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RESUMEN:

Se determinb la respuesta bioquimica del corazén de la almeja pismo Tivela stultorum
(Mawe,1823) a los glucésidos cardioténicos ouabalna, digitoxina y digoxina y al i6n K* conla
medicién en el homogenado de la actividad tipo adenosin trifosfatasa dependiente del mag-
nesio, activada por el sodio y potasio. Para ello, se homogenizé el corazén y se preincub6 con
varias concentraciones de digitalico, en presencia de Na™, Mg* ™ y ATP para favorecer el en-
lace glucosidico y se activé la Na*,K*-ATPasa con la subsecuente adicién de distintas con-
centraciones de K* al medio de incubacién. La actividad enzimética observada fue dependiente
de la concentracién de K*; la adicién de ouabalna y digitoxina a bajas concentraciones de K*
incrementaron la actividad de la enzima hasta en un 18%; el posterior incremento de la con-
centracién de K* hasta la proporcién éptima encontrada en el estudio (10mM), permitié obser-
var para cada concentracién de digitélico, una inhibicién hasta en un 25% . Un mayor incremen-
to en la concentracién de K™, redujo la formacion del enlace enzima-digitalico por lo cual dis-
minuyé la inhibicion de la enzima. Esta respuesta de la Na* K*-ATPasa fue mayor con la
ouabaina la cual es més polar respecto a la digitoxina. Por otra parte, la variacion de la con-
centracion del ién Nat en el medio de incubacién manteniendo la concentracién de K™ con-
stante, modificé el intervalo de concentracién a la cual la Na*,K*™-ATPasa es sensible a la
digoxina al desplazar el equilibrio del enlace. Estos resultados observados para la Na™* K-
ATPasa del corazdn de T.stultorum siguen un patrbn semejante a los observados por
numerosos autores para esta enzima en tejidos de diversos organismos. Por lo tanto, se con-
sidera a T.stultorum un modelo animal en potencia para el estudio del efecto de los digitélicos.
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I.INTRODUCCION.

I.1.Generalidades.

El siglo'XX es el siglo en el que el ser humano se ha expuesto en forma ac-
cidental o intencional a un mayor nimero de sustancias quimicas tanto de origen natural como
sintéticas (Halstead,1989). Este contacto, aunado al ritmo acelerado de la vida moderna, ha con-
tribuido a la proliferacion de afecciones a la salud, como las intoxicaciones, las alergias, el
cancer, enfermedades virales, nerviosas y cardiovasculares, muy comunes hoy en dfa (Menzer,

1987; Root, 1988; Halstead, 1989).

Para combatir estas enfermedades, se requiere de farmacos cada vez mas
especificos, los cuales deben ser estudiados y probados antes de ser utilizados por el hombre
quien desde la antigiiedad ha utilizado a los animales para conocer los efectos y mecanismos
de accién de sustancias terapéuticas. Las especies aptas para este tipo de estudios son

denominadas "modelos animales" (Menzer, 1987).

Hasta ahora, se han usado una gran variedad de animales como modelo. En la
actualidad, los més usados en laboratorios de investigacién y desarrollo de farmacos son los
mamiferos [ratones, ratas, conejilos de indias, gatos, perros, conejos y, en algunos casos,
primates] (Pushkar y Kulkarni, 1977; Nigrelli y Jakowska, 1960; Arrington, 1978), aves [gallinas,

palomas, pavos] (Arrington, 1978), anfibios [ranas] (Marikyan et al., 1983), reptiles, (Arrington,

1978; Pushkar, 1977), insectos [grillos], moluscos, equinodermos (Bass,1986), y peces (Ar-

rington 1978). Sin embargo, el principal problema que se presenta en la investigacién, es el de
realizar una evaluacion racional de los riesgos que implica el uso de una sustancia en el

hombre a partir de los resultados obtenidos con los modelos animales; esto se debe a que el
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ser humano posee mayor variabilidad y complejidad que los animales utilizados en el

laboratorio (Dixon, 1976; Stara y Kello, 1979; citados por Menzer, 1987).

‘Por este motivo, las consideraciones para el uso de uno u otro organismo
como modelo animal, dependen de que su naturaleza, sus caracteristicas fisioldgicas,
bioquimicas y de manejo proporcionen la mayor cantidad de informacion confiable, constante y
reproducible, asi, cada especie posee ventajas y desventajas que deben analizarse con base en
el tipo del disefio experimental antes de seleccionarla como modelo animal (Menzer, 1987). Por
ejemplo, en algunos casos se utilizan especies no comunes como los armadillos, que han sido
utilizados para estudiar la lepra, ya que sus adaptaciones a condiciones del medio ambiente
proporcionan informaciéon muy importante acerca del mecanismo de accién de algunas sustan-
cias, que ninguna otra especie presenta dadas las caracteristicas bioquimicas y fisiologicas

propias de la especie (Arrington, 1978).

Otro tipo de especies no comunes como modelos animales son los inver-
tebrados, que en 1980 fueron sefialados como la futura fuente de modelos animales para ex-
perimentos ya que abarcan aproximadamente el 90% de las especies de la Tierra, por lo que

representan un importante recurso animal con beneficios al ser humano (Kaiser,1980).

Con la utilizacién de los invertebrados como modelos animales se han logrado
muchos avances en el conocimiento de la bioquimica y la fisiologia. Ademads, algunos
problemas han sido comprendidos e interpretados mas facilmente que en organismos ver-
tebrados y debido a que los invertebrados poseen una menor complejidad y ciclos de vida de
menor duracién es posible el manejo de grandes grupos de individuos un mayor nimero de
veces (Menzer, 1987). En virtud de estas ventajas, en el proyecto "Aprovechamiento del poten-

cial farmacologico de especies marinas de las costas de Baja California" de la Facultad de Cien-
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clas Marinas (U.A.B.C.) se investigo la posibilidad de que un invertebrado de nuestra reglon sea
de utilidad en estudios preliminares sobre el efecto cardiotonico de principlos activos obtenidos
de organismos marinos. Una sustancia se denomina como cardiotédnica si, como lo Indica su
nombre, modifica la fuerza de contraccion (tono) del corazén (Goodman y Gllman, 1978; Repke
y Schonfeld, 1984). Entre estas sustancias utilizadas en la medicina se encuentran los
glucésidos cardiacos o digitéalicos (Kelly, 1990) los cuales son extrafdos de las plantas Digitalis

purpurea, D. lanata y Strophantus gratus.

Dadas las condiciones de este tipo de estudios, el modelo animal deberfa de

cumplir con las siguientes caracterfsticas:
a) Bajo costo de adquisicion y mantenimiento.

b) Rapida adaptabilidad.
c) Baja susceptibilidad al estrés.

d) Que su corazén sea facilmente perfundido, resistente y de sencilla

manipulacion.

e) Que su corazén manifieste una respuesta observable uniforme.

f) Que la respuesta bioquimica de su corazén sea semejante a la de otros

modelos animales en presencia de los glucosidos cardiotonicos.

g) Que la Inhibicién enzimatica por cardiotonicos disminuya por adiclon de

potasio.



