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INTRODUCCION

En 1957 Skou ( 28 ) describio que en extractos membranales
de nervio de cangrejo existia una enzima que hidrolizaba el ATP,
¥ que esta era activada por la adicion de Na+ b4 K+ en el medio de
incubacién, tambien propuso que esta actividad enzimatica estaba
asociada con el transporte de cationes monovalentes a traves de

la membrana celular.

Durante las pasadas dos decadas la identificacion de la
ATPasa de Na® Y K' como la bomba de sodio se establecio

firmemente ¢ 24, 25 J.

La mayoria de las celulas mantienen dentro de la celula una
concentracidn elevada de K+ del orden de 140 mM, y una
concentracion relativamente baja de Na' del orden de 7 a 10 mM. Y
en el exterior las concentraciones de sodio y potasio son de 115
a 129 y 5 mM. Bajo condiciones fisiolagicas normales el Na
interno es intercambiado por x* externo a expensas de la energia
liberada por la hidrolisis del ATP en la superficie de 1la
membrana celular; esta hidrolisis es acompanada por la salida de

tres iones sodio y la entrada de dos iones potasio ¢ 6 ).
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£l polencial de la membrana plasmatica es en condiciones
basales, positivo en el exterior y negativo en el interior, asi
pues el ion sodio se mueve contra un gradiente de concentracion y
de carga y el potasio contra un gradiente de concentracion Yy a
favor del gradiente de carga cuando son transportados por 1la
ATPasa ( 6 ). El papel funcional de 1la bomba de sodio ( ATFasa de
Na' k¥ ) es el de mantener concentraciones altas de potasio
intracelular y sodio extracelular ayudando a la formacién y al
establecimiento del gradiente de concentraciones y de carga a
traves de la membrana plasmatica, que contribuyen al estado de

polarizacion de dicha membrana en la mayor parte de los seres

Yivous,.

La ATPasa de Na+ I‘(+ esta localizada en la membrana de la
celula Yy es accesible por ambos lados de ella. El adencosin
trifosfato ¢ ATP ) se une a la enzima por la parie interna de la

++

célula, cuando el Na+ Yy Mg se unen al comple jo ATF-Enzima, ]

fosfato terminal del ATP es tranferido a la enzima con lo que se



provocan cambios conformacivnales de la enzima ¢ E1 e E:l -P
+ .
—> E_-P ) translocandose &1 Na hacia el exterior de la celula,
[
. + + o +
en donde es liberado 1 Na y se une al K . La union del K com
la fosfoenzima EE—P causa un sequnde cambin conformacionsl

4 . ———
translocandose 21l K dentro de la celula, iniciandose oltro ciclo.

N3 (150 mM) N3 (50mM)

¥l / ATP

DIGITALICO —§ Koo,
™ ADP *+ P;

x*tsmm/ \‘ K* (150 mM)

v,

Modele tomada de Akera, Tal. Mambrane Aderncsine Triphosphala=e!
A Digrvialrs Receptor?,. SCIENCE No. 4347. vol. i98. Nov. 1977,
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La ATPasa de Na+ K+ esta formada por dos pnlipe'vptidos uno
llamado subunidad alfa (€ polipéptido mayor ) de peso molecular
aproximadamente de 100, 000 daltones y que posee los sitios de
union de Na*, k¥, Mg'? y ATP, ademas de presentar alta afinidad
por el ADP y Pi; el grupo beta carbonilo de un acido aspértico de
este polipéptido es donde se lleva a cabo la fosforilacién de la
enzima por el ATP, el otro polipéptido es la subunidad beta C
polipéptido menor ) de peso molecular aproximadamente de 50,000
daltones, para esta subunidad no se ha encontrado algun papel

catalitico o afinidad por alguno de los iones necesarios para la

actividad enzim&itica C 3, 19 ).

*
Para el complejo funcional de la ATPasa de Na K se le ha
determinado un peso molecular de alrrededor de 250 a 300 mil

datones, por lo que se puede pensar en una estequiometria de 2a

27 o 2a 473.

Se han propuesto varios modelos para el mecanismo reaccional

de la ATPasa de Na' x* ¢ 32 >
Froehlich et al ( 25 ) proponent

E + ATP {—> E=ATP {—> E&P {—> EaP (—> E + Pi

Lowe & Smart ( 25 ) proponen algo mas elaboradot

El + KILPF G0 EliATP e EE&P L EB + Pl ™D E1



El esquema general propuesto y mas aceptado actualmente es
el de Albers y Post ( 26 ):

Mgt 4+ NaT ADP

E, + ATP <—> E .ATP\<—‘—> E, *ATP#Mg=Na <—/>‘ E_&P#MgaNa

1 1
+
Na

51-K‘§;7—> E2¢P1¢Ng¢K <-1qa\E2—Pi-Hg¢K L Ea-Pi-Hg
+

+
Pi + M H_O
g N
Se puede ver que en el mecanismo de la actividad enzimatica
se han propuesto cuatro estados conformacionales de la ATPasa de
+

+
Na K ; dos formas no fosforiladas E1 Yy E?; y dos formas

fosforiladas Ei-P Y Ea—P. Se observa que en la forma El tiene
alta afinidad por el Nat. aTP Y Hg++ y que la forma Ei_P cambia
su conformacion en presencia de Hg++ a la forma Ea—P. La unica
forma que tendria fuerte afinidad por el K+. seria la forma
fosforilada Ea—P.

