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INTRODUCCION 

En 1957 Skou C 28 ) describio que en extractos membranales 

de nervio de cangrejo exist.ia una enzima qui;. hidrolizah.a e l ATP, 

, + + 
y que esta era activada por la adicion de Na y K en el medio de 

incubacion, tambien propuso que esta actividad enzimatica estaba 

asociada con el transporte de cationes monovalentes a lraves de 

la membrana cel •.llar. 

Durante las pasadas dos decadas Ja idenlificacion de la 

ATPas a de Na+ y como la bomba de sodio se establecio 

firmE>mente e 24, 25 ), 

La mayoria de las celulas mantienen dentro de la celula una 

c::onc::entra•~ion <:>levada 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 c ondiciones fisiologicas normales el + 
Na 

interno es intercambiado por K+ externo a expensas de la energía 

liberada por la hidrolisis del ATP en la superficie de la 

membrana celular; esta hidrolisis es acampanada por la salida de 

tres iones sodio y la entrada de dos iones potasio C 6 ), 
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El p ol;.; n cia l de la ~mbrana 
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plasmatica es 

basales, positivo e n el exterior y n e gati v o en e l 

=[]Jt[J= 
~AOP 

,-,f - .- .. .¡ ;r; m 

e n condiciones 

inter i or, asi 

pues el i o n sodio s e mue v e contra un gradient e de c oncentracion y 

d e carga y eJ potasio c ontra un gradiente de concentrac ion y a 

favor del gradiente de ca rga cuando son transporladr:>s por la 

ATPasa C 6 ). El papel funcional d e la b omba de sodio C ATPasa de 

+ + 
Na K ) es el de concent 1· ac iones altas de potasio 

intracelular y sodio exlracelular ayudando a la 

establecimiento del gr a di e nte d e conr::entraciones 

lraves de l a membrana p lasmat i ca, qui? contribuyen 

p o lari z acion d e di·: ha membr ana en Ja m<lyor 

v ivc.1s. 

+ 
La ATPa s a de Na K+ es ta loc alizada a n 

par t e 

la 

formacion y al 

y de r.arga a 

al es lado de 

de los seres 

meml-...1rana de Ja 

c~lula y es accesihle por ambos l a dos de e lla. El adenr.,;,in 

trifos fato C ATP ) se une a la enzin~ por la parte i nterna de la 

+ ++ 
celula , c uando el Na y Mg se •me n al complejo ATP-Enzi ma, 

fosfa to terminal del ATP e·~ tr-anferidn a la e nzima con l •:i 'l""' ">P. 



provocan < •. r.imhios conf o 1· n.aLiunales d -" la P n z ima ( E
1 

--> 

--> E2 -P ) t r a nsl (uca 11dos c~ 
+ 

el Na hacia <:>l e xt.er .ior da la c-:'1. • il a, 

+ K+ 
.• + 

en dL,Jtd l? PS l ib0rado el Na y SC' un<? al La union del K con 

la fosf oenzj m .. -i c.ac1sa un seciundo c ambio conf '-' rmaci onal 

lrans locandose e l K+ dentro de la celula, inici andos a otro rielo. 

Nl<150mMl 

ADP + P¡ 

Ake-ro. M~rnbr··•ne Adeno5inf!> 

A D tSJt t olte Re- c epl o r 7. SCJENCE No . 4317 . Vol. 199 . Nov. 1977. 
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La ATPasa de Na+ K+ esta formada por dos P'"'lipeptidos 1.1no 

llamado subunidad alfa C polipeptido 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 aspartico de 

este polipeptido es donde se lleva a cabo la fosforilacion de la 

enzima por el ATP, el otro polipeptido es la subunidad beta ( 

polipeptido menor ) de peso molecular aproximadamente de 50,000 

daltones, para esta subunidad no se ha encontrado algun papel 

catalítico o afinidad por alguno de los iones necesarios para la 

actividad enzimatica C 3, 19 ). 

Para el complej o funcional de la ATPasa de Na+ K+ se le ha 

determinado un peso molecular de alrrededor de 250 a 300 mil 

<latones, por lo que se puede pensar en una estequiometria de 2 o 

2(1 o 2o 40. 

Se han propuesto varios modelos para el mecanismo reacciona! 

de la ATPasa de Na+ K+ C 32 )1 

Froehlich et al C 25 ) proponen1 

E + ATP <~-> E•ATP <~-> E&P <~-> E•P <~-> E + Pi 

Lowe & Smart C 25 ) proponen algo mas elaborados 



El e sque ma general propuesto y m.:1 ·_; ac e ptado actualmente es 

el de Albe rs y Post C 26 ): 

++ + 
Mg + Na 

E
1 

+ ATP <--> E1 •AT~> 

I 
E1 +K~> E2 •Pi+Mg+K 

Pi + Mg++ 

<'E2 -Pi+Mg+K 

"2º 

+ 
Na 

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 y E:>; y dos formas 

c . 

fosforiladas E
1 

-P y E
2

-P. Se observa que en la forma El tiene 

+ 
ATP Mg 

++ 
la E

1
-P alta af i ni da<i por P. l Na y y que forma cambi;¡ 

su confo rmacion en presenc ia de Mg++ a la forma E2 -P. La uni c a 

forma que tendría fuerte afinidad por el K+, seria la forma 

La ATPasa de 
+ 

Na K+ ha sido purificada de tejidos de 

di fe.rentes seres vi vos, algunos ejemplos de ellos sons Medula de 

rinon de oveja, cerdo y perro C 10, 12 ), electroplaca de pez 

electrico, glandulas de rect.o de escualo ( 19 ) y glandula salina 

de pato C 8 ). 

b 



P•H o tra par· te la ATPas a dP. N<> + K+ es la uni c a mac romolecula 

i den ti f i cada, hasta el nlOJT\6' n t.. o~ como la r qceptora de los 

digitalicos cardiacos, f armacos utilizados en clínica C 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 p o sitivos, mostrando con ello la 

existencia de varios sitios de union para estos iones y un 

comportanúento alosterico de la enzima. 