Como parte del objetivo general del proyecto para establecer un modelo animal

en el cual se estudien “cardiotonicos potenciales", el propésito de este trabajo es determinar la
respuesta bioquimica del homogenado del corazon de la almeja Tivela stultorum (Mawe,1823) a
los glucésidos cardiotonicos bajo distintas condiciones experimentales, es declr, observar el

efecto que los digitdlicos causan sobre la adenosin trifosfatasa dependiente del magneslo ac-

tivada por el sodio y potasio.

|.2. Antecedentes.

El océano es el habitat de aproximadamente el 80% de las especles de la Tier-
ra (Root, 1988). Esta gran diversidad de especies, permite pensar que podemos encontrar en él

a un animal cuyas caracter(sticas sean adecuadas para utilizarlo como modelo en el estudio de

sustancias cardioténicas.

Los moluscos, invertebrados predominantemente marinos, son un Phyllum ex-
cepcionalmente diverso, tanto en morfologfa como en tipo de habitat y presenta caracterlsticas
flsicas, fisioldgicas y de comportamiento que pueden ser muy distintas de una especle a otra

(Dykens y Mangum, 1979).

Desde principios del siglo, los moluscos han sido objeto de numerosos es-
tudios para conocer sus caracterfsticas fisiologicas, las condiciones 6ptimas para su desarrollo
y el efecto que tienen sobre ellos ciertas sustancias. En particular, se ha observado que los
corazones de los bivalvos tienen la capacidad de segulr latiendo por un largo perlodo después
de ser extirpados si son mantenidos en un medio de perfusién adecuado, ademas, son alta-
mente sensibles a los camblos de la composicién quimica del agua y a balas concentraclones

de drogas y venenos (Galtsoff,1964). Por ello, especles como Mercenarla spp, Anodonta spp,



Mya spp, Ostrea spp y Crassostrea spp sé emplean desde hace tiempo en bioensayos far-
macolégicos, utilizando el corazén en un medio de perfusién (Berthe y Petitfrére, 1934; Otis,

1942: Wait, 1943; Galtsoff, 1964; Gray y Deaton, 1987; Gonzalez y Escalona, 1989).

Una variacién de las concentraciones de potasio (K*) y sodio (Na*), asf
como de calcio (Ca™ *) y magnesio (Mg™* *) en el medio de perfusién producen un cambio
caracteristico en la respuesta del corazén. Asimismo, sustancias como la adrenalina, la
colinesterasa, la cicuta, la veratrina, el curare (Galtsoff, 1964) y la acetilcolina (Julllen y Vin-
cent 1938; Prosser, 1940; Otis, 1942; Wait, 1943; Pilgrim,1954; Greenberg y Windsor, 1962;

Galtsoff, 1964) modifican la respuesta del corazén de diversas especies.

La sensibilidad de los corazones a las sustancias puede variar segun la especie,
como el caso de Dosinia sp Amphiderma sp y Mercenaria mercenaria que son especies sen-

sibles a la acetilcolina, mientras que los ostiones son menos sensibles (Pilgrim, 1954).

Por otra parte, se ha observado que algunas sustancias causan efectos diferen-
tes seglin la especie, como la acetilcolina, que causa un efecto depresivo sobre el corazén de
los ostiones (Crassostrea virginica y C. gigas), y algunos miembros de la familia Veneridae (Mer-
cenaria mercenaria, Tapes philipinarum, Saxidomus giganteus), Mya arenaria, Entoderma
saxicola y Prododesmus macroschisma, y un efecto estimulante en el tejido cardfaco de la

familla Mytilidae (Mytilus californianus y M. canaliculus); pero también ambos efectos se han

reportado en especies de las familias Pectinidae, Matridae y Carditidae, entre otras (Pilgrim,

1954).

A partir de la década de los setentas, la utilizacion de bivalvos u otros moluscos
como modelos animales se enfocé principalmente en los grados de respuesta y tolerancia del

organismo a contaminantes y a factores fisicos y quimicos del medio ambiente (Saintsing y
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Towle, 1978; Harada et al., 1984; Curran et al., 1986). También existen, pero en menor abundan-
cia, estudios a nivel fisiolégico (Dykens y Mangum, 1979; Wheeler y Harrison, 1982). Por
ejemplo, el corazén perfundido de M. mercenaria se ha empleado para estudiar efectos de
nuevas sustancias, como el neuropéptido FMRFamida que la almeja produce para controlar de
forma natural la actividad su corazén (Greenberg, 1984), los esteres de forbol (Gray y Deaton,

1987) y el efecto de la toxina ATX Il de anémona (Gonzélez y Escalona 1989).

Otras sustancias que modifican la respuesta del corazén son los glucosidos car-
dioténicos o digitalicos, que son sustancias extraidas de plantas terrestres, se utilizan especffica-
mente en el tratamiento de fallas congestivas del corazdn en pacientes con arritmias
ventrlcrulares (Kelly, 1990). La hipétesis mas aceptada en relacion con su modo de accion, es
que estas sustancias se enlazan a un receptor especifico presente en la membrana celular, la
adenoslIn-trifosfatasa dependiente del Mg** y activada por el sodio y el potasio (Na KT
ATPasa), en funcién del estado i6nico del medio (Repke y Schoénfeld, 1984; Schénfeld et al.,
1986). El digitalico se enlaza en forma preferencial a la enzima fosforilada; este enlace, es
favorecido por el sodio y disminuido por el potasio en presencia de magnesio y ATP (Akera,
1981). La formacl6n del enlace ocasiona la Inhibicién de la enzima, lo que fisiolégicamente se
traduce en un Incremento en la fuerza de contraccién del corazédn, efecto denominado

Inotrépico positivo en el campo de la medicina.

Los glucésidos cardioténicos poseen un bajo Indice terapéutico, por lo que es
comUn incurrir en sobredosis. Ya que el K* disminuye la afinidad de la enzima por el digitélico,
su administracién es necesaria para aliviar la inhibicidon enzimatica (Repke y Schénfeld, 1984,

Akera et al., 1985; Kelly, 1990).



El descubrimiento de la Na*tK*ATPasa por Skou (1957) en homogenados de
tejido nervioso de las patas del cangrejo Carcinus maenas, Yy su relacion con los iones Na™,
K*, Mg**y Ca*™*, origin el empleo de esta enzima para estudiar los efectos de venenos y
nuevas drogas (principalmente digitélicos) sobre el corazén de modelos animales superiores
(Akera,1971; Akera et al.,1985; Hamlyn et al.,1988). Los estudios realizados en diversas especies
(especialmente mamiferos, como ratas y conejillos de Indias) por un gran nimero de autores,
durante los Gltimos 20 anos, bajo diferentes condiciones experimentales, sugieren que el efecto
inotrépico positivo se debe a la interaccion de los digitalicos con la Na*t K*-ATPasa, ya que es
el Gnico sistema que es afectado reproduciblemente por bajas concentraciones de digitalico
(Matsul y Schwartz, 1968; Erdmann y Schoner, 1973; Choi y Akera, 1977; Repke y Schonfeld,

1984; Hamlyn et al., 1988; Hagane et al, 1988).

