
diciclohexilamonio en substitucién del ATP. Se prepard una mezcla con 10 mM
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de MgCly, 50 mM de TEA-HCI pH 7.4 , 20 mM de KCI, 2 g de enzima y se
afadi6 agua destilada para tener un volumen final de 375 ul, para la reaccion de
fosfatasa de K+,

Se preincubaron los tubos a temperatura amblente durante 30 minutos y
después se agregd 10 mM de p-NFF y se incubé 10 minutos a 37°C. Al término
de la reaccion se afadieron 500 sl de TCA frfo y 1 ml de solucién 1M de Tris,
teniendo un volumen final de 2 ml. E!l p-nitrofenol formado, de color amarillo, se
determiné por su absorcién a 410 nm; contra una curva patrén de O a 504M de
p-nitrofenol.

En el caso de la fosfatasa de Na* se utilizé 100 mM de NaCl (en lugar de
20 mM de KCI) y 20 ng de enzima para producir una mayor respuesta de
reaccién, ya que la velocidad de la enzima para hidrotizar el p-nitrofenol, a
diferencia de la fosfatasa de K+, es méas lenta. Se graficé el curso de la
reaccién a 410 nm, con una temperatura de 37°C durante 10 minutos para

determinar fa actividad enzimatica.

J} Efecto de la concentracién del cadmio sobre las actividades de las

fosfatasas.
El efecto inhibitorio del cadmio se estudié realizando experimentos como

los descritos en el inciso anterior, variando la concentracién de cadmio entre O

y 100 #M en presencia de una concentracién constante de la enzima.
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K} Efecto de la concentracién de o-fenantrolina sobre las actividades de

las fosfatasas.

Para observar la influencia de la o-fenantrolina se realizaron los
expearimentos como se indicd en el inciso |, variando las concentraciones de la

o-fenantrolina desde O hasta TmM.

L} Efecto del cadmio en presencia de una concentracién constante de o-

fenantrolina sobre las actividades medidas de las fosfatasas.

Se utilizaron concentraciones variables de cadmio desde O hasta 1004M,
con una concentracién constante de 400 #M de o-fenantrolina para la fosfatasa

de Na*, se realiz6 el mismo procedimiento que en los ensayos anteriores.

M) Reversi6n de la inhibicién de las actividades enziméticas por agentes
quelantes de cationes (EDTA y EGTA) y compuestos que interaccionan can

grupos tloles (DTT y s-ME).

Primero se obtuvo la inhibicién de las actividades enziméticas ensayadas,
para lo cual se preparé una mezcla inicial conteniendo 5 mM de MgCly, 50 mM
de TEA-HCI pH 7.4, 100 mM de NaCl, 20 mM de KCI, 162 1g de enzima y agua
destilada suficiente para un volumen final de 29.1 ml debido a que fueron
varias reacciones.

A cada tubo se le afadieron 485 1l de la mezcla inicial, se seleccionaron
tubos a los que se les agregé e! complejo (cadmio-o-fenantrolina) en

concentraciones de 80uM y 500 «M respectivamente.
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Después de 30 minutos de preincubacién en presencia de los inhibidores,

en cada caso se agregaron los siguientes reactivas:

Agentes quelantes de cationes: Cancentracién final:
EDTA Acido etilendiamino tetraacético 500 uM
EGTA Acido etilenguanido tetraacético 500.:M

Compuestos que interaccionan con grupos tioles:
DTT Ditiotreitol imM
A-ME p-Mercaptoetanol 1mM

Inmediatamente después se agregé 3 mM de ATP para efectuar la
reaccién de hidrdlisis, la cual se desarrolié durante 10 minutos a 37°C y se
detuvo tras la adiciéon de TCA al 10% frlo; se determiné la cantidad de fosfato
liberado @ 410 nm por el método 2 y se utilizé una curva estdndar de KHaPQ4.

El procedimiento antcrior fue ensayado para la ATPasa de (Na+t+ K*), y
para las otras reacclones enzimaticas se realizaron las siguientes modificaciones
pertinentes:

1. Reversién de la inhibicién de ta ATPasa de Na*:

Se substituyo el KCi por Cloruro de Colina 20 mM en la mezcla inicial.