Para el sodio, Kniike C 11 ) propone dos clases de sitios de 

union, el de mas alta afinidad posee una constante de disociacion 

Kd= 0.2 mH, y llega a unir de 6 a 7 nmolas de sodio por núligramo 

de proteína y pierde su afinidad en presencia de ouabaina. 

Malsui C 13 ), encuentra para el potasio, un sitio sensible 

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

uM, esto lo deternún~ por uni~n de K+ a la ATPasa de Na+ K+. 

En el departamento de Bioquímica del INSTITUTO NACIONAL DE 

CARDI OLOGI A, se han hecho estudios para Na+, con una 

preparac ion de ATPasa de Na+ K+, de corazon de perro callejero, 



obteniendo para el sodio una K
0

•
5 

= 18 mM, V = 635 
max 

nmolas 

ATP hidrolizado/miligramo de prot.eina/m.i.nuto y nH= 1. 79 para 

Na+ indicando efectos cooperativos positivos ( varios sitios 

asociacion ) para la activacion de la ATPasa por sodio. Para 

potasio 1. 2 mM, V = 
max 

620 nmolas/m.i.ligramo 

de 

el 

de 

el 

de 

protei na/mi nulo y n = 
H 

1. 35 que tambien indica efectos 

cooperativos y varios sitios de union. 

Ef ec~o ele tae 

hi.droti.si.'5 det 

2 

-109 CNbC- log M 1 

concentra.c\.ones de l l O r 1 eod\.C• 

ATP . llevo a. 

o 

e- n lo. 

co.t.o 
++ o 

v~loci.do.d 

pre~er>ct.a 

N9 !:S mN, ATP ¡¡ mM. K too mM. Tne - HCt !:SO mM pH= 7. 4 Q 37 c. 
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. ü 50 
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Efecto de 
hi.dr o lusi.s 

las 

de l 

4 2 

+ 
- log r K :i-1 og M > 

concentra.clone !! de l en lo. v elocl.da.d 

ATP. L o. incubac\or, ee ll e vo a cabo p r e eenc \.a 
+ o 

Mg ::i mM, ATP 3 mM , N o. 100 m M . T n'5-HCl ::10 m M , pH= 7 . 4 o. 3 7 C. 

En un es t udio c inetico seme j a nte s e c al culo para e l ATP 

V 
max 

670 nmolas/mil igramo de protei n a/mi nulo 

de 
de 

una 

y 



nH= 0.92 muy proxima a 1.0, que indica un solo sitio para el ATP 

o varios sitios que no estan interrelaci6nadn s. 

Los digitalicos cardiacos fueron descritos por primera vez 

por W. Withering en 1775 en extractos de plantas del genero 

presente siglo es cuando se empiezan a 

realizar estudios electrofisiologicos y farmacologicos para 

comprender 1a acci.;n que tienen estos compuestos en el coraz.;n. 

Repke en 1963 indica que posiblemente los efectos 

inotr.;picos positivos en el musculo cardiaco inducido por los 

, + + 
digitalicos tengan como sitio de accion la ATPasa de Na , K C23) 

Los digitalicos son moleculas esteroideas, qui mi camente 

complejas y hasta ahora se desconoce la participacion que tiene 

cada uno de los grupos funcionales durante la interaccion 

molecular con su receptor C 29, 35 ). 

o 
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Los digitalicos tienen un efecto f a rma c ologic o que 8S el de 

aumentar la contractilidad del corazon a esto se llama 

inotropismo positivo, sin embargo poseen tambien efectos t.oxi cos; 

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 efectos de 

contractilidad del miocardio y los efectos toxicas, es la bomba 

· de sodio o ATPasa de Na+ K+, Como soporte de es t.a hipotesis es el 

paralelismo que existe entre los e fectos de los digitalicos en la 

contractilidad y la habilidad para inhibir la ATPas a de Na+ K+ ( 

13, 30 ) • 

Dentro de los compuestos que inhiben la ATPasa de 
+ + 

Na K se 

encuentran los digital i cos, al caloides del Gri lrophG l.u.m, 

bisguanidil - hidrazonas esteroideas y cationes JOC1noval en t . es como 

el rubidio y talio, y todos estos pr oducen un efecto i notropico 

positivo. 

Inicialmente se observo que cuando en el medio existía la 

, ' 
enzima y el digitalico estos no se unían. Sin embargo en un mE>dio 

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

digi talico. En estas condiciones la enzima sufre una 



fosforilacion y se pe ns o que los digit.alicos se unen 

exclusivamenle a la "forma fosforilada e 2, 14 ). 