Sin embargo, estos estudios sobre el corazéon se han realizado a nivel
bloquimico principalmente en mamiferos, mientras que los estudios realizados sobre el corazén
de los bivalvos observan los efectos fisiolégicos (Dougan et al., 1987; Gainey y Shumway, 1988;

Shumway y Cucci, 1989)

Una especie de la familia Veneridae, endémica en las costas de Baja Californla
es la almeja pismo Tivela stultorum reportada por Mawe en 1823 (Abbott,1985); la cual ha sido
sometida a estudios de captura, distribucién y abundancia (Baqueiro et al., 1982), asf como a la
medicion de respuestas fisioldgicas frente a cambios de salinidad y temperatura (Vaillard-Nava,
1981). Esta especle, posee varias caracterfsticas como su bajo costo, facil manejo y manuten-
cién, que favorecen que la almeja pismo 7. stultorum (Mawe,1823) sea utilizada en laboratorio

para realizar una evaluacion preliminar los efectos de los glucésidos cardiotonicos.



Por ello, el estudio de la respuesta de la Na*t K*-ATPasa del corazén a iones
como el K+'y digitalicos conocidos, constituye un punto clave para la inclusién de la almeja
plsmo Tivela stultorum (Mawe, 1823) como modelo animal para estudios exploratorios de car-

dioténicos potenciales.

1.3. OBJETIVO.

Determinar la respuesta bioquimica del corazén de la almeja pismo Tivela stul-
torum (Mawe,1823) a los glucésidos cardioténicos, observando el efecto que éstos causan
sobre la adenosin trifosfatasa dependiente de magnesio activada por sodio y potasio (Na N

ATPasa, EC 3.6.1.3) en un gradiente de potasio.



Il. METODOS.

Il.1. COLECTA Y MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS.

Las almejas fueron compradas en el "Mercado Negro" de la ciudad de En-
senada y llevadas inmediatamente a la Facultad de Ciencias Marinas donde se mantuvieron en
tanques de fibra de vidrio con aireacién y agua de mar en un sistema de flujo continuo man-
teniendo la temperatura del cuerpo de agua contiguo a las instalaciones de la Facultad (Punta
Morro, Bahia de Todos Santos, Ensenada B.C.) de donde era tomada; se alimentaron cada ter-
cer dia con Tetraselmis sp. donada por el departamento de Acuicultura del Instituto de Inves-

tigaciones Oceanoldgicas.

A cada lote se le permitié recuperarse y adaptarse durante los 5 primeros dfas,
a partir de los cuales fueron utilizados en un perfodo no mayor a las 3 semanas después de su

compra.

1.2. PREPARACION DEL HOMOGENADO.

El corazén de la almeja fue extirpado, pesado y molido en un homogenizador
Elvehjem-Potter, en una solucién amortiguadora de HEPES-Sacarosa (0.5-0.25 mM), a pH 7, en

hielo (4°C), en una proporcién de 75mg/ml. EI homogenado se utilizé inmediatamente.

11.3. ENSAYO ENZIMATICO.

Siguiendo el método empleado por Wheeler y Harrison (1982) para cuantificar
la actividad de la ATPasa (Fig.7),se realizaron 5 tipos de experimentos, con modificacién de las

condiciones del medio de incubacién en cada uno de ellos.
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; Protelinas.

Folin Fenol (Lowry,1951)

Figura 1. Diagrama de Flugo

(Basado en Wheeler y Harrison, 1982)

Metodologia para la deterninacidn de la Actividad de la Menosin trifosfatasa activada por el

sodio y potasio (Na' K'-ATPasa) del

corazan de la Alweja Piswo Tivela stultorun, Have,1923.
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Las modificaciones realizadas fueron en relacién a la concentracion de:

a) Protefna (Volumen de homogenado)

b) Potasio (K*)

c) Digitélicos (ouabaina, digitoxina y digoxina)
d) Sodio (Na™)

Las concentraciones de: Mgt * (6 mM), HEPES (50 mM pH =8) y Na2-ATP (0.8
mM) se mantuvieron constantes. EI volumen final de incubaciéon fue de 1.2 ml. La Tabla 1

muestra las concentraciones usadas en cada caso.

Tab l a 1, Variaciones idnicas del medio en los diferentes experinentos.
I 1 | I
Experinento: ' Protefal | [K' 1 | Digitdlico] [ Na' )
| oruda ) ! ;
i i i i
a.~Efecto de la cantidad de honogenado: 882: ?:%6 : 50 M : _ : 1.6uM
en la actividad de la Ma*k*tTPasa, 1+ y 2.1 ng. 1 1 1
I | | ]
1 1'
1
_ Loyt )
b.-Efecto del ion X' sobre la : 0.85 g : 0,2,9,10, : _ : 1.6ui
actividad de la Na'k*ATPasa, | 130 y 50 wM 1 |
| 1 I |
——— *
g PO t !
¢.-Efecto de la ouabaina y del K : 0.85 g : 0,2,3,10, : 0, 0.33, : 1.6H
en la actividad de la Na'k*ATPasa. o 130y 50mM 1 0.5yl md
] 1 1 I
1 |
- . . . *
d.-Efecto de la digitoxina y del K : 0.65 ng : 0,2,9,10, : 0, 0.5, : 1.6uM
en la actividad de 1a Na'k*ATPasa.s 130y50md Ly2 N
1 [} I I
f t } f
Efecto de la digoxina y del Hat : : | Wyl B8 5
e,- 1 1 |
la activid : de 1a Na"K*ATPasa. 1 0w o S e as, 10
en la actividad de la Ha asa, ! I |
- : 128 ol 1.2, + 100 o
I I 1 I
| I 129.6 y 31.2 M
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Para realizar los experimentos b, ¢, d, e, se escogidé el volumen de
homogenado donde la cantidad de enzima en el medio fue lo suficientemente alta para que se

observara una Inhibicién sin que la produccién de Pj se limitara por las condiciones ionicas del

medIo.

Tras agregar el ATP, se homogenizé la solucién utilizando un agitador "vortex"
(VariWhirl) y se dej6 en reposo durante 10 min, de acuerdo con el procedimiento de Akera
(1971) y posteriormente se agregd la solucién de KCl con agitacion, incubandose a 25C en un

bafio de temperatura constante (American Science Products), por 60 minutos.

La reaccién enzimdtica fue detenida con la adicibn de 1 ml de écldo'~

tricloroacético (TCA) al 5% .

El sobrenadante se separé del residuo sélido por centrifugacion a 3500 rpm por

5 min.

I.4. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPasa.

La actividad enzimdtica se defini6 como la cantidad de moles de fésforo
Inorgéanico (Pi) producidos por la hidrélisis del ATP a ADP, por 1 mg de protelna, en un tiempo

de 1 hora (moles Pi/mg h).

11.4.1. CUANTIFICACION DE P;.

El anélisis de fosfatos se realizd en el sobrenadante con el método de Marsh

(1959) (tomada de Wheeler y Harrison, 1982). El volumen de n-butanol agregado se Increménté



13

a 4 ml (para Igualar el volumen de la celda del espectrofotémetro), tras el cual se agregaron 0.2
ml de molibdato 4cido de amonio (40.45 mM en H2S04 al 22%), se homogeniz6 y neutralizd

con 0.5 ml de solucién de citrato de sodio 0.88 M, a pH 7.

La absorbancia del complejo coloreado en el butanol, se leyé a 400 nm en un
espectrofotémetro (Bausch & Lomb, Spectronic 21, Miton Roy Co.), determinando la con-
centracion mediante una curva estandar preparada con monofosfato de sodio (0 a 50 moles de

fésforo), preparado y tratado de la misma forma que las muestras.