2. Reversién de la inhibicién de la fosfatasa de K+:

La reaccién de hidrélisis se llevé a cabo con 10 mM de p-nitrofenilfosfato
en lugar del ATP. Se desarrollé color con la adicidn de 1M de Tris y ia densidad

Optica, a 410 nm, se extrapolé en una curva estdndar de p-nitrofenal.
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3. Reversién de la inhibicién de la fosfatasa de Na*:

En esta reaccién se eliminé la presencia de 20 mM de KCl, dejando |3
concentraci6n de 100 mM de NaCl para mantener la fuerza iénica y se
substituyé el ATP con p-nitrofenitfosfato.

Debido a que la velocidad de reaccién es mas lenta que la fosfatasa de
K*, la determinacién se realizé en el espectrofotémetro a 410 nm y a 37°C,

graficando el curso de la reaccion durante 10 minutos.

N) Titulacién de grupos tioles {-SH) de la ATPasa.

Para cuantificar el numero de grupos -SH presentes en la preparacién de la
ATPasa de (Na+ + K*) se utilizd el 4cido 5-5'-ditiobis-2-nitrobenzoico {(DTNB)
que reacciona especificamente con los grupos -SH libres (Boyne y Ellman, 52).

Se afiadieron a una cubeta de 1 cm: 25 mM de TRIS-HCI, 1 mM de DTNB
y concentraciones variables de una solucién de cistefna para desarrollar una
curva entre O y 60 uM en un volumen final de 1 ml. Se graficaron tanto la sefal
inicial producida por el DTNB como ta sefial después de reaccionar con los
grupos -SH libres de la cistelna.

Se realizé un control con albumina sérica bovina a una concentracién de 1
mg/ml en 25 mM de TRIS (pH 7.5), en una cubeta de 1 cm. Se afadi6 100
pM de DTNB y se graficé el curso de la reaccidn por espacio de 20 minutos a
temperatura ambiente.

Para determinar los grupos -SH de Jla ATPasa de (Nat+ K*), la
preparacién enzimética fue centrifugada, lavada tres veces y resuspendida en
25 mM de Tris-HC! (pH 7.5) para eliminar el imidazo! en que estaba

resuspendida, ya que podrfa interferir en la lectura de la absorbancia a 412 nm.

29



Se adicionaron 428! de 25 mM de Tris-HCI y 0.5 «g/ml de enzima en una
cubeta del aspectrofotémetro y se determiné, en 10 minutas, el cambio en la
absorbancia a 412 nm a 37°C empleando un registrador.

Del mismo modo se prepard otra cubeta en la que se afiadi6 la enzima bajo
las mismas concentraciones, pero antes de agregar el DTNB se adicioné dodecil
sulfato de sodio (SDS) 2 mg/500 «ul para desnaturalizar la proteina y exponer los
grupos -SH a la accién del DTNB que se ailadié6 en concentracién final de 200
M. Se registré todo el curso de {a reaccién en funcién del tiempo.

A una serie de tubos se les agregé 0.5 mg/ml de enzima, el complejo
{cadmio 80uM-o-fenantrolina 500 «M) en unos tubos, y en otros el complejo
(cobre 80uM-o-fenantrolina 500, M) y también 26 mM de Tris-HC| pH 7.5, para
tener un volumen finat de 500 ul. Se preincubaron estas mezclas 60 minutos a
temperatura ambiente, después se afiadié 5 mM de EDTA para frenar la
reaccién e inmediatamente se agregaron 200 M de DTNB y se determind la

absorcién a lo largo de 28 minutos a 412 nm, utilizando un registrador.
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RESULTADOS

El trabajo se realiz6 en tres etapas: la primera es el estudio cinético de la
inhibicién de las dos actividades dependientes de Na* y Mg2+ (ATPasa y
fosfatasa de Na+), del ciclo de reacciones en las que participa la ATPasa de
(Na+.+ K+); la actividad dependiente de K+ y Mg2+ {que es la fosfatasa de
K+ como se indicé en la introduccién), y el ciclo completo de la ATPasa
dependiente de Na+ + K* y Mg2+; el objetivo era determinar en cuél de las
etapas de reaccién se mostraba el mayor efecto inhibitorio del cadmio y el
compleje (cadmio-o-fenantrolina).

La segunda etapa fue determinar si el cadmio asociado o no a la o-
fenantrolina modifica los grupos -SH de las cistelnas de la enzima, como se ha
propuesto para el complejo (cobre-o-fenantrolina).