El tiempo medio de velocidad de union de los digitalicos a 

las preparaciones de ATPasa de Na+ k+ de miocardio aumenta en el 

orden de la presencia de los ligandos e 20 ). 

LIGANDO 

Hg 
+.+ 

.++ 
Mg 

++ 
Mg 

++ 
Mg 

++ 

t 1/
2

C seg ) 

Pi • ••....•.•...•...•......•.•. 20 

ATP, 
+ 

Na •••••••••••••••••••••• 27 

A TP • •••••••••••••••••••••••••• 45 

ATP, Na+,, K+ ••••••••••••••••• 170 

Hg ••.•• ••••••••••••••• ••• ••• ••••• 250 

sobre la El numero de sitio de fijacion de los digitalicos 

ATPasa de Na+ K+ aun esta en controversia. Se sabe que para la 

mayor parte de las preparaciones es un silio de fijacion de los 

digitalicos por cada lugar de fosforilacion e 19 ), y que los 

valor es maximos d e fijacion son del orden de 4 a 4.3 nmolas / mg 

de proteína. Otros sugieren la presencia de dos tipos diferentes 

de sitios que corresponderian a E
1

-P y E
2

-P y que son modulados 

por el sodio C 4 ) . 



Las discrepancias pueden ser debidas a la metodologia 

empleada pero tambien a condiciones propias do la enzima, ya que 

ademas de las diferentes conformaciones, segun el mecanismo la 

ATPasa de Na+ K+ esta presente en la membrana como un dímero, que 
; 

adopta 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 uni,on de los digitalicos sobre la ATPasa de 
\. 

+ 
Na 

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

ligandos en el medio de incubacion se han dise~ado varios metodos 

de medir las constantes de velocidad de asociacion y disociac:ion. 

Son dos los matados empleadosl 

+ 
1.- Se mide el progreso de la inhibicion de la ATPasa de Na 

K+ en f'uncion del tiempo en presencia de diferentes 

concentraciones de digitalices ( 35 ). 

2.- Medir la velocidad de union de los digitalicos marcados 

cbn 
3

H en funcion del tiempo ( 34 ). 



Las const.antes da velocidad de asociacion obtenidas en 

diferentes condicionas experimentales y por diferentes autores 

son similares; sin embar90 existE>n notables diferencias en las 

constantes de velocidad de disociacion segun el matado seguido y 

para lo que a~n no hay una explicacion clara. 

Es un hecho fuera de toda discusion que los digitalicos 

producen efectos inotropicos positivos en la celula muscular 

cardiaca, y es un hecho tambien que los digitalicos inhiben la 

+ + 
ATPasa de Na K . 

Existen diferentes sensibilidades del miocardio a los 

digitalicos segun la especie, siendo las del humano, perro gato y 

bovino las mas sensibles; el conejo y el cobayo son d0 

sensibilidad intermedia C 1, 34, 12 ) y la rata es de meno r 

sensibilidad. 

Asi pues, la accion de los digitalicos sobre el miocardio y 

los efectos inotropicos que inducen no astan relacionados todavía 

' ' 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 digitalicos y a su inhibicion como un 

efecto inicial que se traduciría 

inotropic:a. 

- ~. 
ll .. • 

in vivo, por la respuesta 



OBJETIVOS 

1.- El presente trabajo ti e ne el proposilo de relacionar 

los grupos sustituyentes que presentan diferentes digitalices 

con las constantes de accion inhibitoria en las actividades de 

+ + + ATPasa de Na K y Fosf atasa 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 Na o que la 

· correspondiente ATPasa, y la actividad Fosfatasa dependiente de 

K+ utiliza la enzima fosforilada E
2

-P que se sabe es la forma mas 

sensible a la accion de los digitalicos. 



HIPO TESIS 

E:s bien sabido que la familia de compuestos es t.eroi deos 

llamados glicosidos cardiacos o digitalicos son inhibidores de la 

enzima ATPasa dependiente de + Na y y por lo tanto del 

transporte d e estos c ationes. La accion inhibitoria sobre la 

ATPasa esta relacionada con las propiedades lerapeuticas de esta 

familia de compuestos en los mamiferos. Se conoce un solo 

rec •::. ptor de los di·~itali <::o s cardia.:os que es la ATf'asa de 

pero han sido propuestos otros receptores hipoteticos 

+ + 
Na K 

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 químicamente relacionados sobre la inhibicion de 

la ATPasa con las propiedades farmacologicas de los mismos 

compuestos en las mismas especies animales. 