La ATPasa de Na+ l(+ ha sido purificada de tejidos de
diferentes seres vivos, algunos ejemplos de ellos sont Medula de
rinon de oveja, cerdo y perro C 10, 12 )3, electroplaca de pez

electrico, gléndulas de recto de escualo ¢ 19 ) y gléndula salina

de pato € 8 J.



- + i -
For otra parte la ATPasa de Na K es la unica macromolecula
identificada, hasta el momento, como la receptora de los

digitalicos cardiacos, farmacos utilizados en clinica ¢ 1, 30 ).

Los iones sodio y potasio tienen una accion activadora de la
hidrolisis del ATP C 28 ), existen estudios cineticos en los que
se obtienen efectos cooperativos positivos, mostrando con ello la
existencia de varios sitios de union para estos iones y un

comportamiento alosterico de la enzima.

Para el sodio, Kniike ( 11 ) propone dos clases de sitios de
unién, el de mas alta afinidad posee una constante de disociacion
Kd= 0.2 mM, y llega a unir de 6 a 7 nmolas de sodio por miligramo

de proteina y pierde su afinidad en presencia de ouabaina.

Matsui ¢ 132 ), encuentra para el potasio, un sitio sensible

.

a la ouabaina, y que posee una constante de disociacion, Kd= 50

. +
uM, esto lo determino por union de K+ a la ATPasa de Na+ K

En el departamento de Bioquimica del INSTITUTO NACIONAL DE

+ +
CARDIOLOGIA, se han hecho estudios para Na , K con una

- -+ + -
preparacion de ATPasa de Na K , de corazon de perro callejero,



obteniendo para el sodio una K = 18 mM, V = 6535 nmolas
0.5 max

ATP hidrolizados/miligramo de proteinasminuto y n,= 1.79 para

‘ 2 2 : : : "
Na indicando efectos cooperativos positivos ( varios sitios
asociacion ) para la activacion de la ATPasa por sodio. Para

. . v - Aot ¥
potasio una Ko 1.2 mM, i 620 nmolas/miligramo

T

el

de

el

de

proteina/minuto Yy ng= 1.35 que tambien indica efectos

cooperativos y varios sitios de union.
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En un estudio cinetico semejante se calculo para el ATP una

K

A : ili ‘@inas/mi
0.5~ 0.36 mM, me= 670 nmolas/miligramoc de proteinasminuto ¥y



n,= 0.92 muy préxima a 1.0, gque indica un solo sitio para el ATP

] R : y .. B
o varios sitios que no estan interrelacienados.

Los digitélicos cardiacos fueron descritos por primera vez
por W. Withering en 1775 en extractos de plantas del género
Digitalis. Y en el presente siglo es cuando se empiezan a
realizar estudios electrofisiolégicos Y farmacolégicos para

comprender la accion que tienen estos compuestos en el corazon.

Repke en 1963 indica que posiblemente los efectos
inotrépicos positivos en el musculo cardiaco inducido por los

digitélicos tengan como sitio de accién la ATPasa de Na+, K+ 23

Los digitalicos son moleculas esteroideas, quimicamente

complejas y hasta ahora se desconoce la participacion que tiene

cada uno de los grupos funcionales durante la interaccion

molecular con su receptor ¢ 29, 35 ).

Ryg LACTONA

14
1
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vrorada por ur amplic rarge de atraccion artre la lactona v &l
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casos volverlo irreversibie. ‘ refermcual Thomas R. Cardvac
Drugs. ir Burger's Medioinal Chemastry, Chap. 3s, ediled by M.

wolff. New York, Wilev., 1980. .



Los digitélicos tienen un efecto farmacologico que es el de
aumentar la contractilidad del corazon a esto se le llama
inotropismo positivo, sin embargo poseen tambien efectos toxicos:
poseen en general un rango muy estrecho entre la dosis

terapeutica y dosis toxica y son de uso clinico cuidadoso.

El unico receptor identificado que media los efecltos de
contractilidad del miocardio y los efectos tdxicos, es la bomba
de sodio o ATPasa de Na' K'. Como soporte de esta hipétesis es el
paralelismo que existe entre los efectos de los digitélicos en la

+

contractilidad y la habilidad para inhibir la ATPasa de Na+ K C

13, 30 ).

Dentro de los compuestos que inhiben la ATPasa de Na* K+59
encuentran los digitélicos, alcaloides del eri trophel um,
bisguanidil -hidrazonas esteroideas y cationes monovalentes como
el rubidio y talio, y todos estos producen un efecto inotrépico

positivo.

Inicialmente se obsorv6 que cuando en el madio axistia la
enzima y el digitélico ostos no se unian. Sin embargo en un medio
+

que contiene Na+, Hg+ y ATP se induce la union del

digitalico. En estas condiciones la enzima sufre una



fosforilacion y se penso que los digitalicos sa unen

exclusivamente a la forma fosforilada ¢ 2, 14 ).

El tiempo medio de velocidad de union de los digitélicns a
+  +
las preparaciones de ATPasa de Na k de miocardio aumenta en el

orden de la presencia de los ligandos C 20 ).

LIGANDO t C seg )
12

Hg++. Plessosssessossssssvssasessonsescl

Mg++, ATP, Na+-........-............27
Hg++ ATPssvssnsssvenssssvisssenssssedDS
Mg**t, atP, Nat, Kteiiiiiiiiiiiiii 170

++
Mg tssesssssssessssssssasassaansas2D0

El numero de sitio de fijacion de los digitalicos sobre la
ATPasa de Na+ K+ aun esta on controversia. Se sabe que para la
mayor parte de las preparaciones es un sitio de fijacién de los
digitalicos por cada lugar de fosforilacion € 19 b 59 Y gque los
valores maximos de fijacién son del orden de 4 a 4.2 nmolas 7 mg
de proteina. Otros sugieren la presencia de dos tipos diferentes
de sitios que corresponderian a EiﬂP Y EZ-P Yy que son modul ados

por el sodio C 4 D).