»La tercera etapa consistié en buscar indicios de entrecruzamiento de las
subunidades que forman parte de {a ATPasa de (Na++ K*), como se ha

observado para el cobre y la o-fenantrolina {45}.

Inhibicién de las actividades de la ATPasa

1° Actividad dependiente de Na™.

Se estudiaron los efectos de la o-fenantrolina, el cadmio y el complejo
{cadmio-o-fenantrolina) en‘las actividades de la ATPasa y de la fosfatasa
dependientes de Na+.

El efecto se presenta como la disminucién en el porcentaje de actividad de
la enzima.

La actividad de ATPasa de Na* es ligeramente inhibida por la o-

fenantrolina (al rededor de un 20%) es méaxima después de 0.3 mM (fig. 1).
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FIGURA 1

EFECTO DEL CADMIO Y EL COMPLEJO {CADMIO-0-FENANTROLINA) SOBRE
LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Na*, EN DONDE SE MUESTRAN LAS
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE CADMIO (o), o-FENANTROLINA {x) Y EL
COMPLEJO (CADMIO + o-FENANTROLINA) {a).
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El cadmio tampoco es un inhibidor potente ya que alcanza su maximo
efecto inhibiendo el 35% de la actividad. Cuando se adicionaron el cadmio y la
o-fenantrolina juntos parece que la inhibicién obtenida es la suma de ias
inhibiciones de ambos compuestos por separado, aparentemente no hay un
efecto sinérgico del complejo (Cd2+ +0-F).

La actividad de la fosfatasa dependiente de Na* (fig. 2) es mucho més
sensible a estos inhibidores ya que la o-F por separado produce una inhibici6n
del 50%, en estos datos posiblemente se incrementd esta inhibicién porque no
se evaporé el alcohol y por lo tanto no se restituyé el volumen con agua. El
cadmio solo produce una inhibicién ligeramente mayor que la producida por la
o-F y el complejo de ambos inhibidores aumenta la inhibicién hasta un 70%

aproximadamente a la maxima concentracién.

2° Actividad dependiente de K+,

Con el K+ solamente es posible medir la actividad de fosfatasa ya que el
ATP no es hidrolizado en ausencia de Na *. En la figura 3 se observa que la o-F
no produce ningldn efecto sobre esta actividad en las concentraciones
ensayadas mientras que el Cd2+ muestra ser un mejor inhibidor ya que se
alcanza un 60% con sélo 20 #M de Cd2+. La mezcla de {Cd2+ +o-F) inhibe en

menor porcentaje que el Cd2+ solo.

3° Actividad dependiente de Na+t y de K+,

En el sistema de ATPasa de {Na* + K*) se lleva a cabo el ciclo completo
de reaccion presentado en el esquema 1, en la figura 4 se observa una

inhibicién de la enzima del 70% en presencia del complejo (cadmio-o-
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FIGURA 2
EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CADMIO (o), o-
FENANTROLINA {x) Y EL COMPLEJO {(CADMIO +0-FENANTROLINA} { 4 )
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA DE SQDIO.
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EFECTO DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE CADMIO

(o),

FENANTROLINA (x} Y CADMIO + o-F (4) EN LA ACTICIDAD DE

FOSFATASA DEK*,
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FENANTROLINA (x) Y CADMIO + o-F (4) EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE

LA ATPasa DE {Na*+ + K*}).
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fenantrolina) en concentraciones de 10 uM y 0.5 mM respectivamente, al
incrementar la concentracién det cadmio en e! rango de 10 a 60 uM se llegé a
un 85% de inhibicién. En el mismo sistema se observa que el cadmio "per se”
produce una inhibicién del 50% de actividad a una concentracién de 10 uM y
que, al aumentar la concentracién de cadmio se obtiene el mismo porcentaje de
inhibicién que el complejo anterior. En la misma figura se muestra que la o-F no
tiene ningun efecto en la reaccién. El cadmio parece tener un solo componente
de inhibici6n, mientras que el complejo (Cd2+ +o-F) parece tener dos

componentes. Los porcentajes maximos de inhibicién se presentan enseguida:

PORCENTAJES MAXIMOS DE INHIBICION

ACTIVIDADES CADMIO CADMIO + o-F
ATPasa Na+ 35 50
FOSFATASA Na+ 56 70
FOSFATASA K+ 60 30
ATPasa (Na* + K+) 85 85

Los datos reportados en las figuras 1 a 4 se graficaron segun Dixon, es
decir, el inverso del porcentaje de actividad frente a la concentracién de Cd2+
en ausencia y en presencia de o-F (fig. 6 y 7}, con el objeto de vobtener una
constante de inhibicién aparente que permita comparar mejor la potencia
inhibitoria del Cd2+ en cada una de las reacciones estudiadas.