Como los digitalicos en general producen una inhibicion 

pseudoirreversible y el progreso de asociacion y disociacion con 

la ATPasa es muy lenta, es una ventaja determinar no solo las 

constantes inhibitorias KI o K0 sino tambien las cons t antes de 

asociac ion y disociacion de los di~italicos a la 
+ 

ATPasa de Na 

+ 
K • Ademas los valores pueden ser comparados con la 

potencia farmacologica que induce a un inotropismo positivo; K
1 

y 
, , 

C constantes de velocidad de asociacion y disociacion ) con 
, , 

el ini ci o y termino del efecto inotropico positivo. 
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MATERIAL Y METODOS 

Purificacion de la ATPa s a de Na+ K+ por el melodo d e Pill s y 

Sc hwartz C 20 ), 

La ATPas a 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, despues se corta en peque~os pedazos y se pesa, lodo 

el proceso se realiza en frío C 0-5 ºe), Se adiciona 1.5 ml por 

cada gramo de corazon de una solucion de sacarosa 0.25H y EDTA 

1m.M a pH=7.0 ajustado con Tris C solucion S-E ) se muele a 

velocidad l e nta en la li c uadora durante 30 segundos tiempo que es 

independiente del peso del corazon utilizado, se diluye con 1.5 

ml por cada gramo de corazon de la solucion S-E y se muele a 

velocidad rapida durante 0.25 segundos por cada gramo de corazon 

utilizados, se centrifuga a 2,500 X g durante 15 minutos C 

aproximadamente 2,000 rpm en Sorvall rotor SS-34 ), el 

sobrenadante se d esec ha y el precipitado se resuspende en la 

licuadora durante un minuto a velocidad lenta con 2 ml de la 

soluci on S-E por c ada gramo de corazon del peso original. Se 

adicionan 0.20 ml, por cada gramo de corazon del peso original de 

una solucion de desoxicolato de sodio el 5" en la solucion S-E, 

' ' la adicion es gota a gota pero rapidamente y con buena 



agi tacion, se continua la agi tacion durante 2 0 minutos mas, y se 

centrifuga a 96,000 X g C 27,000 rpm e n rotor 30 Bec kman ) , 

durante é?.5 mi nut.os, e l sobrenadante se recoge y se afora has t a 

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 precipi lado se resuspende con 

EDTA 1 mM a pH=7. O en O. 3 ml por cada gramo de corazon del peso 

original y se congela durante una noche a -20°c. 

A la preparacion obtenida en la e tapa anterior se le 

adicionan 0.075 ml por cada gramo de corazon del peso original de 

una solucion de Na! 6M que contiene EDTA 15mM, Tris 150mM y tiene 

un pH=8.4 aproximadamente; la adiciones gota a gota, en frio en 

no mas de 1 minuto, con buena agitacion 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 solucion de 

EDTA 1mM a pH=7.0 ajustado con Tris, se c<::>ntrifuga a 98,000 X g 

durante 25 minutos, el sobrenadante se elimina con cuidado ya qlJQ 

el precipitado es ligero y poco compacto, este ultimo se 

resuspende en una solucion de Imidazol 25 mM y EDTA 1mM pH=7.0 

ajustado con HCl. 

A la preparacion anterior se le determina proteinas por 81 

m<?todo de Lo wry. 

.. ' ~- .. 



DETERMI NACI ON DE LA ACTIVIDAD ENZI HA TI CA 

Entre 5 y 10 ug de la ATPasa de Na+ K+ se incuba n a 37°C 

durante 5 minutos con ATP 3 mM en presencia de Triet.anol amina 

C TEA ) 5a mM pH=7. 4 aj ust.ado con HCl; MgCl 
2 

5mM; NaCl 1 OOmM; 

KCl 20mM en un volumen final dE> 1 ml, de Etst.a forma SE> mide la 

actividad total y la actividad basal se mide adicionando 5 ul de 

ouabaina lOmM, la reaccion se detiene con acido Tricloroacetico 

al 50~ frío, concentracion final 5X, 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 2 ml de react.i vo C C Ver 

determinacion de fosfato inorganico ). La ac tividad especifica se 

obtiene interpolando la actividad total menos la basal en la 

curva estandar de Pi y se expresa en umolas/minuto/mg de 

proteína. 

DETERMINACION DE FOSFATO INORGANICO CPiJ 

A partir de una solucion estandar de KH2 PO-i 5 mM en una 
, , , 

solucion de acido Trícloroacetico al 1~ se toman 25, 50, 75 y 100 

u1 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 e e 100 ml de reactivo e se preparan 



con 1 O ml de mol i bdalo de amo ni o al 1 OY. "' n H
2

So 
4 

1 ON; 70 ml de 

H
2

0; 5g d e Fesp
4

• 7 H
2

o y se ¿¡ fora hasta 100 ml con ag u a 

destilada ). 

'El blanco :se prepara a partir de lml de agua destilada y cml 

de reactivo C; se lee en el especlrofolometro a 660 nm. 

DETERMINACI ON DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD DE ASOCIACION C K1 ) 

DE LOS DIGITALICOS A LA ATPasa DE Na+ K+ C MIDIENDO ACTIVIDAD 

FOSFATASA ), 

Entre 70 y 100 ug de la enzima fueron preincubados durante O 
, , 

a 15 minutos con diferentes digitalicos naturales y sinlelicos en 

concentraciones de 0.1 a 1.5uM en presencia deTriel anolamina C 

TEA) 50mM ajustado con HCl a pH= 7.4; MgC1 2 2mM; Pi lmM, en un 

volumen final de 25 ul, la asoci ac ion del digilal ico con la 

enzima fue detenida con 22'3 ul de EDTA 1 mM a pH= 7.0 ajustado 

con Tris; se lomaron alícuotas de 200 ul para medir la actividad 

de fosfatasa dependiente de K+. se mezclaron con 800 ul de un 

medio que contenia TEA 50 mM ajustado con HCl a pH= 7.4; MgC1 2 

10mM; KCl 20mM y p-nilrofenolfosfalo ( pNPP ) 5mM, se incubo a 

3oºc Y , , se midio la aparicion de p-nitrofenol por absorbancia a 

410 nm cada 30 segundos durante '3 minutos. 



