La bomba de sodio”

Breve revision sobre conceptos generales y

cinética enzimatica

Dr. Ramén Fabregat™™

Resumen: La bomba de sodio (Na, K-
ATPasa) es una enzima con peso mo-
lecular alrededor de 280,000 daltoms,
compuesta por cuatro subunidades,
dos denominadas alfa, y dos beta. Se
supone que constituye del 10 al 15 por
ciento del total de las proteinas de
membrana, llegando a existir entre
4700 y 5600 unidades por micrometro
cuadrado en la médula renal. La bom-
ba de sodio mueve al exterior de la
célula 3 iones de sodio, por 2 de potasio
al interior, con consumo de 1 ATP. Tie-
ne importancia en la clinica por ser el
sitio donde actuan directamente los di-
gitalicos.

La bomba de sodio, descrita originalmente
por Skou en 1957 ha sido desde entonces suje-
to de amplios estudios. El autor mencionado,
propuso que se trata de una enzima, una
ATPasa, que es estimulada a funcionar por
Nat vy K+, ademas de ser la causante del
mecanismo de transporte activo de cationes
monovalentes aambos lados de la membrana.

Esta enzima se encuentra en todas las mem-
branas plasmaticas en diferentes concentra-
ciones, dependiendo directamente de la acti-
vidad metabdlica celular, asi como de la nece-
sidad de movilizaciéon de cationes a ambos
lados de la membrana, por ejemplo, la canti-
dad de enzima que se encuentra en las mem-
branas celulares de la porcién delgada de la
rama ascendente del asa de Hemleesde 5a 7
veces mayor que en las células del tubulo

* Revisado por: Dr. Juan C. Diaz Zagoya, Depto. de
Bioguimica y Dr. Héctor Brust, Depto. de Fisiclogia, Fac.
de Medicina, UNAM.

** Departamento de Fisiologia, Facultad de Medici-
na, UNAM.

406

contorneado proximal, sabiendo ademas que
este segmento esta involucrado en la regula-
cién hormonal de la reabsorcion de sodio.!
Hay varios autores que proponen que la con-
centraciéon de la enzima en las membranas
plasmadticas, estd en relacion directa con la
demanda de movilizacion de sodio,”” llegan-
do a sugerir los mismos autores una densidad
entre 4700 y 5600 unidades por micrémetro
cuadrado, siendo la enzima entre el 10 yel 15
por ciento del total de las proteinas de la
membrana,’* con variantes segun el 6rganoy
la especie animal estudiados.

Es extraordinariamente dificil la purnifica-
cion de esta proteina a partir de la membrana
celular, por lo que pasé mas de una década
para que se pudiera aislar y verificarsu estruc-
tura.

(ver figura 1)

Hokin y col.® proponen que cada particula
tiene un didmetro de 45 a 55 A, aunque la
medicidn varia segliin la técnica empleada.

Segun un andlisis de la morfologia hecho
por Jgrgensen en 1974, cada molécula de la
enzima tiene una longitud a través de la mem-
brada de 70 A.

Ya para 1966 se corrobord el origen protei-
co de la bomba de sodio.’ !

El peso molecular aproximado de la enzima
activa es alrededor de 280,000 daltons varian-
do notablemente segtn el autor.

Kyte," fue el primero en demostrar que la
enzima estaba constituida por dos tipos de
polipéptidos, uno mayor, actualmente llama-
do subunidad alfa, con peso molecular alrede-
dor de 100,000 y otro menor, con aproxima-
damente la mitad de peso, llamdo subunidad
beta.

El péptido o subunidad alfa contiene los
sitios donde actuan la ouabaina y el ATP,
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cada uno de ellos en diferente sitio,'* por lo
que también se le llama subunidad catalitica.
Se ha comprobado que toda la molécula atra-
viesa de cara a cara la membrana celular.

El peso estimado de la subunidad alfa, y
mencionado, varia segin los autores de
85,000 a 125,000,'%*% y para la subunidad beta
de 45,000 a 60,000, sabiéndose que existe en
esta Gltima un componente de carbohidratos.!?