En las fig. 5 y 6 donde se muestra la accién del cadmio solo, se observa

que la reaccién de ATPasa de (Na* + K*) es la més afectada ya que presenta

una constante de inhibici6n aparente (Kjzp = 9 «M) menor que para las otras
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EFECTO DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE CADMIO EN CADA UNA DE
LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS ENSAYADAS.
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GRAFICA DE DIXON EN LA QUE SE MUESTRA EL INVERSO DEL PORCENTAJE
DE ACTIVIDAD VS CONCENTRACIONES CRECIENTES DE CADMIO, PARA LAS
DIFERENTES ACTIVIDADES MEDIDAS: ATPasa DE Na* (o}, FOSFATASA DE
Nat+ (%), FOSFATASA DE K* (4} Y ATPasa DE (Nat+ K+) (e);
PRESENTANDO LAS CONSTANTES DE INHIBICION APARENTES DE CADA
REACCION.
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actividades medidas. Los valores de las Kiap de los otros experimentos se

encuentran en la siguiente Tabla :

CONSTANTES DE INHIBICION APARENTES DEL Cd2+ Y
{Cd2+ +0-F) EN LA ATPasa de (Na+ + K+) DE RINON

ACTIVIDADES CADMIOZ+ (M) CADMIOZ+ (uM),
o-FENANTROLINA
{0.5 mM)

ATPasa Na+ + K+ 8.41 4.26

ATPasa Na+ 60.62 66.47

FCSFATASA K+ 30.54 86.11

FOSFATASA Na+ 865.84 67.38

En la fig. 7 se comparan los efectos causados por el complejo (Cd2+ +0-F)
en las actividades ensayadas, observdndose una inhibicién, alrededor del 80%
en e! ciclo completo de la ATPasa de (Na* + K},

La figura 8 presenta en gréfica de Dixon, que la mayor inhibicién la
provoca el complejo en la actividad de ATPasa de {Na++ K+), mostrando una
curva de dos componentes; uno con una constante de inhibicién del orden de 5

#M y un segundo con una Kjpp del mismo orden que las constantes de menor
afinidad de las otras reacciones parciales de la ATPasa {60 nM}).

Los datos para cada una de eilas son presentados en la tabla anterior. Se
puede observar que aparecen dos componentes con sensibilidad diferente al

Cd2+ y al complejo (Cd2+ +0-F). Uno de ellos, el mas sensible con valores de
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FIGURA 8
GRAFICA DE DIXON MOSTRANDO EL EFECTO DE CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE CADMIO CON UNA CONCENTRACION DE o-FENANTROLINA
CONSTANTE SOBRE LAS ACTIVIDADES DE ATPasa DE Na+ {0), FOSFATASA
DE Na* (*), FOSFATASA DE K+ {4) Y ATPasa DE (Na*+ K*) {e); Y LAS
CONSTANTES DE INHIBICION APARENTES PARA CADA UNA DE ELLAS.
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Kigp entre 4 y 8 uM de Cd2+ es sblo accesible para ia reacci6én completa en
presencia de Na* y K+, Para las otras reacciones parciales en presencia de

uno solo de los cationes monovalentes sélo se muestran grupos de menor
sensibilidad (K|, de 30 a 90 M), es decir, un orden de magnitud mayor al

valor de alta afinidad.

Reversion de la inhibicién de las actividades de fa ATPasa

Ya que como se indicé previamente, el cadmio reacciona con grupos
sulfhidrilo, se decidi6 estudiar si los efectos de inhibicién son reversibles; para
ello se emplearon agentes quelantes de los cationes divalentes tales como
EDTA y EGTA, vy reactivos para grupos sufhidrilo como son el g-Mercaptoetanoi
y el Ditiotreitol {DTT).