La actividad tota l se midi o pr e inc t1b .:.u1do la enzima en 

ausencia de digil a licos, y la a cti vidad basal se mi dio 

pr o incubando l a e n zi ma con '5 u1 de ouabaina 10 mM 

Con los valores de absorbancia se calculo la pendiente por 

el metodo de regresion lineal en una calculadora Texas 

Instruments 55-II, lo anterior fue hecho para ladas l as 

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 asociac ion K
1

• 

DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD DE DISOCIACION C K_1 ) 

DE LOS DIGITALICOS A LA ATPasa DE Na+ K+m. C MIDIENDO ACTIVIDAD 

FOSFATASA ) • 

Entre 70 y 100 ug de la enzima fueron preincubados con cada 

uno de los digi.lalicos a 30°C durante el tiempo y con la 

concentrac ion calculada a partir de los valores de K1 , para 

obtener una inhibici~n aproximadamente del 90~ en presencia de 

TEA 50mM a pH= 7.4 ajus t ado con HCl; MgC1 2 GmM y Pi lmM en un 

volumen final de 25 ul, para iniciar la disociacion de la 

<t> De acuer do a.l m~todo de Yodo. < 3~> . 
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enzima y el digi talico se agrego 225 ul de EDTA 1 mM pH= 7.0 

ajus tado c o n Tris y se incubo a 30°C; entre O y 80 minutos se 

tomaron al íc uotas de 200 ul para medir la actividad de fosfat.asa 

+ 
dependiente de K , se mezclaron con 800 ul que contenían TEA 50 

mM a pH= 7.4 ajustado con HCl ; HgC1 2 10mH; KCl 20mM y pNPP 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 digitalico, la basal preincubando con 5 ul de 

ouabaina 10mM y ambos fueron incubados a se realizaron 

controles de t iempo es decir se incubaron en tiempos iguales a 

los que contenian digitalicos natural es y sinteticos sujetos a 

Con l os valores de absorbancia se calculo la pendiente por 

el metodo de regresion lineal en una calculadora Texas 

Instruments 55-II. lo anterior fue hecho para todos los tiempos 

ensayados incluyendo la actividad total y basal, con los valor e s 

de las pendientes se calculo el log. del X de inhibicion y estos 

se grafi c aron en funci~n del tiempo par a obt.ener el valor de la 

constante de velocidad de disoci aci~n K_
1

• 



DETERMINACION DE ·,LA CONSTANTE DE VELOCIDAD DE ASOCIACION CK1 ) DE 

+ + , 
LOS DIGITALICOS A LA ATPasa DE Na K , C ACTIVIDAD ATPasi c a ) 

Entre 70 y 100 ug de la enzima fueron preincubados durante O 

' ' 
a 15 minutos con diferentes digi talicos naturales y sint0ti cos o, n 

concentraciones de 0.1 a 1.5 uM en presencia de Trietanolamina C 

TEA) 50 mM a pH=7.4 ajustado con HCl, MgC1 2 2mM y Pi lmM en un 

volumen final d0 25 ul, la asociacion del digitali co con la 

enzima fue detenida con 225 ul de EDTA lmM a pH=7.0 a justado con 

Tris; se tomaron ali c uotas de 200 ul para medir la ac ti v~dad 

ATPasica dependiente de Na+K+; se mezc lar on con 595 ul de una 

sol uc ion A que c ontení a TEA 50mM a j1.1st ado con HCl a pH,,,7 . 4, HgC:l
2 

5mM, NaCl 100mM y KCl 10mM ( concentraciones referidas a 1 ml ); 

155 ul de una solucion B que contení a Fosfoenolpiruvato C PEP ) 

1 mM, NADH O. 15mM y ATP 2mM C sol ucion que se prepara minutos 

antes de iniciar la reaccion J; 50 ul de una soluc ion C que 

contenía Piruvato cinasa ( PKasa ) y Lac tato d0shidrogenasa ( 

LDHa sa ) (mezcla comercial dil uida 1 a 10 en TEA pH= 7 . 4 ajustado 

con HCl J. Se lee a 340 nm la desapari c ion de NADH. 



RESULTADOS 

Los digitalicos utilizados en este estudio sonl Ouahai na, 

Di goxi na, Di gi toxina, Teveti na, Digitalice No.10 y Digitalice 
, , 

No.24. La e leccion de estos digitalicos fue teniendo en ct.1<0>nta 

que produjeran una inhibicion pseudoirreversible a la ATPasa de 

que se poseyeran datos previos midiendo actividad 

ATPasa, excepto la Ouabaina que se considero como referencia por 

producir una inhibicion ya comprobada. D<.>ntro de los digi lalicos 

naturales se encuentran la ouabaina, digoxina . digitoxina y 
, , 

tevetina y como sinteticos estan el digitalico No. 10 y No. 24. 

Se ensayaron diferentes conc8nlraciones de los digit.alicos y 

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 SOY. en un tiempo no mayor de 15 minutos. 

A continuacion describo los resultados obtenidos con cada 

uno de los digit~licos. 