Hay para cada Na, K-ATPasa dos subuni-
dades alfa y dos beta, lo que concuerda con el
peso molecular total de 250,000 a 300,000
daltons.'®

Los lipidos de la membrana son esenciales
para el funcionamiento de la bomba de sodio,
y al separarlos de esta, se inactiva.!’ Depende
de la presencia de un fosfolipido especifico,
aunque actualmente este concepto provoca
controversia.

En estudios de microscopia electrénica
(con tincidn negativa y técnicas de criofractu-
ra) se ha observado que la subunidad alfa se
encuentra principalmente dentro de la mem-
brana, pero con alguna extension a ambos
lados de la misma. Para la subunidad beta,
aunque tiene un segmento dentro de la mem-
brana, su mayor extension se encuentra fuera.

Para que la Na, K-ATPasa se active se re-
quiere la presencia de Mg?' vy esencialmente
de ATP, tanto en vivo como en vitro, es un
complejo Mg-ATP, vy los estudios de cinética,
indican que este es el sustrato de la enzima, y
que 1mnciuso si el ATP libre se une a la enzima,
¢sta sc inhibe. Se describen dos sitios para el
ATP, uno de gran afinidad, y otro de baja
afinidad, al momento de esta revision, la im-
portancia de estos dos tipos de sitios no esta
bien establecida.

E1 ATP es el nucleotido principalmente uti-
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lizado para la actividad enzimatica, pero tam-
bién intervienen en orden decreciente dATP,
CTP, GTP, ITP y UTP. El ADP es competi-
dor, pero el Pi‘fostoroinorganico) no lo es.'*

La actividad de fosfatasa es estimulada en
la presencia de sodio y concentraciones mi-
cromolares de ATP . Siendo el Mg-ATP uno
de los principales reguladores de la actividad
enzimatica.

Los sitios en los cuales el Mg?* actua pue-
den ser varios y al menos se suponendosenla
cara interna de la membrana.

La mayoria de los cationes divalentes son
inhibidores en la presencia de Mg?", mientras

el Mn*, Fe?", Ni*", Cd** y Co** pueden subs-
tituir en la reaccién al Mg?*.26

Se ha demostrado que hay sitios para el
Na. en ambas caras de la proteina, ademés de
que el sodio puede ocupar también los sitios
del potasio.*

La estimulacién de la Na, K-ATPasa puede
ser lograda a concentraciones altas de sodio."’

Los sitios para el sodio no pueden ser subs-
tituidos por el potasio, se ha demostrado que
son altamente especificos, aunque existe evi-
dencia que el Li puede substituir y activar los
sitios intracelulares del sodio en la Na, K-
ATPasa, asi como también substituir al po-
tasio.

Asi mismo hay estudios que corroboran
que el potasio extracelular por si solo puede
activar la bomba de sodio, sabiéndose tam-
bién que existen dos sitios para el potasio,
amboslocalizadosen la cara extracelular dela
bomba de sodio. Estos sitios pueden ser ocu-
pados por TI", Rb", Cs”, NH,", Li" en
orden decreciente,?%

Los dos tipos de sitio para el potasio, se
distinguen por su diferente actividad, los de-
nominados sitios alfa de moderada afinidad,
y los de alta afinidad, que son los que actiian
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Fig. 1. Esquema hipotético de.la bomba de sodio.

J Carbohidratos —»

04

( \ Probable sitio ouabaina

\___

45-50 A Na_ _

)

u _|

en la secuencia de reacciones de la ATPasaen
su ciclo normal, que son los llamados sitios
beta. Los sitios alfa para el potasio son muy
parecidos a los sitios del Na en el interior de la
célula por sus caracteristicas, pero su impor-
tancia no ha sido determinada al momento.?¢

Varios autores'%*%** han demostrado que la
enzima es fosforilada en presencia de Naty
Mg?'y ATP, asi como comprobaron que la
fosfoenzima existe en dos formas: E!P que es
sensible a la desfosforilaciéon por ADP y E,P
sensible a desfosforilacion en presencia de K.
Se puede considerar que E, Py E,P sélo difie-
ren en su estado conformacional.