Las discrepancias pueden ser debidas a 1la metodologia
empleada pero tambien a condiciones propias de la enzima, ya que
ademas de las diferentes conformaciones, segun el mecanismo la
. ATPasa de Na+ K+ esta presente en la membrana como un dimero, que
aéopta cambios conformacionales o de orientacion en la membrana
con sitios interconvertibles de alta o baja afinidad por el sodio
y el potasio ( 24 ).

Como la unién de los digitélicos sobre la ATPasa de Na' K

es un fenomeno lento, influido por las condiciones y presencia de

ligandos en el medio de incubacion se han disefado varios metodos

de medir las constantes de velocidad de asociacion y disociacion.

Son dos los metodos empleadoss
1.- Se mide el progreso de la inhibicion de la ATPasa de Na'
+ -
K en funcion del tiempo en presencia de diferentes

concentraciones de digitélicos C 38 ).,

2. - Medir la velocidad de unién de los digitélicos marcados

con 3H on funcion del tiempo C 34 ),



Las constantes de velocidad de asociacion obtenidas en
diferentes condiciones experimentales y por diferentes autores
son similares; sin embargo existen notables diferencias en las
constantes de velocidad de disociacion sagﬁn el metodo seguido y

para lo que aun no hay una explicacion clara.

Es un hecho fuera de toda discusion que los digitélicns
producen efectos inotrépicos positivos en la celula muscular
cardiaca, y es un hecho tambien que los digitélicos inhiben la

ATPasa de Na+K+.

Existen diferentes sensibilidades del miocardio a los
digitélicos segﬁn la especie, siendo las del humano, perro gato y
bovino las mas sensibles; el conejo y el cobayo son de
sensibilidad intermedia ( 1, 34, 12 ) y 1la rata es de menor

sensibilidad.

Asi pues, la accion de los digitélicos sobre el miccardio y
los efectos inotrépicos que inducen no estan relacionados todavia
en forma definitiva con una accion especifica a nivel molecular a
pesar de los numerosos trabajos que postulan a la ATPasa de Na+
K+ como el receptor de los dlgitéllcos y a su 1nhib1c1én COmO un
efecto inicial que se traduciria in vive, por la respuesta

inotropica.



OBJETIVOS

1.~ El1 presente trabajo tiene el prupésito de relacionar
los grupos sustituyentes que presentan diferentes digitélinos
con las constantes de accion inhibitoria en las actividades de
ATPasa de Na+ K+ y Fosfatasa dependiente de K+ en preparaciones

parcialmente puras de corazon de perro.

2. - Comparar las actividades ATPasa y fosfatasa porque es

mas facil y mas directo seguir el desarrollo de la actividad
+ -

fosfatasa en reacciones parciales con HMNa o K que la

correspondiente ATPasa, y la actividad Fosfatasa dependiente de

k' utiliza la enzima fosforilada EZ—P que se sabe es la forma mas

sensible a_la accion de los digitélicos.



HIPOTESIS

Es bien sabido que la familia de compuestos esteroideos
11lamados glicésidos cardiacos o digitélicns son inhibidores de la
enzima ATPasa dependiente de Na* y K+ Yy por lo tanto del
transporte de estos cationes. La accion inhibitoria sobre 1la
ATPasa esta relacionada con las propiedades terapeﬁticas de esta
familia de compuestos en los mamiferos. Se conoce un solo
receptor de los diuitéllaos cardiacos que es la ATlFasa  de Na+K+
pero han sido propuestos otros receptores hipmtéticos para
explicar varios hechos que no han sido aclarados solamente con la
inhibicion de la ATPasa de Na+K+, una de las formas indirectas
para proponer la existencia de otros receptores es de comparar
los compuestos quimicamente relacionados sobre la inhibicion de
la ATPasa con las propiedades farmacolégjcas de los mismos

compuestos en las mismas especies animales.

Como los digitélicas en general producen una inhibicion
pseudoirreversible y el progresoc de asociacion y disociacion con
la ATPasa es muy lenta, es una ventaja determinar no solo las
constantes inhibitorias KI o KD sino tambien las constantes de
asociacion y disociacion de los diﬁilélicos a la ATPasa de Na+
K+. Ademas los valores de KI pueden ser comparados con la
potencia farmacologica que induce a un inotropismo positivo; I(1 Y
K__1 ¢ constantes de velocidad de asociacion Y disociacion ) con

el inicio vy termino del efecto inotrépico positivo.



PLAN DE TRABAJO

|CORAZON DE PERRO CALLEJERO]

PURIFICACION DE LA ATPasa DE Na®@ K’

LDETERHINACIOH DE

[ |
FROTEINAS ACTIVIDAD SENSIBILIDAD A
ENZIMATICA DIGITALICOS

DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LAS CONSTANTES DE YELOCIDAD
DE ATPasa Y FOSFATASA

ASOCIACION DISOCIACION COEFICIENTE DE HILL

C Kl) C K-L) C ny J

[CALCULO GRAFICO DE LAS CONSTANTES |

[ concLUSTONES




MATERIAL Y METODOS

- .'v -
Purificacion de la ATPa=a de Na K+ por el metodo de Pitts vy

Schwartz= ¢ 20 3.