En la figura 9 se puede observar que para las dos actividades enzimdticas

. hay un mayor efecto de reversién de |a inhibicién por el DTT cuando se utiliza
la enzima inhibida por el complejo (Cd2+ +0-F}, mientras que cuando se emplea
la enzima inhibida por el cadmio solo hay un mayor efecto del EDTA en éste,
alcanzandose una reversion de la inhibiciéon del 40% para la ATPasa de (Na* +
K*)y un 20% para la ATPasa de Na*.

En la figura 10-A se muestra que la inhibicién producida por el cadmio
solo, fue revertida por la presencia de DTT para la fosfatasa de K+, y por el
EGTA en la fosfatasa de Na+; mientras que en ia seccién 10-B se observa que
en la inhibicién producida por el complejo (Cd2+ +0-F) en ambas reacclones
enziméticas, no se logrd un efecto significativo de reversién por ninguno de los

cuatro reactivos utilizados para ello.
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FIGURA 9

REVERSION DE LA INRIBICION PRODUCIDA POR Cd {80 M} EN A Y CADMIO

{80 uM) + 0-F (6500 uM} EN B; DEL LADQO 1ZQUIERDO PARA LA ACTIVIDAD DE

ATPasa DE (Na*+ K+) Y DEL DERECHO PARA LA ATPasa DE Na*.

UTILIZANDO LOS REACTIVOS PARA GRUPOS TIOLES: p-MERCAPTOETANOL (s
-ME) Y DITIOTREITOL (DTT), ASI COMO LOS QUELANTES DE CATIONES:

EDTAY EGTA,
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FIGURA 10

EFECTO DE LA REVERSION DE LA INHIBICION EN FOSFATASA DE K+ (LADO
IZQUIERDO) Y FOSFATASA DE Na* {LADO DERECHO) CON
CONCENTRACIONES EN A DE Cd (80 #M} Y EN B Cd (80 xM)+o0-F (500 #M).
ANADIENDO EN AMBOS CASOS LOS REACTIVOS PARA GRUPOS TIOLES
#-MERCAPTOETANOL Y DTT ASI COMQO LOS AGENTES QUELANTES DE
CATIONES: EDTA Y EGTA.
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Titulacién de grupos tioles

Como algunas de las inhibiciones se revirtieron parciaimente por los
reactivos para los grupos tioles (DTT y pj-mercaptoetanol), se pensé que
probablemente el cadmio v e! complejo (Cd2+ +0o-F) podrfan afectar algunos de
los grupos tioles presentes en la enzima, por lo que se procedié a realizar la
titulacién de dichos grupos con un reactivo especifico, el dcido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) en presencia de SDS {fig. 11-A). Los resultados
mostraron dos tipos de grupos tioles, unos que se titulan répidamente y otros
que aparecen tardfamente. Los primeros son ios mas expuestos y los segundos
los ocultos y que s6lo aparecen al ser desnaturalizada la proteina por el SDS
Cabe recordar que la subunidad o de la enzima posee 34 grupos -SH, de los
cuales sélo 12 reaccionan con DTNB. En la subunidad glicoproteica s se
encuentran dos grupos -SH y son inaccesibles sin 1a utilizacion de detergentes.
El resto de los grupos presentes en la subunidad « v 3 son titulados lentamente.
También se llevé a cabo la titulacién de los grupos -SH en presencia del
complejo {Cd2+ +0-F) en la ATPasa de (Na* + K+*); mostrando los resultados

en la siguiente tabla:

TITULACION DE GRUPOS -SH DE LA ATPasa DE (Nat + K+)
DE RINNON CON DTNB (P.M. 250 000 D)

mol -SH/mol de enzima

ATPasa 3.50
ATPasa + SDS 17.50
ATPasa + Cd2+ + o-F 1.25
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FIGURA 11

CURVA DE REACCION DE ATPasa CON SDS PARA EXPONER LOS GRUPOS -
SH CON DTNB, EMPLEANDO 0.5 pg/mi DE ENZIMA (PARTE SUPERIOR} Y

TITULACION DE GRUPOS -SH DE FORMA RAPIDA Y LENTA

INFERIORY).
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En la figura 11-B se representa el logaritmo naturat de Ia diferencia de
absorcién a 412 nm contra el tiempo. Donde se aprecian dos pendientes con
un valor aproximado en la primera de una p=-0.25 y la segunda de una p=-
0.13, que muestran la presencia de dos grupos -SH diferentes, obteniendo un
total de 17.5 mo! de -SH titulados por molécula. Por el mismo procedimiento se
utilizé ATPasa sin aiadir SDS para cuantificar el nimerc de grupos -SH libres
presentes en la parte externa de la enzima, encontrandose que son 3.5 mot -
SH/mol de enzima como se muestra en ta misma tabla.