11.4.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Se utilizo6 el método de Lowry et al. (1951) para cuantificar las protelnas crudas
precipitadas, las cuales fueron resuspendidas en 2 ml de NaOH (1N). Se agregé a esta solucion
1 ml del reactivo D (50 ml de carbonato de sodio al 2% y 1 ml de solucion de CuSO4.5H20 al
0.5% eh Naz2-EDTA al 1%), se dej6 reposar 10 minutos y se afadidé 0.1 ml de reactivo de Folin
(Sigma) 1 N. Tras un reposo de 30 minutos, se leyé la absorbancia del complejo a 750 nm. Se

prepar6 una curva de calibracién (0 a 250 g/ml) para determinar la concentracién, utilizando

una soluclén de albimina bovina (500 g/ml).

1.5. TRATAMIENTO DE LOS DATOS.

La actividad de la Na* ,K*-ATPasa reportada en todos los experimentos se cal-
culé como la diferencia aritmética entre la actividad de la enzima anadiendo ATP al medio de in-

cubacldn y la actividad correspondiente sin ATP.
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Se utilizd el paquete de andlisis estadisticos STATPACK (IBM, 1984) para
realizar las pruebas de bondad de ajuste con la distribucién Ji-cuadrada (Kreyszig, 1987), para
probar la hipétesis Ho: La distribucién de los valores de actividad enzimdtica no presentan
diferenclas slgnificativas con la distribucién normal vy, prueba t de Student (Kreyszig, 1987),

para determinar sl existfan diferencias significativas entre los efectos de concentraciones de K*

y de digitélicos.



Ill. RESULTADOS.

I1l.1. EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL HOMOGENADO SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA Na*,K*-ATPasa.

Los valores obtenidos se encuentran agrupados en la Tabla 2 en funcién del
promedio de la cantidad de proteina medida para cada volumen de homogenado. En ella, se ob-
serva que la cantidad de Pi liberado, reflejo de la actividad de la enzima, aument6 segun los dis-
tintos volumenes de homogenado utilizados. A pesar de ello, el incremento en la cantidad de

proteinas es mayor, por lo que el valor de la actividad enzimética obtenido, se redujo.

Esta respuesta de la enzima a la variacién del volumen de homogenado se ob-
serva en la Figura 2 la cual presenta la actividad de la enzima, asf como la cantidad de Pj

liberado por la enzima respecto a su valor de proteina medido.

g ! Tabla 2 Respuesta de la Na'K' ATPasa a distintas
abla a. concentraciones de homogenado.
7 : : Pl : ﬂctiuidad :HUHERO
TR ;mafg;‘;ad": Librado | eminitica  '1TAL
(rg) E i (moles Pi/h i tpinles Pidig B Emos
T o+ de 1 ! X+ de. U o+ dee. ot
0087 gy o 005 | 05T Dpgp o LB Do 2
006 g | 00 | OS Doy | 3 Losg ) B
LU g | 03 OS0 foyy |0 Lol @
206 1002 0 03 1 0.9 Iggp o 042 Dggp30 3
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Medlo de Incubaclon: HEPES 50mM a pH 8.
Mg+t 6mM, ATP 0.8mM, K+ 60mM y Nat l.omM

—— Ketividead —%— Pi liberado

pmoles Pi/mg h pmoles Pi/h

13.0

12.0

11.0

10.0 | -
a0
3.5 -
3.0
2.5
2.0 -
1.5
1.0 7 M\*WW‘%WM/*
0.5 % D

0.0 T l | | I T T 1 r— 0
0 025 0.5 0.75 | 1.25 1.5 1756 2 2.26

mg Prolefna cruda.

Fig2- Aclividad de ld Na+K+ATPasa del
corazon de Tivela stullorum en [uncion
de la concenlracion de Proleina.

—a
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Cada valor de esta gréfica es el promedio de 3 mediciones agrupados en base
a la cantidad de proteina presente. En la Tabla del Apéndice se muestran estos valores cal-

culados a partir de los obtenidos sin y con la adicion de ATP al medio de incubacion.

Se utilizé el volumen de 0.2 ml de homogenado, equivalente a 0.85+ 0.215 mg
de protelna para realizar los diferentes estudios, seleccionando asf una cantidad de enzima en
el medio de incubacién lo suficientemente alta para que una inhibicién pueda ser observada y

suficientemente baja para que la produccion de Pi no se viese limitada por las condiciones

ibnicas del medio.

lll.2. EFECTO DEL K+ SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA Na*,K*-ATPasa.

La adicién del i6n K* al medio de incubacién modificé de manera significativa
la respuesta enzimética. Los valores de actividad obtenidos a una concentracién de K* sin

digitalicos, se muestran como promedio en la Tabla 3.

Variacidn de la actividad de la Na'K'ATPasa por efecto
Tabla 3. iy mtasio a0,

Pardnetros | Ol K+ | 2aM K+ | S K¢ : 10 X : 30uM K¢ : S0nH K+

m L I

1 1 ] i I i

Pronedio A O3 D W7/ B WY/ L1480 1461 | 1.230
(poles Pi/mg ha) 1 ! ! ! ! !
I I | I [} I

Desviacion estindar | 0415 | 0419 , 0420 | 0.4 | 0.118 L 0.178
(die.) I | | i | |
i i | i i i

Minero de dates | 18 , 17 , &5 | 17 A || I |

I | | I I [}




18

En éste experimento se observd que conforme aumenté la concentracién de
K* en el medio de incubacion se produjo un incremento en la actividad de la enzima hasta al-

canzar un valor méximo de actividad a 10 mM de Kt (1.486;moles Pi/mg h) a partir del cual la

actividad disminuyé (Fig. 3).

111.3. EFECTO DE LA OUABAINA Y EL GRADIENTE DE K* EN LA ACTIVIDAD DE LA
Na*t ,K*-ATPasa.

La adicién de ouabalna al medio de incubacién modificé la respuesta de la
Nat K*-ATPasa a la varlacién de la concentracién del i6n K*. Los valores promedio de la ac-

tividad enzimética se reportan en la Tabla 4.

El marco de referencia para la respuesta de la enzima en presencla de
ouabalna, es el valor de actividad enzimética a la correspondiente concentracion de K*yomM

de ouabalna.