OUABAINAs Las concentraciones y tiempos de preincubacion con la 

ATPasa de Na+ K+ que se utilizaron fueron: 

concentracion C uM ) tiempo ( seg ) 

0.1 300, 600, QOO 

0.25 300, 600, 900 



0.4 180, 300, 600 

0.5 120, 240, 350 

En la figura 1 A se puede observar q•Je independientemente de 

la concentracion del digitalico utilizad~ a tiempo igual a cero. 

La actividad disminuye al aumentar la concontrac ion del 

digitalico y el tiempo de preincubacion, obteniendose rectas al 

representarlas en forma semilogaritmica para cada concentracion 

con un valor de pendiente diferente, los valores sont 

concentracion del digitalico 

C uM ) 

0.1 

0.25 

0.4 

0.5 

valor de la pendiente 
' -1 

C ouabai na ) seg 

0.00109 

0.00174 

0.00244 

0.00423 

Estos valores se multipli c aron por 2.3 y se construyo la 

grafica B de la figura 1 ' la pendiente de la recta rE>sul tant.e es 

la constante de velocidad de asociacion e K1 ) de la ouabaina a 

la ATPasa de Na + + K y ti E>ne un valor d e 0.86 X 10
4

• 

Para la determinaci~n de la constante de disociacion la 

enzima se preincubo durante 8.58 minutos con una concentracion de 

0.5 uM de ouabaina para lograr un 90X d E> inhibicion, el tiempo de 

pr Rincubaci~n fue calculado por la interpolacion de la recta 

:?8 
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obtenida para l a concent racion 0.5 uM y esta se escog i o por ser 

la «:¡ue en menos tiempo inhi be a la ATPasa de Na+ 
+ 

K y de esta 

fórma se c orre menor riesgo de perdida de actividad de la e nzima 

Y.ª que fue incubada a 30°C. 

En la figura 2 se graf ico: 

Log ~ de inhibicion vs tiempo de preincubacion C seg ) 

1. 91 o 

1.895 6 00 

1. 88 1200 

1. 95 2 400 

1. 81 3600 

1. 75 4-800 

la pendiente de la recta por 2.3 es la constante de velocidad de 

disociaci~n C K_
1 

) del comple jo enzima-di git.alico y tiene como 

valor 0 .629 X 10-4 . 

DIGOXINA: Las concentraciones de digoxi na y l os tiempos de 

preincubacion con la enzima fueron : 

concen traci on C u M ) tiempo ( seg ) 

0.15 180, 300, 5 00 

0.25 120, 300, 600 , 900 

0.4 120, 300, 600, 900 

0.5 50, 120, 180 
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.~ 

concentracion ( uM ) li e mpo de prei ncubaciÓn Cseg) 

0.1 300, 500, 900 

0. 25 300, 600, QOO 

0.4 300, 600, 9 00 

0.5 120, 240, 350 

0.65 120, 240, 360 

0.85 120, 240, 350 

1. 00 120, 240, 350 

En la figura 5A se presenla un comport.ami enlo que depende 

de la concentraci on d e l digilalico; a las concentraciones 0.1, 

0.25 y 0.4 en un tiemp~ igual a cero la inhibicion tambien es 

cero pero c on 0,5, 0.65, 0.85 y 1.00 uM presenta ya un porcenta je 

de inhibician a tiempo cero C si se interpolan las rectas para 

cada concenlracion ), Los valores de las pendientes se calcularon 

seg1'.m la gr~fica y se les dio el mismo trat.amir:>nlo q11e. para la 

ouabaina obteniendo asi una K
1 

Para d et.ermi nar K_
1 

fue ne.c::esario preinc::11bar la enzima 

duranle 24 minutos con una concentracion del digilalico No. 10 de 

O. 5 uH para lograr una inhibi cion del 31. 6" es nt:=lt::~sario 

aclar a r que con e l tiempo estimado se esperaba una inhibic::ion del 

90" aproximadamente. El valor obtenido ruede 10.4 X 10-
4 • 

DIGI TAUCO No.24, TEVETINA v DIGITOXINA: El comportamiento que 
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... ... 
presentaron estos digitalicos a la ATPasa de Na K , no d i fiere en 

mucho al que manifesto la ouabaina, los valores son los 

siguientes : 

K1 K_l 

Digitalico No. 24 2.00 X 10
4 

1 i. 0 X 1 o-4 

Tevetina 0.87 X 104 5.48 X 10-4 

Digitoxina 0.12 X 10
4 

0.77 X 10-4 

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

ala12 ) . 

En la determinacion del coeficiente de Hill 

preincubo la enzima con concent raciones de 10-
4 

a 

C nH 

10-11 

) se 

durante 

30 minutos, tiempo suficiente para lograr el equilibrio entre la 

ATPasa de Na+K+ y cada uno de los digitalicos u tilizados en este 

estudio. En las figuras 13 y 14 se muestra como se determina 

graficamante el nH; primaramante se grafica el ~de actividad vs 

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

de saturacion C 13A y 14A ), para obtener la grafica de Hill se 

grafica Log. X de inhibicion / 100 - X de inhibir.:ion vs l og. de 

la concentracion del digitali r.:o; la pendiente de la recta 

obtenida es el valor del coeficiente de Hill C nH) y es d e 1.54 

y 0.010 para ouabaina y digitalico No. 24 respectivamante. 