En resumen la secuencia de fosforilacion de
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la enzima va de acuerdo al siguiente esquema:
E, — EP
f }
E, — E/P
Si asumimos que el esquema anterior es
correcto faltaria explicar como es que se reali-
za el transporte de cationes a ambos lados de
la membrana. (Ver figura 2)
ler. paso. A la enzima libre se afiade
Mg* ATP y Na*.
E,+ Na*+Mg®* ATP — E,* Na® Mg*® ATP
20. paso. Viene la liberacién de ADP, que-
dando unido a la enzima un fésforo, un sodio
y magnesio.
E," Na*®* Mg*®* ATP—E,P*Na® Mg*®* ADP
— E,P* Na*® Mg + ADP
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Fig. 2. Mecanismo de accion supuesto. para la bomba de sodio (para detalles ver

el texto).
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3er. paso. Aqui es liberado el sodio al exte-
rior, en forma un tanto desconocida, supo-
niendo que hay cambios en la estructura ter-
ciaria de la proteina, cambiando de laforma |
ala 2:

E P*Na® Mg — E;P°*Na®*Mg — E,P* Mg
+ Na*

4o. paso. Por un mecanismo llamado de
Ping Pong, el K™ se une al momento o después
de ser liberado el Na-, esto Gltimo al parecer
hace que sean disponibles los sitios beta para
el potasio.

E,P* Mg+ K* — E,P* Mg* K

S0. paso. El tosforo se libera antes que el
potasio, probablemente también el magnesio,
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pero no estd bien establecido:
E.P* Mg® K — E.K (Mg?) + Pi

60. paso. En este ultimo paso hay conver-
siéon de la enzima a su forma uno, dando la
liberaciéon del potasio al interior de la célula.

E.,K (Mg?) — E, * K (Mg?) — E, + K*

Resumiendo:

E, —ATPN

Mg2+

& Ep 4 ADP
E,P E,P
EEP::E3+Pi
E, = E,

En donde E,P v E,P son dos estados de la
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enzima fosforilada y E, v E, son dos estados
conformacionales de la enzima libre.

Hay que tomar en cuenta que el balance en
condiciones normales es de 3 iones de sodio,
por 2 iones de potasio, con gasto de una molé-
cula de ATP.

Se han propuesto asi mismo otras formas
de funcionamiento de la bomba de sodio, ta-
les como el intercambio sodio/sodio, pota-
sio/potasio, funcionamiento en reversa y
transporte de sodio sin intercambio,’! pero
son variantes s6lo encontradas in vitro en con-
diciones extremas, al momento no encontra-
dasen vivo, razdn por la cual no se mencionan
en esta revision.

Existen varios inhibidores de la bomba de
sodio, de muy diferentes clases y formas de
accién, de todos ellos, al momento sélo los
digitalicos tienen importancia clinica, dentro
de ellos la ouabaina, especificamente la dihi-
drouabaina,?” ha sido uno de los més estudia-
dos, por cuatro razones especiales:

a) Es altamente especifica a la bomba de
sodio, de hecho se supone que la Na,
K-ATPasa, funciona como receptor de una
substancia, al momento desconocida, de pro-
duccién endogena, cuya accién es similar a los
digitalicos.?”

b) El hecho de que se une a la cara extrace-
lular de la bomba de sodio proporciona un
excelente medio marcador.?®

¢) Ademas de que interviene en la reaccion,
en cualquiera de sus pasos frenando la activi-
dad enzimatica. El conocimiento de que la
dihidrouabaina es menos eficaz en la inhibi-
cién que la ouabaina.

d) Por ser prototipo de un grupo de medi-
camentos de gran utilidad en la clinica cardio-
vascular.

La ouabaina inhibe en forma reversible a la
enzima en la subunidad alfa, y probablemente
su antagonismo con el potasio se deba a una
obstruccion de los sitios beta para el potasio,
ocasionada por la ouabaina. Obstruccion que
al parecer puede ser eliminada al incrementar-
se la obstruccion en el medio extracelular.

Aunque hay varias hipdtesis acerca del fun-
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cionamiento de los digitalicos, no hay una que
explique completamente la accién de estos
farmacos. Al parecer el inotropismo positivo,
es causado por la alteracion que causa indi-
rectamente sobre el transporte del calcio y las

proteinas de la membrana celular,?®3! siendo

motivo suficiente para otra revision.
Otros inhibidores como la oligomicina y el

vanadato, tienen importancia en la experi-
mentacién en el laboratorio al 33
w/

momento, pero no asi en la clinica. 0
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