~umoles Pi/mg h

Medio de Incubacién: HEPES 60mM a pH 8,
Mg++ 6mM, ATP 0.8mM,

L —O— Actividad Normal

1.4 =

| | | | | | | | | | |
1 I | l I | l | 1 | 1 r

10 15 20 25 30 35 40 45 &0
mM de K+

Fig 8. - Efecto del K+ sobre la actividad
de la Na+K+ATPAsa del corazon de
livela stultorum.
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Tabla 4 Ualores de actividad de la Na'X'ATPasa en presencia de OUABAINA
abla B ias concentraciones de K. (oles de Pisng hora ¢ de.)
T P T LR L. S b
0 { 30310.052‘; 1, 36290 L0701 {, 360—0 161 1, 4?1’0 1031 i, 432*0 069' j. 39800 J04
. I
..... "2+"2"2°2"2+"2
. ' I
............... "2,}"2'"2'"2'“2;"2
Ade | 41918 | 106.63 | 103.07 ' 104.48 L 102.24 . 109.65
respuesta t ! ! ! i
0 1.20010.0745 i 205_0 062‘ 1. 422*0 075' 1 432’0 069} 1.443:.0.0613 1.25710.061
................... ’.’f?.;‘r...-....'f'_?.’........’f.?.'.--.---.'.‘.?.'..._....’ff?-;.._.._..'?:_‘_’_
0.5 l'mo.uﬂl {, 315_0 85 1, 298—0 l42l 1, 260-0 MOI 1.269L0'195: 1.2970_0.135
.................. 95%?;.._..-.-('38%'.._.-_..9_%%;._....-.9.!%;.-_.-.--'3%!2;,______931_?_
4 de 10746, 109.16 L 91.28 0797 8791 ; 103.12
respuesta ! ! to L n
B 1.43910.0793 {4420 0701 12640 095: 1 0910 081: 166010 0935 [ 47710-076
S L= R f.'f?.' ........ 93?_' ________ 93?.' ........ 93?.' ....... 9_?..
.................. faf""s”s"s
Zde 1 101,64 1 103.94 . 90.05 | 00.68 . 93.28 L 109.25
respuesta I o (L to it t

+ Diferencia Significativa a la actividad correspondiente sin Ouabainy (F0.1)

® Diferencia Significativa a la actividad correspondiente sin Quabaina (F<0.09)

{# Diferencia Significativa a la actividad correspondiente sin Ouabafna (P<0.025)

La respuesta de la enzima a cada concentracién de ouabalna fue diferente,

pero cada una de ellas presenté una disminucién de la actividad a bajas concentraciones de

K*, y conforme se Incrementd la concentracién del i6n K* la actividad se vio aumentada.
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Para comparar la respuesta de la enzima ante las diferentes concentraciones de
ouabalna, se refirié su actividad en presencia de ouabalna a su control (tubo correspondiente

sin digit4lico para cada experimento), para cada concentracién de K*.

Los resultados obtenidos de esta operacién se muestran en la Figura 4, en ella
se observa que la concentraclén de 0.5 mM de ouabalna fue la que en mayor grado redujo slg-
nificativamente la respuesta de la enzima a 5, 10 y 30 mM de K*, seguida de la de 1 mM y final-
mente, la adicién de 0.35 mM de ouabalna increment6 la actividad de la enzima en forma sig-

nificativa a 0 y 50 mM de K™.

Il.4. EFECTO DE LA DIGITOXINA Y EL GRADIENTE DE K* EN LA ACTIVIDAD DE LA
Na* K*-ATPasa.

La respuesta de la enzima a la variacién de la concentracion del 16n K* se
modificé en presencia de digitoxina en el medio de incubacién. La respuesta de la enzima se

reporta como valores de actividad promedio, para cada concentracion de K* enla Tabla 5.

Para evaluar la respuesta de la enzima a la presencia de la digitoxina, se tomé

como referencla a la curva de actividad de 0uM de digitoxina.
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Medio de incubacién: HEPES 50mM a pH 8,
Mg++ 6mM, ATP 0.8mM, Na+ 1.6mM.

Ouabaina

—— 0 mM 0 035mM 9 05mM & 1mM

/Q
o o ) /
_ &
g B

85 -
80
75

70 | | | | I l I I I I I

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
mM de K+

Fig.4.- Porcentaje de respuesta de la
Na+K+ATPasa del corazon de [.stultorum a
la ouabaina con un gradiente de K«
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Valores de actividad de la Na'K'ATPasa en presencia de DIGITOXIN
a varias concentraciones de K. (oles de Pi/mg hors +d.e.)

Tabla 9

Digitoxina| O K+ | 2MKe | S K+ | 10aNKe | 30uM ke L 50eM K+

() g i : A .
0| L.0G7E0-LTET g gpgi-108T g pgd0-09T 4 gyph0-L387 4 345i0-1407 1 pg20-122
n=g 1 n=8 1 Nz 1 n=3 ! n=8 ! n=2
0.5 1'04410.1505 1.00010.1335 1.01810'1325 0.98610'1185 1.019t0.l4ﬂi 1.03?10'053
S - W .5 .Y — AN, .t ..
% de 9.13 Cn.n \ 80.67 Wi  17.48 , 102,79
respuesta ! ! t o t t
2 1.06310.1445 1'“310.1385 1.03910.0995 0.99410.1235 1'05019.1005 0.96810'090
n=2 1 n=2 1 n=2 1 n=2 1 n=2 1 n=2
....................... .}.....-.---.-. PP IR I
#ide w8t 110325 ) 8L, 8L 7984 | 95.9%
respuesta I i o 4 $

t Diferencia Significativa a la actividad correspondiente sin DIGITOXINA ¢peq, q)

P Difersncia Significativa a la actividad correspondiente sin DIGITOXINA (F€0.09)

La adicidn de digitoxina al medio de incubacién redujo la actividad de la enzima
hasta alcanzar un minimo a 10 mM de K* para cada concentracién a partir de la cual la ac-

tividad aumento.

La digitoxina modificé la actividad de la enzima respecto a su actividad normal
para cada concentracion de K™; en general, la concentracién de 0.54M de digitoxina redujo méas

la actlvidad de la enzima que 24M.
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Para comparar el efecto de las concentraciones de digitoxina a lo largo del

gradiente de K*, se refirié la actividad obtenida en presencia de digitoxina a la actividad ob-

tenida sin ella para cada concentracion de K* (Figura 5).

Tras esta operaclon se observa que la actlvidad de la enzima con 0.5 y 2iM de
digltoxina redujo su actividad significativamente a 5, 10 y 30 mM de K*, alcanzando en ambas
concentraciones de digitoxina un mfnimo a 10 mM K" y una recuperacion de la actividad cer-

cana a la normal, a 50 mM K*.

IIl.5. EFECTO DEL Na® SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA Nat,Kt-ATPasa Y UN GRADIENTE
DE DIGOXINA.

En este caso, la actividad de la Na™ K*-ATPasa ante dos concentraclones de
sodlo, una baja (1.6 mM) y una alta (100 mM) presenta un comportamiento semejante entre sl
al verse aumentada la concentracién de digoxina en el medio de incubacién. Ambas curvas
sufren primero un incremento en la actividad hasta alcanzar un maximo después del cual sufren
una dréstica reduccién de la actividad. A partir de aquil, la actividad nuevamente se incremento.

Los valores obtenidos se muestran a continuacion en la Tabla 6.
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Medlo de incubaciéon: HEPES s50mM a pH 8,
Mg++ 6mM, ATP 0.8mM, Na+ 1.6mM.

Digitoxina

——Q0uM —©70.5uM v 2uM

120
116 =
110 -

108 -~

100”'V,' \ / )

70 S I I I | | I I | |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

mM de K+

Fig.5.- Porcentaje de respuesta de la
Na+K+ATPasa del corazon de T.stultorum a
la digitoxina con un gradiente de K<
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T bl 6 Erecto de la DIGOXINA sobre la actividad de
abla O+ | ja'k*AtPasa a dos concentraciones de Na'.