La ATPasa se obtiene a partir de corazon de perro callejero
anestesiado, el corazon es extraido y lavado perfectamente con
agua destilada fria, se eliminan sangre, arterias, grasa y tejido
conectivo, después se corta en pequefos pedazos y se pesa, todo
el proceso se realiza en frio ¢ 0-5 °c >. Se adiciona 1.5 ml por
cada gramo de corazon de una solucion de sacarosa O0.25M y EDTA
1mM a pH=7.0 ajustado con Tris ( solucion S-E ) se muele a
velocidad lenta en la licuadora durante 30 segundos tiempo que es
independiente del pesoc del corazon utilizado, se diluye con 1.5
ml por cada gramo de corazon de la solucion S-E y se muele a
velocidad répida durante 0.25 segundos por cada gramo de corazon
utilizados, se centrifuga a 2,500 X g durante 15 minutos (
aproximadamente 2,000 rpm en Sorvall rotor S55-324 b I el
sobrenadante se desecha y el precipitado se resuspende en la
licuadora durante un minuto a velocidad lenta con 2 ml de 1la
solucion S-E por cada gramo de corazén del peso original. Se
adicionan 0.20 ml, por cada gramo de cnrazén del peso original de
una solucion de desoxicolato dg sodio &1 5% en la solucién S-E,

la adicion es gota a gota pero répidamente y con buena



agitaciﬁn, se continua la agitacién durante 20 minutos mas, y se
centrifuga a 96,000 X g ¢ 27,000 rpm en rotor 30 Beckman J,
durante 25 minutos, el sobrenadante se recoge y se afora hasia
4.2 ml por gramo de corazon del peso original con una solucion de
EDTA 1mM ajustado con Tris a pH=7.0 y se& vuelve a centrifugar a
96, 000 X g durante 90 minutos, el precipitado se resuspende con
EDTA 1 mM a pH=7.0 en 0.3 ml por cada gramo de corazon del peso

original y se congela durante una noche a —EOOC.

A la preparacién obtenida en la etapa anterior se le
adicionan 0.075 ml por cada gramo de corazon del peso original de
una solucion de Nal 6M que contiene EDTA 15mM, Tris 150mM y tiene
un pH=8.4 aproximadamente; la adicion es gota a gota, en frio en
no mas de 1 minuto, con buena agitacién y se mantiene agitando
durante 5 minutos mas, al cabo de los cuales se diluye con 0.6 ml
por cada gramo de corazon del peso original con una solucién de
EDTA 1mM a pH=7.0 ajustado con Tris, se centrifuga a 96,000 X g
durante 25 minutos, el sobrenadante se elimina con cuidado ya que
el precipitado es ligero y poco compacto, este ﬁltimo se
resuspende en una solucion de Imidazol 25 mM y EDTA 1mM pH=7.0

ajustado con HCl.

A la preparacién anterior se le determina proteinas peor el

metodo de Lowry.



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Entre 5 y 10 ug de la ATPasa de Na' k' se incuban a 37°C
durante 5 minutos con ATP 3 mM en presencia de Trietanol amina
C TEA > 5a mM pH=7.4 ajustado con HCl: HgCla SmM; NaCl 100mM;
KCl 20mM en un volumen final de 1 ml, de esta forma se mide la
actividad total y la actividad basal se mide adicionando 5 ul de
ouabaina 10mM, 1la reaccion se detiene con ;cido Tricloroacético
al 50% frio, concentracion final 5% se centrifuga a 3,000 rpm ¥y
se toma 1 ml del sobrenadante. La reaccion de hidrolisis del ATP
no produce color por loque se adicionan € ml de reactivo C ¢ Ver
determinacién de fosfato inorgénico J. La actividad especifica se
obtiene interpolando la actividad total menos la basal en 1la
curva estandar de Pi Y se expresa en umolas/minutosmg de

proteina.
DETERMINACION DE FOSFATO INORGANICO CPi)

A partir de una solucion estandar de KH2P04 5 mM en una
solucién de écido Tricloroacétito al 1¥X se toman 25, S50, 75 y 100
ul que corresponden a 125, 250, 375 y 500 nmolas respectivamente
y se completa hasta 1 ml con agua destilada, se adicionan 2 ml de

reactivo C € 100 ml de reactivo C se preparan



con 10 ml de molibdato de amonio al 10% en HESO 10N; 70 ml de

4
H20; S5g de F?SO4- i H?O y se afora hasta 100 ml con aqgua

destilada D.

El blanco se prepara a partir de 1ml de agua destilada y &ml

de reactivo C; se lee en el aspectrofotémetro a 650 nm.

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE YELOCIDAD DE ASOCIACION ( K1 2
DE LOS DIGITALICOS A LA ATPasa DE Na' K+ ¢ MIDIENDO ACTIVIDAD

FOSFATASA ).

Entre 70 y 100 ug de la enzima fueron preincubados durante 0
a 15 minutos con diferentes digitélicos naturales y sinteticos en
concentraciones de 0.1 a 1.5uM en presencia delrietanolamina (

TEA > SOmM ajustado con HCl a pH= 7.4; MgCl_, 2mM; Pi 1mM, en un

2
volumen final de 25 ul, la asociacion del digitélico con la
enzima fue detenida con 225 ul de EDTA 1 mM a pH= 7.0 ajustado
con Tris; se tomaron alicuotas de 200 ul para medir la actividad
de fosfatasa dependiente de K+, se mezclaron con 800 ul de un
medio que contenia TEA S0 mM ajustado con HCl a pH= 7.4; HgCl2
10mM; KC1 20mM y p-nitrofenolfosfato ¢ pNPP > 5mM, se incubo a

[e) - .
30 C y se midio la aparicion de p~nitrofencl por absorbancia a

410 nm cada 30 segundos durante 5 minutos.