Para observar el efecto del complejo {Cd2+ +0-F) se afadié cadmio 80uM
y o-F 0.5 mM preincubando 60 minutos y determinando el nimero de grupos
tioles con DTNB 0,2 mM. Se encontrd la existencia de 1.25 mol -SH/mo! de
enzima, gque es aproximadamente 2 mo! de -SH menos gue en la ATPasa sin

SDS; indicando con elio la posible unién del comptejo con los grupos -SH.

Electroforesis

La funcign de! SDS en los geles de acrilamida es desnaturalizar los dimeros

0 tetrdmeros ba aff offaap) que forman la estructura de la ATPasa; las reacciones
descritas en Material y Métodos se reallzan en ausencia de oxfgeno atmosférico
debido a 'que los grupos sulfhidrilo de las cistelnas se pueden oxidar y formar
puentes disulfuro. Y como lo que se propone es observar las bandas de otro
peso molecular debido a {a presencia del cobre y e! cadmio con y sin o-
fenantroiina, es necesario asegurar la no oxidacién de dichos grupos sulfhidrilo.
Ademés la adicidn del B-ME, que es un agente reductor, escindira los puentes
disutfuro existentes; por lo que en asusencia de dicho compuesto se podrd
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observar la formacién de bandas proteicas de peso molecular diferente,
posiblemete por la formacién de puentes -S-S- ya sea intré o intermoleculares.
La figura 12 esquematiza los resultados obtenidos.

En el gel numero 2 se observa que en presencia del cadmio existe la
aparicién de una banda con un pesc molecular mayor a 100 000. En el gel
ndmero 3 en el que no hay f-ME se forman bandas todavlia de mayor peso
molecular, con una disminucién considerable de la subunidad glicoproteica j.

Para los geles 4 y 5 en los que se empled el complejo (Cu?+ +0-F) con y
sin  4-ME respectivamente, se muestra la existencia de bandas proteicas de
alto peso molecular con una visible disminucién de ambas unidades o y 3;
coincidiendo con lo reportado en las referencias 42 al 46.

Ei resultado mostrado en el gel nimero 6 con Cd2+* nos indica que no hay
nuevas bandas proteicas en presencia de s-ME, por lo que se puede pensar que
no hubo formacién de puentes disulfuro intercadenas. Lo que no sucede en
ausencia de p3-ME (gel nim. 7} en el que existen nuevas bandas de un peso
molecutar mayor a 100 000.

Por dltimo, lo mostrado en los geles 8 y 9 con el complejo (Cd2+ +0-F)
con y sin A-ME respectivamente, indica la existencia de proteinas de peso
molecular alto, sugiriendo con ello, la formacién de puentes disulfuro que no

fueron escindidos en presencia de g-ME.
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Discusion

Los resultados obtenidos muestran que la ATPasa de (Na++ K+) es
sensible at cadmio. Sin embargo no todas las actividades que puede realizar [a
ATPasa son iguaimente sensibles, ya que como vimos, el cadmio afecta
principalmente la actividad total.

El cicio de reaccion de la ATPasa puede estudiarse parcialmente en
sectores mas o menos delimitados, asl la ATPasa dependiente de Na+ y Mg2+

estudia los pasos siguientes:

Na+, ATP, Mg2+ ADP Hy0

E,y NaEq P Eq1+ Pi + Na*t

La fosfatasa dependiente de Na+ y de Mg2+ realiza las sigulentes etapas:

Na+, pNPP, Mg2+, pNP- Hy0
Eq w———%af\ P ‘_______L___\. E'1+ Pi + Na*
1 2

La fosfatasa dependiente de K+ y de Mg2* se activa en las etapas
siguientes: )

K+, pNPP, Mg2+
4

K;(ﬂ, €, P
€
PiK*
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El conjunto de las etapas puede estudiarse con el empleo del medio
completo: ATP, Na*, K+ y Mg2+: ’

Na+,ATP, Mg2+

Ej Na-Ey P+ ADP
1
K+int 4 2 Mg2+
H,0 Na* exterior
EgK+* Ey-P
3
Pi K+

Al estudiar las inhibiciones relativas de esas actividades por la presencia
del Cd2+ se observé que las actividades hidrolfticas dependientes de Na+ son
poco afectadas por la concentracién creciente del catién, lo que indica que
estas reacciones no implican cambios importantes en las cadenas a y 3 de la
bomba de sodio o que no dependen de la integridad de aigunos grupos -SH.