[Digoxinal 1.6 M Kat 100 nf Nat -
| T l T tgtal
poles [ poles o e

(nl) Pi/ng hr t diet t Pi/ng hr ¢+ doe. ) A observaciones

100 3
%04, b
10401, 6
1065, 6

W] L0 g
11,91 | 1.051 % g o6
15,70 | 1115 ! g 0a
80.2 | 1.142 % g0

0 | LI g
0.32 1:35? 1 0.033
0.64 | 14031 006

| !

; ;

) I

; i

1.64 | 0.7 20,025 4 ;
2.5 | 0.9 055y 8016 121 g0y 1309 6

% i

] ]

! i

%10 | 0.05 ' g gz | M85y 6
935 | 095 g gyt 8.2, 6
956 | 108 o351 9.0 b
9.2 | 1.068 ¢ ooyt 99.62 b

8 | 1.065 1 .23
10| L4 g0
5600 | 1103 ! 05
61200 | 1143} g0

 Diferencia significativa al valor correspondiente con digoxina a £.6 nll de Nat (P€0.029)
A Diferencia significativa al valor correspondiente con digoxina a f.t nll de Nat (F€0.010)

§ Diferencia significativa al valor correspondiente con digoxina a 1,6 ol de Na* (P€0.005)

Con 1.6 mM de sodio, la actlvidad de la enzima se Incrementd conforme au-
mentb la concentraclén de digoxina (Fig.6), llegando a una reglén donde ocurre la inhibiclén de

la enzlma (1.6-128 nM de digoxina) y nuevamente al aumentar la concentracién de digoxina, se

observé una estimulaclén en la actividad.

Con 100 mM de sodio, ocurre practicamente lo mismo, salvo que el Intervalo de

Inhiblclén se vio desplazado a la derecha (1.28-25.64M de digoxina).
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Medio de incubacién: HEPES 50mM a pH 8,
Mg++ 6mM, ATP 0.8mM, K+ &mM.

Na+
1.6 mM —T 100 mM

0.75 T T TTTTI [T TTTI [T TTTIHI [T TTTI [ T TTTTHI [ rrrror .
0.1 1 10 100 1,000 10,000 100,000

nM Digoxina

Fig.6.- Variacion de la actividad de la
Na+K+ATPasa por efecto de la digoxina a
dos concentraciones de Na+.
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I1l.5.1 EFECTO DE LA ADICION DE ATP .

Aunque no se realizaron ensayos con distintas concentraciones de ATP, es im-
portante menclonar que con altas concentraciones de digoxina (25.6 y 51 .2}{M) se observé un in-
cremento apreclable en la actividad de la enzima sin adicién de ATP. Cuando se le aiadié ATP
al medlo de Incubaclén, la actividad fue mayor, pero la actividad deblda a la adiclén del ATP per-
maneclé dentro del Intervalo obtenido anterlormente. Este efecto se observé tanto a 1.6 mM de

Na™ como a 100 mM (Fig. 7).
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Medio de incubacion: HEPES 50mM a pH 8,
Mg++ 6mM, Na+ 1.6mM, K+ 5mM.

ATP (0.8mM)
—#- 8in -~ Con

2.4
2.2
X

umoles Pi/mg h
o

o o
o @
| |

0.4 -

-k ek b
N A O
] | |

o

I T TTTIT I T TTTTI T T TTTTIT [ T TTTI [T TTTII [T TTTI
1 10 100 1,000 10,000 100,000

nM Digoxina

Fig.7.- Variacion de la actividad de la
Na+K+ATPasa con Yy sin ATP en un
gradiente de digoxina.



IV. DISCUSIONES.

El valor de la actividad encontrado para la ATPasa activada por el Nat y K*
(Na+,K+-ATPasa) en el homogenado del corazén de la almeja Tivela stultorum, es de magnitud
semejante a la actividad de la Na® K*-ATPasa de otros tejidos homogenados de invertebrados
como la almeja Rangla cuneata (manto, nefridio, branqulas y ple, 1.04, 0.56, 0.33 y 0.07 moles
Pi/mg h, respectivamente) (Saintsing y Towle, 1978), y del corazén del cangrejo Carcinus
maenas (0.74+0.2imoles Pi/mg h) (Siebers et al., 1982). Estos valores de actividad para la
Na* K*-ATPasa difieren sustancialmente de los obtenidos para fracclones purificadas de los
corazones de rata y conejillo de indias (1-154moles Pi/mg h) y cerebro de rata (20-220umoles

Py/mg h) (Akera et al., 1985).

A pesar de que el principal motivo de las diferencias encontradas para estos
valores enzimaticos se debe a la naturaleza de la enzima segln el tejido y la especie (Akera et
al., 1985), se ha observado que también las condiciones experimentales influyen de manera
determinante sobre la actividad de la enzima (Lee y Klaus,' 1971; Erdmann y Schéner, 1973,
Akera et al, 1978; 1979a; Godfraind, 1981; Akera et al, 1985). En el presente estudio la actividad
de la Na™ K*-ATPasa en el ventriculo de T.stultorum fué detectada a diferencla del de Saintsing
y Towle (1978) en el que se reporta que no se detect6 la actividad de la Na*,K*-ATPasa en el
ventrfculo de Rangia cuneata, pero sf en su manto, la cual a su vez, no fue detectada por

Wheeler y Harrison (1982) en el manto de la almeja Anodonta cataracta.

La respuesta de la enzima puede ser modificada por diversos factores durante

la incubaciéon (Skou, 1957; Auditore y Murray, 1962). Uno de ellos es la temperatura de in-

cubacliéon gmpleada, la cual se ha observado que en experimentos con invertebrados esde 25°C

30
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(Salntsing y Towle, 1978; Siebers et al., 1982; Wheeler y Harrison, 1982) mlentras que en otros
organismos como los mamiferos se ha empleado una temperatura alrededor de 37C (Dunham y
Glynn, 1961; Auditore y Murray, 1962; Akera, 1971) por lo que la comparacion de la actividad

enzimética debe de realizarse con precaucion, considerando las condiciones experimentales.

Otro factor a considerar es la proporcién éptima entre el Na* y K¥, la cual
varfa ampliamente segln la especie (Auditore y Murray, 1962). Aunque en este trabajo no se
pretendié encontrar la proporcion 6ptima entre el Nat y K* para la ATPasa del corazon de la
almeja, el uso de un Intervalo desde 1:2 hasta 1:50 en la proporcion de Na™:K* permiti6 obser-
var una varlacién significativa de la actividad de la enzima, lo que confirma que la Na®t K*-

ATPasa es dependiente de las condiciones i6nicas del medio de incubacién.

La adicién de K1 al medio de incubacién causo la estimulacién de la actividad
de la Na*,K"-ATPasa hasta alcanzar un punto de méxima actividad a partir del cual el Na* es

desplazado del sustrato por el K*, lo cual causa la inhibicién de la enzima (Skou, 1957; Post et

al, 1960; Dunham y Glynn, 1961 y Auditore y Murray, 1962).

El valor de la actividad de la Na™,K*-ATPasa del homogenado de corazén de
la almeja (Fig.3), sin la adicion de K* al medio de Incubacién fué ligeramente mayor a la
respuesta de ATPasa purificada de tejidos de otros organismos como el corazén de conejo.y
eritrocitos humanos (Post et al., 1960; Auditore y Murray, 1962). Esta respuesta, se atribuye a

los lones endégeno, que a las concentraciones del tejido fueron capaces de activar a la enzima.