La actividad total se midio preincubando la enzima on
ausencia de digitalicos, y la actividad basal se midio

preincubando la enzima con 5 ul de ouabaina 10 mM

Con los valores de absorbancia se calculo la pendiente por
el metodo de regresién lineal en una calculadora Texas
Instruments 55-1II, 1lo anterior fue hecho para todas las
concentraciones y tiempos ensayados incluyendo la actividad total
y basal, con los valores de las pendientes se calculo el log. del
¥ de actividad y estos se graficaron en funcion del tiempo para

obtener el valor de la constante de velocidad de asociacion Kl'

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD DE DISOCIACION C K_, 3
DE LOS DIGITALICOS A LA ATPasa DE Na'@ K. C MIDIENDO ACTIVIDAD

FOSFATASA D.

Entre 70 y 100 ug de la enzima fueron preincubados con cada
uno de los digi t.élicos a BODC durante el tiempo y con la
concentracion calculada a partir de los valores de Kl’ para
obtener una inhibicion aproximadamente del 90X en presencia de
TEA S0mM a pH= 7.4 ajustado con HCl; NQCJ.a emM ¥y Pi 1mM en un
volumen final de 25 ul, para iniciar la disociacion de la

1} De acuerdo al metodo de Yoda (3.



enzima y el digitalico se agrego 225 ul de EDTA 1mM pH= 7.0

ajustado con Tris y se incubo a 30°C; entre 0 y 80 minutos se
tomaron alicuotas de 200 ul para medir la actividad de fosfatasa
dependiente de K‘, se mezclaron con 800 ul que contenian TEA 50

mM a pH= 7.4 ajustado con HCl; MgCl_ 10mM; KCl 20mM y PpNFP 5mM,

=
se incubo a 30°C y se midio la absorbancia a 410 nm cada 30

segundos durante 5 minutos.

La actividad total se midio preincubando la enzima en
ausencia de digitélico, la basal preincubando con 5 ul de
ouabaina 1OmM y ambos fueron incubados a 300C, se realizaron
controles de tiempo es decir se incubaron en tiempos iguales a
los que contenian digitélicos naturales y sinteticos sujetos a
medir K-l'

Con los valores de absorbancia se calculo la pendiente por
el metodo de regresién lineal en una calculadora Texas
Instruments 55-II, lo anterior fue hecho para todos 1los tiempos
ensayados incluyendo la actividad total y basal, con los valores
de las pendientes se calculo el log. del % de inhibicion y wostos
se graficaron en funcion del tiempo para obtener el valor de 1la

constante de velocidad de disociacion K_, .



DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE YELOCIDAD DE ASOCIACION (Kl) DE

LOS DIGITALICOS A LA ATPasa DE Na' K', ¢ ACTIVIDAD ATPasica )

Entre 70 y 100 ug de la enzima fueron preincubados durante 0
a 15 minutos con diferentes digitélicos naturales y sint-éticns &n
concentraciones de 0.1 a 1.5 uM en presencia de Trietanolamina ¢
TEA ) 50 mM a pH=7.4 ajustado con HCl1, HgCla 2mM y Pi 1mM en un
volumen final de 25 ul, la asociacion del digitalico con la
enzima fue detenida con 225 ul de EDTA 1mM a pH=7.0 ajustado con
Tris; se tomaron alicuotas de 200 wul para medir la activ.idsd
ATPasica dependiente de Na+K+; se mezclaron con 595 ul de una
solucion A que contenia TEA SOmM ajustado con HCl a pH=7.4, HgCla
SmM, NaCl 100mM y KCl 10mM € concentraciones referidas a 1 ml D3
155 ul de una solucion B que contenia Fosfoenolpiruvato ¢ PEP )
1imM, NADH 0.15mM y ATP 2mM ( solucion que se prepara minutos
antes de iniciar la reaccion J; 50 ul de wuna solucién C que
contenj:a Piruvato cinasa ( PKasa ) y Lactato deshidrogenasa (
LDH2sa ) (mezcla comercial diluida 1 a 10 en TEA pH= 7.4 ajustado

con HCl 2., Se lee a 340 nm 1la desaparicién de NADH.



RESULTADOS

Los digitélicos utilizados en éste estudio sont Ouahaina,
Digoxina, Digitoxina, Tevetina, Digitalico No.10 y Digitalico
No.24. La eleccion de estos digitélicos fue teniendo en cuenta
que produjeran una inhibicion pseudoirreversible a la ATPasa de
Na‘ K+ Y que se poseyeran datos previos midiendo actividad
ATPasa, excepto la Ouabaina que se consideré como referencia por
producir una inhibicién ya comprobada. Dentro de los digitélicos
naturales se encuentran 1la ouabaina, digoxina. digitoxina ¥y

tevetina y como sinteticos estan el digitélico No. 10 y No. Z24.

Se ensayaron diferentes concentraciones de los digitélicos Yy
- + _+
tiempos de preincubacion con la ATPasa de Na K hasta obtener
+

, +
las condiciones optimas que inhiben a la ATPasa de Na K de un

10 a 80X en un tiempo no mayor de 15 minutos.

A continuacion describo los resultados obtenidos con cada

uno de los digitélicos.