41 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

[)g los digJ.tali cos utilizados en .. sta trabajo la velocidad 

de asociacion de los digitalicos a las preparaciones de ATPasa 

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

ATPasa1 

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

Fosfatasa dependienta de K+I 

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

En ambos casos coincidan con mayor velocidad da a soci acion 

el digitalico No. 24 y con menor velocidad la digitoxina, los 

digitalicos No. 10, o uabaina y digoxina y tevetina no coinciden 

con el orden, sin embargo en los valoras da las constantes de 

asociacion a la ATPasa de Na+ K+ ( t abla I ) la diferencia entre 

estos es peque~a tanto para ATPasa como para Fosf atasa 

dependiente de K+ el valor mas alto es menos de cuatro veces 

mayor que el valor mas bajo C 3.5 para ATPasa y 2.9 Fosfatasa de 

K+ ) tambien es necesario precisar que para las determinaciones 

de las constantes de velocidad de asociacion se utilizaron 

diferentes corazones de perro para las diferentes preparaciones 

+ + 
de ATPasa de Na K • 

.-;¡;_ 

'·- · 



Ta.bta No . 1 Compa ra.cion de tae cone lo.n tee de v eLoc\.da.d de 

o.socio.c\.on K y dl.SOC\.QC\.On K de dderentee di9t.t.o.hco~ 
1 -1 

+ + 
Q la ATP<l."'a de Na K poro. 0.Cl\.V \dO.d A TP0.e 1.<: o. y F o,.f atae<> 

+ 
dependiente de K 

)(1 ( 
-1 -1 

M seg. ) 

ATPasa Fosfatasa de )(+ 

Ouabaina 1. 47 + o. 71 X 10 4 0.06 X 10 4 -
Digoxina 0.92 + 0.99 X 10 4 0.30 X 10 

4 -
Dig. No. 10 2.47 X 10

4 
0. 32 X 10

4 

Dig. No. 24 2.83 + 0.30 X 10 4 2.00 X 10 4 -
Tevetina 0.68 X 104 o.a? X 10

4 

Digitoxina 0.25 X 104 0.12 X 10
4 

K ( 
-1 

) 
-1 

seg 

ATPasa Fosf atasa de K+ 

Ouabaina 0.48 !0. 074 X 10 
-4 0.629 X 10 -4 

Digoxina 0,345!0.075 X 10 
-4 o. 741 X 10 

-4 

Dig. No. 10 7. 46 X 10-4 10. 4 X 10-4 

Dig. No. 24 33.5 !4,4 X 10 - 4 11. 0 X 10 - 4 

Tevetina 12. 4 X 10-4 5.48 X 10-4 

Digi toxina 0.518 X 10 - 4 0.77 X 1 o- 4 

':.i t:.• 



Las velocidades de disociacion de digilalicos a Ja 

pr·eparacion de ATPasa, au1T1'3nlan en el siguiente ordenl 

ATPasa 

digoxina < ouabaina < digiloxina < Dig. No. 10 < tevet.ina < Dig. 

No. 24. 

+ Fosfalasa dependiente de K • 

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

No. 24. 

En la tabla 1 se observa que la diferencia entre las 

constantes de velocidad de disociacion para ATPasa y Fosfatasa 

dependiente de K+ a los digit..~licos utilizados es mÍnima; en el 

caso del digitalico No. 24 y digoxina el valor para ATPasa es 

tres y dos veces mayor respectivamente que para Fosfat.asa 

+ dependiente de K , y en el resto de los valores es menor a una 

vez. Estas determinaciones tambien se realizaron con dif·erentes 

preparaciones de ATPasa de Na+K+; existe mayor variabilidad en el 

orden de mayor a menor velocidad de asociacion al medir ATPasa y 

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

Al comparar los valores de velocidad de asociacion C K1 ) y 

disociacion C K_1 ) para cada una de las actividades C ATPasa y 

Fosfatasa dependiente de K+ ) de c ada uno de los digitalices se 



puede decir que son congruentes y que es confiable el medir la 

actividad Fosfatasa dependiente de + K , ademas en estudios 

cinet.i cos con est.a enzima resulta mas f a cil y economico medir la 

actividad enzimatica con el pseudo su::;trato pNPP que utilizar el 

sustrato especifico, ya que este implica medir la a cti vidad con 

enzimas y sustratos auxiliares que pueden 

inconvenientes de limite de velocidad en condiciones de 

pr.,.:sentar 

+ 
K bajo 

por ejemplo o de inhibidore:s inespecificos presentes en las 

soluciones. 

Para la "S: el orden creciente de los digitalicos ensayados 

es como sigue C Tabla II )l 

ATPasal 

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

tevet.ina. 

Fosfatasa dependiente de K+r 

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

No. 10. 

Es necesario se~alar que la K1 es el resultado de dividir 

K_1 entre K1 y la diferencia que presenta en el orden, al medir 

ATPasa y Fosfatasa dependiente de K+, se debe a la variabilidad 

que presentaron los digit.alicos en las constantes de velocidad de 

' ' asociacion y disociacion. 