A pesar de ello, el patron de respuesta de la Na* KT-ATPasa del corazén de la
almeja a la adicién del i6n K*, es muy similar a los resultados encontrados en la Na™ K™-
ATPasa de otros modelos experimentales para los que se reporta que la actividad de la Na‘t K*-

ATPasa se ve estimulada por la adicién de K™ hasta alcanzar una actividad méxima en un inter-
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valo de 5-10 mM K* y un posterior incremento en la concentracién de K+ causa una inhibicion
de la enzima. Entre los sistemas de prueba en los cuales se ha observado este efecto por la
adicién de K* se encuentran el corazén de conejo (Auditore y Murray, 1962), el corazoén de con-

elillo de Indias (Erdmann et al.,1971; Peters et al.,1974) asi como los eritrocitos humanos (Post

et al., 1960, y Dunham y Glynn, 1961).

La adicién de ouabafna al medio de incubacion modificé en forma significativa
la respuesta de la Nat K*-ATPasa a lo largo del gradiente de K (Figura 5). Se observa que el
valor de la actividad enzimética fué superior al normal con la adicién de 0.35 mM, 0.5 y 1 mM
de ouabalna en presencia de 0, 2 y 50 mM de K*. mientras que a 5, 10 y 30 mM de ouabalna
se observé una Inhibicién de la enzima. Esta estimulacién de la enzima ha sido reportada
esporadicamente por algunos investigadores (Lee y Klaus, 1971; Peters et al., 1974; Akera,
1981; Godfraind, 1981). Apesar de ello, la gran mayoria de los estudios observan a la inhibicion
como efecto tpico de los digitdlicos sobre la de la Na* K*-ATPasa (Akera, 1971; Fricke y

Klaus, 1971; Erdmann y Schéner, 1973; Akera et al., 1985).

El Incremento de la concentracion de K* en el medio de incubacién para todas
las concentraciones de ouabafna, causé la disminucién de la actividad de la enzima. La mayor
inhibiclén observada, ocurrié bajo las mismas condiciones de incubacién en las que la
Na*K*ATPasa obtuvo la actividad 6ptima en ausencia de digitélico, (10 mM K*, 6 mM Mgt T,
1.6 mM Na™). Un incremento mayor en la concentracion de K* altera el equilibrio del complejo
enzima-digital lo cual conduce a una reduccion (“alivio") de la inhibicién de la enzima. Esto se
debe a que el K* reduce la afinidad del sitio de enlace sensible a la ouabalna de manera que
las tasas de asoclacion y de disociacién entre la ouabafna y la ATPasa se reducen (Akera et al.,

1978 y Godfraind, 1981). Esta reduccion del enlace digitlico por la adicién de K*, ha sido ob-
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servada sobre sistemas enzimaticos y fisiolégicos de numerosos tejidos, como el corazéon y

cerebro de rata y conejillo de Indias (Akera, 1981; Akera et al., 1979b, 1985; Noél et al., 1990).

Por otra parte, la adicién de digitoxina al medio de Incubacion modific6 de
manera similar a la ouabalna la respuesta de la Nat K*-ATPasa a lo Iargfo del gradiente de Kf.
Aunque a bajas concentraciones de K* (2 mM) la respuesta a 0.5 y éﬁM/(de digitoxina son dlstin-
tas (Fig.6), el Incremento en la concentracién de K* a partir de 10 mM, redujo la afinidad
aparente de la enzima por ambas concentraciones de digitoxina, lo cual indica que a partir de
10 mM la adicién de K™ fue suficiente para "aliviar” a la enzima de la inhibicién. Esto concuerda
con los hallazgos de Frike y Klaus (1971), quienes encontraron que el incremento de la con-
centracién de K de 5 a 16mM causé una estimulacién significativa tanto en el comportamiento
dosls-respuesta del musculo papilar de congjillos de indias, asi como en el sistema de la
Nat K*-ATPasa. De igual manera, observaron que una mayor adicién de K* contrarresté la In-

hiblclén de la Nat ,Kt-ATPasa y modific6 el comportamiento dosls-respuesta del musculo

papllar por la adicién de digitoxina.

Este efecto del i6n Kt sobre la Nat K*-ATPasa aislada de varlos tejidos en
presencla de distintos digitalicos, fue observado por otros autores (Akera et al., 1985) quienes
suglrleron que la adicl6n de K* reduce la formacién del enlace de la enzima con el digitélico al

disminulr su afinidad por él o bien, retrasando la disociacion del enlace.

Comparando los resultados obtenidos para la enzima en presencia de ouabalna
y digitoxina, se observa que en ambos casos se obtuvieron respuestas de inhibicién para al-
gunas concentraciones y de estimulacién para otras presentando diferencias en su respuesta a
0 mM, 2 mM y a 50mM de K*, que bien pueden ser causadas por las caracterfsticas Intrinsecas

de cada digitdlico (Peters et al., 1974; Akera et al., 1979a y Godfraind, 1981). Una de estas
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caracterlsticas es la estructura qufmica del digitalico de la cual dependen los &ngulos y distan-
clas de enlace con los sitios activos del complejo enzima-digital (Akera et al., 1985). La diferen-
cia de estructuras entre la ouabalna y la digitoxina les confiere distinta polaridad. La digitoxina
posee sélo un grupo hidroxilo, por lo cual es menos polar que la ouabalna que posee cinco
(Goodman y Gilman, 1978). Eso le permite atravesar de manera selectiva la capa lipldica for-
mada sobre el sitio de enlace de la ATPasa por la adicién de K*, la cual es responsable de la
velocldad de disoclacién del complejo enzima-digital (Akera et al.,1978, 1979a). De esta manera,
se explicarfa cémo a la concentracién de 50 mM K™* la inhibicién causada por la digitoxina fue
mejor contrarrestada que la causada por la ouabalna. A pesar de ello, es claro que la tendencia
generalizada del efecto del 16n K* sobre la Nat KT-ATPasa es de disminuir la inhibicién

enzlméatica causada por el cardioténico, la cual es mayor con la digitoxina que con la ouabalna.

El incremento de la concentracién de Na® en el medio de incubacién en
presencla de un gradiente de concentraciones de digoxina (Fig.8) indica el papel que la propoi‘-
clén Nat:K* desempefia en la acclon de la enzima y el efecto que esta relacién ejerce sobre la
inhiblcién por digoxina. La modificacién en la proporcién Nat:K* se reflej6 en la disminucién
de la actividad enzimética. Esta reduccién de la actividad es semejante a la observada por
Auditore y Murray (1962), quienes encontraron que altas concentraciones de Na* con poco K*
no permitieron a la enzima alcanzar su maxima activacion, y a una baja concentracién de Na*

y poco K™ la estimulacién era muy grande.

Asl mismo, al verse modificada la proporcion Nat:K* por el incremento de
Na*, la concentracién de digoxina que caus6 la inhibicion de la enzima se modifico de tal
manera que para obtener un méaximo de inhibicién semejante fue necesario incrementar la con-
centraclon de la digoxina en dos érdenes de magnitud, es decir la region donde la digoxina in-

hibe a la enzima se desplazé hacia la derecha. Este comportamiento entre la enzima, la propor-
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cibn Nat:K* y el digitdlico es semejante al observado para la Nat K*-ATPasa del
homogenado de patas de C. maenas por (Skou, 1957) y corazon de rata (Akera et al., 1985)
para los cuales se encontré que al incrementarse la concentracién de Na™ en el medio fué
necesarlo Incrementar la concentracién del digitalico para observar una inhibicién semejante, lo
cual Indica el grado de afinidad de la enzima por el digitalico, es decir la capacidad de formar

un complejo enzima-digital estable.