QUABAINA: Las concentraciones y tiempos de praincubacién con la
ATPasa de Na+ K+ que se utilizaron fueron:
cnncentracién C uM 2 tiempo ( seg D
0.1 300, 600, 900

0.25 300, 600, 900



0.4 180, 300, 600

0.5 120, 240, 360

En la figura 1A se puede observar que independientemente de
la concentracion del digitélico utilizada a tiempo igual a cero.
La actividad disminuye al aumentar la concentracion del
digitélico y el tiempo de preincubacién. obteniendose rectas al
representarlas en forma semdlogaritmica para cada concentracién

con un valor de pendiente diferente, los valores sont

concentracion del digitélico valor de la pendiente
C uM > ( ouabaina ) seg_1
0.1 0.00109
0.5 0.00174
0. 4 0. 00244
0.5 0.00423

Estos valores se multiplicaron por 2.3 y se Construyé la
gréfica B de la figura 1, la pendiente de la recta resultante es
la constante de velocidad de asociacion C K1 ) de la ouabaina a

+ _+
la ATPasa de Na K y tiene un valor de 0.86 X 104.

Para la determinacion de la constante de disociacion la
enzima se preincub6 durante 8,58 minutos con una cnncsntracién de
0.5 uM de ouabaina para lograr un 90X de inhibicibn, el tiempo de

prvincubacibn fue calculado por 1la interpolacién de la recta
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Figura 1. - Delerminacion grafica de la constante de velocidad de
L3 3 - -
asociacion (K )  de la ouabatl na con la ATPasa de Na K . Las

1
concentraciones que se utiulizaron BoT an M o.10¢ QO ; 0.2% O )
o.4¢ O 3 v oO.3¢ 8 . Se midio la actividad erzimatica Fosfatasa

-
dependiente de K .

1A. -Log. deol % de Actividad en furmcion del tiempo de prewncubacion
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obtenida para la concentracion 0.5 uM y esta se escogio por ser
; + +
la que en menos tiempo inhibe a la ATPasa de MNa K y de esta

forma se corre menor riesgo de perdida de actividad de la enzima

ya que fue incubada a 30°¢.

En la figura 2 se graficé:

Log %X de inhibicion vs tiempo de preincubacién ¢ seg )

1.91 0

1.895 600
1.88 1200
1.85 2400
1.81 3600
1.75 4800

la pendiente de la recta por 2.3 es la constante de velocidad de
disociacion ( K_, > del complejo enzima-digitalico y tiene como

valor 0.629 X 10 %,

DIGOXINA: Las concentraciones de digoxina y los tiempos de

preincubacion con la enzima fueron:

concentracion ¢ uM > tiempo ( seg )
0.15 180, 300, 600
0.258 12¢, 300, 600, 900
0.4 120, 300, 600, 900

0.5 60, 120, 180
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Figura 2.- Determnacion  arafica de  la constante L velocidad de
discocriacion de la cuabal na a la ATPasa de Nn’.l(‘. Se wricub o a la
ATPa=a de Na K durartes L minulos con 0.5 uM de ocuabaina para

oblerer una wtnhibicion del 81, 28».
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Figura 4.- Determnacion graflica de la constants de velocidad de
duoc;uu:u;n de la digoxina a la ATPasa de Nc:.l(‘ . Se incube a la
ATPasa de Nc\‘.K‘ durante 26 munutos con ©.4 uM de digoxina para

oblener una inhibicion del B89, 12%.



concentracion ¢ uM ) tiempo de preincubacion (seg)

0.1 300, 600, 900
0.5 300, 600, 900
0.4 300, 600, 900
0.5 120, 240, 360
0. 65 120, 240, 360
0.85 120, 240, 3260
1.00 120, 240, 360

En la figura SA se presenta un comportamiento que depende
de la concentracion del digitélico; a las concentraciones 0.1,
0.25 y 0.4 en un tiempo igual a cero 1la inhibicion tambien es
cero pero con 0.5, 0,659, 0.85 y 1.00 uM presenta ya un porcentaje
de inhibicién a tiempo cero € si se interpolan las rectas para
cada concentracion >. Los valores de las pendientes se calcularon
segﬁn la gréfica y se les dio el mismo tratamiento que para la

cuabaina obteniendo asi una K1 = 0,32 X 104.

Para determinar K_1 fue necesario preincubar 1la enzima
durante 24 minutos con una concentracion del digitélico No. 10 de
0.5 uM para lograr wuna inhibicion del 31.6% , es. necesario
aclarar que con el tiempo estimado se esperaba una inhibicion del

-4
90X aproximadamente. El valor obtenido fue de 10.4 X 10

DIGITALICO No.24. TEVETINA v DIGITOXINA: El comportamiento que
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Figura 3, - Doterm\hmtén gr;ﬁ.cq de la conslanie de velocidad de
uaaci.uci.;n ¢ K‘ )  del dig. No. 10 la ATPasc de Nq‘,K*. Las
concentraciones que s®e utilizaron son en uM: ©0.10¢ O » o.2% O
0.40)» o.%:0) o.oxd; o.85c O vy 1.00( @ )  se mdio la

. +
actividad enzimalica Fosfatasa dependiente de K .

SA.-Log. del % de Actividad en funcion del liempo de preincubacion
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para obiener una inhibicion del 31. &2%.



+ 4+
presentaron estos digitalicos a la ATPasa de Na K, no difiere en
mucho al que manifesto la owabalna, los walores son los
siguientes:

K K

i -1
Digitalico No. 24 2.08 x 10%  11.8 x 1074
Tevetina 0.87 x 10% 5.48 X 107 %
Bk tonda 0.12 x 10* 0.77 x 10 %

Los detalles se encuentran al pie de figura ( de la figura 7

a la 12 D.