La actividad dependiente de K+ se afecta més que la dependiente de Na*,
pero aunque tiene una K, més pequefa, la inhibicién no progresa méas del
60% (fig. 6).

Como se observé en dicha figura solamente la actividad dependiente de
Na+t+ y K+ es la més afectada, ya que se obtiene la inhibicién casi completa.
Este tipo de comportamiento puede interpretarse en funcion de las diferentes
etapas que siguen cada una de las actividades, en las que se produce el cambio
de conformacién que corresponde con el cambio de orientacién de los sitios

internos de alta afinidad por el Na* hacia sitios externos de baja afinidad, es
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decir, la etapa de transporte de Na* a través de la membrana, es la que se
mueastra mas afectada. Este comportamiento estad de acuerdo con los trabajos
de Robinson {53) que indican que el efecto de ia N-etilmaleimida sobre los
grupos -SH afecta principalmente esta etapa de la reaccién.

El efecto del complejo (Cd2+-0-F) es similar al observado por efecto del
Cd2+ solo. Se observa en las figuras 7 v 8 que la més afectada sigue siendo la
actividad total y en menor escala las actividades dependientes de Na+ o de
K+, siendo esta ditima la menos afectada con una Klap més alta y una
inhibicién en menor proporcidn que las otras actividades.

Podemos praponer que la actlvidad del cadmio sobre los gripos -SH afecta
la estructura secundaria y terciaria de la ATPasa en la etapa crucial del
transporte Na*.

El Cd2+ no solo reacciona con los grupos -SH sino que puede interacionar
con los grupos carboxilicos cargados negativamente, sin embargo este efecto a
nivel i6nico debe ser reversible cuando se elimina el Cd2+ con cualquiera de los
agentes quelantes o los mercaptanos. Como hemos visto en los resultados de
las figuras 9 y 10, el efecto del Cd2+ con y sin o-F es poco reversible, lo que
apunta hacia la idea de que el efecto de dicho metal sobre la ATPasa debe ser
principalmente sobre los grupos -SH y que su efecto al modificar la proteina
produce cambios de estructura que son irreversibles.

La titulacién con DTNB nos permiti6 mostrar que el Cd2+ modifica los
grupos -SH accesibles, reforzando nuestra idea que son estos grupos los que
sufren la modificacién por el catién.

El efecto del complejo se ha descrito como entrecruzador de los grupos
-SH cercanos {46 y 47). Si el entrecruzamiento se produce de forma
intramolecular debe existir poca diferencia en el patrén electroforético de |a

ATPasa en presencia de SDS y en ausencia de -ME. Si por el contrario los
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entrecruzamientos son intermoleculares, el patron electroforético debe
modlificarse vy algunas de las subunidades deben disminuir en cantidad y
presentarse una banda de mayor peso molecular. Ei hecho que fa modificacién
producida por el cadmio es semejante a la que produce el cobre o el complejo
{Cu2+-0-F) sugiere el entrecruzamiento entre grupos -SH de moléculas vecinas
Yy que la subunidad méas afectada es (a a, o que provocarfia el entrecruzamiento
entre subunidades semejantes y que estén cercanas al rededor de unos 3
Amstrongs como sugiere Nakamura {50).

En conclusion el cadmio es un catién que afecta a la ATPasa dependients
de Na*t* y de K+, del riién de perro, modificando su actividad de forma
irreversible. Como el cadmio tiende a acumularse en el rifién en ausencia de la
metalotionefna, nuestro estudio sigiere un efecto a largo plazo sobre las
propiedades de filtracion y de recuperacion del K+ y la eliminacién del exceso

de Na+ al inhibirse fa "bomba de Na+ y K+".
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