Por otra parte, la adicién de altas concentraciones de digoxina (25.6 y 51.2 nM)
caus6 un incremento de la actividad tanto a 1.6 mM como 100 mM de Na™* la cual se presentd
sin la adicién de ATP y la actividad medida alcanz6 y superd la actividad obtenida con otras
concentraciones de digoxina con la adicién de ATP, mientras que la cantidad de Pj liberado por
la adlclén de ATP fue semejante a la de otras concentraciones de digoxina. Por lo tanto el in-

cremento en la produccién de Pi fue independiente de la adicion de ATP y concentraclon de
sodlo (se muestra a 1.6 mM en la Fig. 9). Este comportamiento debié ser causado por la
digoxina la cual al encontrarse en altas concentraciones modificé el equilibrio idnico entre la en-
zima y sus ligandos. Un incremento similar en la actividad de la Nat K*-ATPasa fue observado

por Erdmann et al., (1971) en organismos con deficiencias de K*.

- Conslderando los valores de actividad de las Tablas 4, 5y 6, las inhibiciones
méximas obtenidas bajo condiciones idnicas semejantes para los 3 digitalicos (1.6 mM Na*y5

mM K*) se observa:
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maximo % de inhibicién a

Digitalico []

5mM de K+
digoxina 2.56nM 6 2 ng/ml 19.8 %
digitoxina 0.5M 6 382ng/ml 19.9 %
ouabalna 0.5mM 6 364 g/ml 13.1 %

Considerando estos valores, se puede decir que la digoxina ocaslona una

mayor respuesta de la Na* K*-ATPasa del corazén de la almeja, luego la digitoxina y por

Gltimo, la ouabalna, y en base a la cantidad administrada, se observa que la digoxina es nueva-

mente la que caus6 una mayor respuesta de la enzima, luego la ouabalna y la digitoxina.

Aunque el presente trabajo es preliminar con el fin de explorar las posibllidades

de la alme|a Tivela stultorum como modelo animal para el estudio de glucésidos cardiotonlcos,

es poslble afirmar que los resultados encontrados abren esta alternativa. La respuesta de la

Na* K*-ATPasa obtenida en preparaciones crudas, establece un marco de referencla para es-

tudlos posterlores, tanto para un mayor conocimiento bloquimico de la almeja, como a nivel

fislolégico de la Interaccién de los glucésidos cardioténicos con la Na* ,K*-ATPasa, la cual es

el posible receptor Inotrépico positivo en el corazén.



V. CONCLUSIONES.

I.Se detecté una actividad enzimética tipo Adenosin trifosfatasa dependiente de
magneslo, activada por sodio y potasio (Na* K*-ATPasa, EC 3.6.1.3) en el corazon de la al-

meja plsmo (Tivela stultorum, Mawe 1823).

II. La actividad de la NatK*ATPasa del corazén vari6 de 1.213 moles Pi/mg h
(sin la adicién de K*) hasta una actividad maxima de 1.48 moles Pi/mg h (a 10 mM de K*y1.6

mM de Na*) al adicionar K* al medio de incubacién en una concentraciéon desde 0 hasta 50

mM.

lll. La Na* K*-ATPasa encontrada fue estimulada hasta en un 18% e inhibida
hasta un 12% por ouabaina ( sin adicién y con adicion de 10 mM de K™ respectivamente). La
adlclén de digitoxina causé una estimulacion del 3% ( al anadir 2 mM de K*). y una inhibicién

hasta del 25.79% (con la adicion de 10 mM de K™).

IV. El efecto de inhibicién de los digitalicos sobre la Na* ,K*-ATPasa de T.stul-

torum es contrarrestado por la adicion de K* al medio de incubacion.

V. El comportamiento de la Nat K*-ATPasa ante las diferentes variaciones de
K* y digitélicos, es semejante al patrén de comportamiento de otras enzimas reportadas para

especies que se utilizan para el estudio de los glucésidos cardiotonicos.

VI. La almeja pismo Tivela stultorum (Mawe 1823) posee potencial como

modelo animal para el estudio de glucé6sidos cardioténicos.
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VII. AFENDICE .

Tabla . Actividad de la Na'K* AlPasa a distintas

I concentraciones de honogenado.

(Datos agrupados)

Proteina crada| 1. wooles Pin, | P fetividad) wyepo

(ng) Sin ATP | Can AP [Me)3s F1 weples P ) e
0.45 * g0 | 0.0 ! 050 | 049 1091 | 1
0.050 L gogg | 0071 | 0.725 | 0.653 ! 12.845 |
0.474 1 gog3 | 0.088 | 0.73 | 0.6%5 ' 3.983 3
0.186 1 g.go2 | 0.089 | 0.791 | 0.701 ' 3.764 3
0.203 1 g 509 | 0109 | 0.792 | 0.72 ' 3.87% 3
0.236 L g.o03 | 0.086 | 0.8% | 0.787 ! 3.98 3
0.25 1 ggg3 | 0110 | 0.917 | 0.806 ' 3.116 3
0.271 1 g.goq | 0107 | 0.9% | 062 ' 3.0% 3
0.330 1 g g0 | 0109 | 1.024 | 0914 ' 2.74 3
0.38 1 g0 | 0113 | 1.089 | 0974 ' 2.793 3
0.365 1 g.goq | 0114 | L5 | 1.000 ' 2.740 2
0.5 1 g.g55 | 0.180 | £.143 | 0.93 ! 1.798 3
0.63 ! gg5| 0081 | 1105 | 0.924 ! 1.449 3
0.682 1 g0 | 0.149 | 1,009 | 0.859 ! 1.268 3
0.78 1 g o6 | 0165 | 0.95 | 0.792 ! 1.016 3
0.807 £ g.gge-| 0.153 | 0.954 | 0.800 ' 0.99 3
0.887 L ggsp | 084 | 1110 | 0.924 ! 1.043 3
1007 £ ggg9 | 0.200 | 1431 | 0930 ! 0.924 3
1.093 1 g 00g | 0.200 | 1194 | 0.987 ! 0.94 3
1245 % go;p | 0235 | 1188 | 0951 ! 0.7%5 3
0.9% 1 g0 | 0214 | 1227 | 0.9 ! 1.023 3
1033 %005 | 0310 | 1210 | 0.89 ' 0.871 3
12192 gogs | 0270 | 1234 | 092 ' 0.789 3
1298 1 g0 | 0310 | 1257 [ 097 ' 079 | 3
13325002 | 0298 | 1163 | 0.864 ! 0.649 3
1428 % g g50 | 0291 | LS5 | 0.9%3 ' 0.607 3
1528 % 5052 | 033 | 1294 | 0.95% ' 0.6% 3
1623 L gogg | 0.309 | 1482 | 0.877 ' 0.540 3
16% 1 g5 | 0320 | 1163 | 082 ' 0.4% 3
2A16 L g g | 0322 ) 128 | 0955 ! 0.442 3
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