Tabla 11. -compo.ro.ci..on de loe VClL o ree de . . 
di.gitalcco e a la ATP "'""' de Na K 

.. 
F o sfataso. dependcente de J< • 

KI e M ) 

ATPasa 

OuabaÍna 2.93 ! 0.50 X 10 -9 

+ -9 
Digoxina 3.78 - 0.27 X 10 

Dig. No. 10 30.20 X 10-9 

Dig. No. 2-4 121. 00 + 22.0 X 10 
-9 

Tevetina 183.00 X 10-9 

Di gitoxina 20.80 X 10-9 

Tabla No . III . -Va.lores del coeftci..ietnte de 

determino.doe expen. m~ntatmente . 

I< 
1 

paro. 

1.."'LCl \. v\.da.d 

dif erentee 

Fosfa lasa de K+ 

7.34 X 

2-4.90 X 

325.00 X 

56.7 X 

63.00 X 

16. 26 X 

H i.tL 

10 
-Q 

10 
-9 

10-9 

10 
-9 

10-9 

10-9 

;; 
H 

ATPasa 

Ouabaina 1. 54 
+ 0.1 

Digoxina 2.04 + o. 31 

Dig. No. 10 o.go + 0.18 

Dig. No. 2 4 o. 81 + 0.25 

Tevetina 1.17 

Digitoxi n a 1. 9-4 + o. 01 



Los digitalices que presentan coeficiente de Hill mayor a 

uno C cooperatismo po sitivo ) son ouabaina, digo xina tevet.i na y 

digitoxina ( ver tabla III ) y los digitalices 10 y 24 presentan 

coeficient e 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 

digitalices marcan tambien diferencias en las constantes de 

asociacion, disociacion y coeficiente de Hill C nH ) y se debe a 

la relacion estructura-actividad que tienen los digit~licos C fig 

16, 1 7 ) • 

Los digitalices No. 10 y 24 con nH menor o igual a 1 en la 

posicion No.3 tienen una glucosa mientras que ouabaina, digoxina, 

tevetina y digitoxina c on nH>l, en esa misma posicion tienen di y 

trisacaridos. Por lo que se podria pensar que el az•Jca r en la 

posicion No. 3 dependi e ndo de su naturaleza puede provoc ar o no 

un cambio alosterico de la e str uctura enzimatica para favorecer o 

no la union de otras moleculas de digitalico. 

Sin embargo en un estudio realizado en el mismo laboratorio 

e datos no publicados ) dos parejas de digitalices que varian 

solo en el azucar, glucosa y CdigitoxosaJ 3 los valores de nH son 

semejantes lo que indica que el azi'.icar no influye en el valor de 
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12, 14, 18 y 1 9 de la mnl <.>C. •.rJa b;_><; <:• de los digital.i cos 

considerarse no impor-lantrr'> ero la rt>l"> c ion estruc tura - activ.idad 

ya que ;;un ~ · ni.re l os digitalicos qu•~ pr· <>sent a n coo¡.ieral.i vi smo 

pos i t. i vn y 1 o s que presenta n r:·ooporal i vi sino negativo hay 

En la posic i o n 17 se encuentran dif e rent es tipos d 0 laclonas 

como susli tuyentes y en este caso pari?cen tener importanc ia e n la 

relacion estrucl11ra - a ctividad por lo que los digitalicos 

ouabaina, digoxina, tevetina, digitoxina en esta rn~i rinn 

una 1 ~. ~ t. nr1.=. i n'Sat 1_1rada; en l · - ·~ dic,¡ilul.ico~ 10 .Y 24 .,.1 

sustituyente es un f urano y una lactona respectivamente las 

ultimas tienen propiedades difer ent es ( es tructuras de resonancia) 

a las lac lonas insaturadas por lo que la interacci o n con 

receptor obviamente es diferente. 

Por otro lado los valores de K
1

, K_
1

, K
1 

relacionados con los efectos farmacologicos. 

y nH pueden ser 

K1 y K_1 estan relacionados con la veloc idad con que 

inicia el efecto farmacologico C K
1 

) y tiempo de d11racion del 

) . entonces a mayor cons tante de veloci dad de 

asociac inn mas r- apido se presentara el <:•fect.o f armacologico antes 

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

rapido pre::;entaria el e fe c to ya mencionado; mientras que la 



digoxina y auabaina son l o s que presentarian mas lento el 

inicio pero mas durader o el e fec t o . 

K
1 

e -; la pot e nc ia de l d i gitalice; e s d ec ir a menor K
1 

e s mas 

p o::•l, e11l•J y ti e ne una ~;s l. rec ha r elac i o n con e l Es ta relacion 

entre K
1 

y nH se refiere a lo siguiente. Un digitalico que es muy 

potente puede presentar nH mayor o menor a uno, cuando es mayo r a 

uno el rango entre d.;sis t.;~ ca y ter a p e ulica es muy estr echo 

mi e ntras que un nH<1 indica un amplio rang o e ntre las dosi s ant.es 

m•> n c i o n a d a s . 

El digi t. alico ide al e s aquel que presenta una K1 alta, K_1 y 

K1 p e quef'ía s y nH<1. 

En e s t.e trabajo se presento un analisis del efecto de los 

. + + 
digitalices a la ATPasa de Na K per o es necesari o dejar claro 

que el trabajo requiere de la participacion de especialistas en 

las ar e as quimica organica y bioquimica para la obtencion de un 

fármaco que produzca 1 os ef ec tos a ntes mencionados. 
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