En la determinacion del coeficiente de Hill ( ng ) se
preincubo la enzima con concentraciones de 10-4 a 10_11 durante
30 minutos, tiempo suficiente para lograr el equilibrio entre la
ATPasa de Na'k* ¥y cada uno de los digltélicos utilizados en este
estudio. En las figuras 12 y 14 se muestra como se determina

graficamente 1 n primeraments se grafica el X de actividad vs

H

-log. de la concentracion del digitalico obteniendo asi la curva

de saturacion € 13A y 14A >, para obtener la grafica de Hill se

grafica Log. ¥ de inhibicion ~ 100 - X de inhibicion vs log. de
la concentracion del digitalico; la pendiente de la recta
obtenida es el valor del coeficiente de Hill ( n, k6 J y es de 1.54

H

y 0.810 para ouabaina y digitalico No. 24 respectivamente.
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para obterer urma irhibicion del 49, S4%.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

De los digitalicos utilizados en aste trabajo 1la velocidad
de asociacion de los digitalicos a las preparaciones de ATPasa

+
de Na* K de corazon de perro disminuye en el siguiente orden:

ATPasa:

No. 24 < No. 10 < ouabaina < digoxina < tevetina < digitoxina.
Fosfatasa dependiente de K+l

No. 24 < tevetina < ouabaina < No. 10 < digoxina € digitoxina.

En ambos casos coinciden con mayor velocidad de asociacion
el digitélico No. 24 y con menor velocidad 1la digitoxina, los
digitélicos No. 10, ouabaina y digoxina y tevetina no coinciden
con el orden, sin Gmbargo on los valores de las constantes de
asociacion a la ATPasa de Na' K' ¢ tabla I ) la diferencia entre
estos es pequefia ! tanto para ATPasa como para Fosfatasa
dependiente de K+ 2l valor mas alte es menos de cuatro veces
mayor que el wvalor mas bajo ( 2.6 para ATPasa y 2.9 Fosfatasa de
k' ) tambien es necesario precisar que para las determinaciocnes
de las constantes de velocidad de asociacion se utilizaron

diferentes corazones de perro para las diferentes preparaciones

de ATPasa de Na+ K+.



Tabla No. 1
asociacion t
a Lla ATPasa

Comparacion

de

de

y v
* +

Na K

-
dependiente de K .

Ouabaina
Digoxina
Dig.

No. 10

Dj.go No. 24
Tevetina

Digitoxina

Ouabaina
Digoxina
Dig.

No. 10

Dig. No. 24
Tevetina

Digitoxina

1
ATPasa

1.47 ¥ o.71 x

+

0.92 - 0,99 X

2. 47 X
+

2.83 - 0.30 X

0.68 X

0.25 X

ATPasa

-‘.
0.48 =-0.074 X
0.34620.075 X
7. 46 X
33.5 ~4.4 X
12,4 X

0.518 X

Las
disocracion

para

10

i0

10

10

10

constantes

¢ K ¥ de

-1
actividad

K, ¢ Mlseg.”1 >

de

diferenies

ATPasi.ca ¥

velocidad de
dmg\t&ltcou

Fosfatasa

Fosfatasa de K+

i0 *

10 *
10%
10 4
10*

10*

Fosfatasa de K*

0.86 X
* 0.30 X
A 0.32 X
* 2.08 X
A 0.87 X
. 0.12 X
seg_1 2
. 0.629 X
e 0.741 X
4 10.4 X
“ 468 %
g 5.48 X
x 0.77 X

g ¥

10 "%
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Las velocidades de disociacion de digitélicos a la

preparacion de ATPasa, aumentan en el siguiente ordent

ATFPasa

digoxina < ouabaina < digitoxina < Dig. No. 10 < tevetina < Digqg.
No. 24,

Fosfatasa dependiente de k*.

ouabaina < digoxina < digitoxina < tevetina < Dig. No. 10 < Dig.

No. 24.

En 1a tabla 1 se observa que la diferencia entre las
constantes de velocidad de disociacion para ATPasa y Fosfatasa
dependiente de K+ a los digltélicos utilizados es minima; en el
caso del digitélico No. 24 y digoxina el valor para ATPasa es
tres y dos veces mayor respectivamente que para Fosfatasa
dependiente de K*, y en el resto de los valores es menor a una
vez. Estas determinaciones tambien se realizaron con diferentes
preparaciones de ATPasa de Na+K+; existe mayor variabilidad en el
orden de mayor a menor velocidad de asociacién al medir ATFasa vy

+ i
Fosfatasa dependiente de K que en la velocidad de disociacion.

Al comparar los valores de velocidad de asociacion € Ki ) ¥y
disociacion ¢ K_1 ) para cada una de las actividades ( ATPasa y

Fosfatasa dependiente de k' > de cada uno de los digit&litos se



puede decir gue son congruentes y que es confiable el medir la
actividad Fosfatasa dependiente de K+, adamés en estudios
cineticos con esta enzima resulta mas facil y economico medir la
actividad enzimatica con el pseudo sustrato pNFF que utilizar el
sustrato especifico, ya que este implica medir la actividad con
enzimas b4 sustratos auxiliares que pueden presentar
inconvenientes de limdte de velocidad en condiciones de I(+ bajo
por ejemplo o de inhibidores inospecificus presentes en las

soluciones.

Para la KI el orden creciente de los digitélicos ensayados

es como sigue ( Tabla II )1

ATPasat

ouabaina < digoxina < digitoxina < Dig. No. 10 < Dig., No. 24 <
tevetina.

Fosfatasa dependiente de K+l

ouabaina < digoxina < digitoxina < Dig. No. 24 < tevetina < Dig.

No. 10,

Es necesario sefialar que la KI es el resultado de dividir

K-i entre l(1 y la diferencia que presenta en el orden, al medir
ATPasa y Fosfatasa dependiente de K+, se debe a la wvariabilidad
que presentaron los digitalicos en las constantes de velocidad de

asociacion y disociacion.



Tabla II. -ComparaciLon

de los valores de Kx para diferentes
dtg\téhcos a la ATPa=a de Na‘k‘ midiendo actividad ATPasica v
Fosfalasa dependienie de K+.
KI C M2
ATPasa Fosfatasa de Ki
Ouabaina 2.03 ¥ 0.50 x 10 9 7.34 X 10 2
- -9
Digoxina 3.78 : 0.27 X 10 = 24.900 X 10
Dig. No. 10  30.20 X 102 325.00 X 10 2
+ -9 -9
Dig. No. 24 121.00 - 22.0 X 10 56.7 X 10
-9 -9
Tevetina 183. 00 X 10 63.00 X 10
Digitoxina 20. 80 x 102 16.26 X 10 °
Tabla No. III. -Valores del coeficrLente de Hull ¢ n“
determunados experimentalmente,
ATPasa
Ouabaina 1.54 2 0.1
Digoxina 2.04 2 0.31
Dig. No. 10 0.90 = 0.18
Dig. No. 24 0.81 % 0.25
Tevetina 1.17
Digitoxina 1.04 s 0.01




Los digitélicos que presentan coeficiente de Hill mayor a
uno ( cooperatismo positivo ) son ouabalna, digoxina tevetina vy
digitoxina ( ver tabla III 2 y los digitélicos 10 y 24 presentan

coeficients de Hill igual o menor a uno (cooperativismo negativo)

Las diferencias estructurales en cuanto a grupos funcionales
que estan como sustituyentes en la molecula base de los
digitalicos marcan tambien diferencias en las constantes de

asociacién, disociacién y coeficiente de Hill € n, ) y se debe a

H
la relacion estructura-actividad que tienen los digitélicos ¢ fig
16, 17 J.

Los digitélicos No. 10 vy 24 con n, menor o igual a 1 en la

H
posicién No. 3 tienen una glucosa mientras que ouabaina, digoxina,
tevetina y digitoxina con nH)i. en @sa misma posicidn tienen di ¥y
trisacaridos. Por lo que se podria pensar que el azucar en la
posician No. 3 debendipndo de su naturaleza puede provocar o no

un cambio alosterico de la estructura enzimatica para favorecer o

no la union de otras moleculas de digitélico.

Sin embargo en un estudio realizado en el mismo laboratorio
C datos no publicados ) dos parejas de digitélicos que varian
solo en el azﬁcar, glucosa y (digitoxosa)3 los valores de n, son

seme jantes lo que indica que el azucar no influye &sn &1 valor de

HH.
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Los sustituyentes que s sncusntran on las posiciones 5, 11,
12, 14, 18 y 19 de la molecula base de los digitalicos pueden
considerarse no importantes en la relacion estructura - actividad
ya gque aun enire los digitélicms que  presentan cooperativismo
positivo y los que presentan cooperativismo negativo hay

diferem ias.

En la posicion 17 se encuentran diferentes tipos de lactonas
como sustituyentes y en este caso parecen tener importancia en la
relacion estructura - actividad por lo gue los digitélicos
ouabaina, digoxina, tevetina, digitoxina en esta pntirién tienen
una  lactona  insaturada: en  lous digitalicos 10 y o4 el
sustituyente es un furano y wuna lactona respectivamente las
ultimas tienen propiedades diferentes (estructuras de resonanciad
a las lactonas insaturadas por lo que la interaccion con el

receptor obviamente es diferente.

K Yy n pueden ser

For otro lado los valores de K,, K H

1 -1 I

relacionados con los efectos farmacologicos.

I(1 Y K_1 estan relacionados con 1la velocidad con que =«
inicia el efecto rarmacolégico C K1 ) y tiempo de duracion del

mismo K_J Fa entonces a mayor constante de wvelocidad de

asociacion mas rapido se presentara el efecto farmacologico antes

dicho, y en este estudio el digitalico No. 24 es el que mas

rapido presentaria el efecto ya mencionado; mientras que la



digoxina y ouabaina son los que presentarian mas lento el

inicio pero mas duradero el efecto.

KI es la potencia del digitalicoi es decir a menor KI es més

potente y tiene una estrecha relacion con el n Esta relacion

H

entre KI y n, se refiere a lo siguiente. Un digitélico que es muy

H

potente puede presentar n, 2 mayor o menor a uno, cuando es mayor a

H

uno el rango entre dosis todica ¥y terapeutica es muy estrecho

mientras que un n €1 indica un amplio rango entre las dosis antes

H

mencionadas.

El digitélico ideal es aquel que presenta una K, alta, K__, ¥

1 1

KI pequefias y nH(l.
En este trabajo se presentd un analisis del efecto de los
. + 4+
digitalicos a la ATPasa de Na K pero es necesario dejar claro
que el trabajo requiere de la participacién de especialistas en
las areas quinﬂca orgénica y bioquimica para la obtencion de un

farmaco que produzca los efectos antes mencionados.
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