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Efecto del etanol sobre las actividades de
ATPasas de Na' y de Na‘, K* de membranas
plasmaticas laterobasales de células de tubulo
proximal de rifnon de ratas viejas

Effect of ethanol on the Na* and Na*, K* ATPase
activities of basolateral plasma membranes
of kidney proximal tubular cells of old rats

José Rubén Elvir Mairena*, Teresa Proverbiot y Fulgencio Proverbiof

RESUMEN. Existen dos ATPasas estimuladas por
sodio en las membranas de células de tibulo proximal
renal: La ATPasa de Na‘,K*y la de Na*. La actividad de
ambas enzimas disminuye con el envejecimiento.
OBJETIVO. Comparar el efecto del alcohol (etanol)
sobre las enzimas mencionadas en ratas jovenes y vie-
jas. MATERIALES Y METODOS. Se prepararon
homogenizados de corteza renal y fracciones enrique-
cidas en membranas plasmaticas laterobasales de célu-
las de tdbulo proximal renal procedentes de ratas
macho Sprague-Dawley jovenes y viejas. Se determind
las actividades ATPasicas respectivas en las prepara-
ciones mediante un método espectrofotométrico tanto
en ausencia como en presencia de etanol. RESULTA-
DOS. Se encontré que, mientras la ATPasa de sodio,
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potasio era menos sensible al etanol, la ATPasa de
sodio era mas sensible al etanol en ratas viejas com-
paradas con jovenes. CONCLUSIONES. Los hallaz-
gos indican una clara diferenciacion entre las dos
ATPasas y permiten especular que la ingestion conti-
nua de etanol podria influenciar con mas fuerza el
funcionamiento de la ATPasa de sodio en personas
viejas que en jovenes.

Palabras clave: Alcohol. Etanol. ATPasa de sodio.
Potasio. ATPasa de sodio. Envejecimiento.

ABSTRACT. There are two sodium-stimulated
ATPases in basolateral plasma membranes of kidney
proximal tubular cells: The Na‘, K* ATPase and the
Na* ATPase. The activity of these enzymes decrease
with aging. OBJECTIVES. To compare the effect of
alcohol (ethanol) on these enzymes in young and old
rats. MATERIALS AND METHODS. Sprague-
Dawley male young and old rats were killed and the
kidneys were removed. The outermost slices of the
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kidney cortex were homogenized to obtain basolate-
ral plasma membrane enriched fractions. The ATPase
activities in all preparations were determined by a
espectrophotometric method in the presence or
absence of ethanol. RESULTS: It was found that,
while the sodium, potassium ATPase was less sensitive
to ethanol, the sodium ATPase was more sensitive to
ethanol in old rats than in young ones. CONCLU-
SIONS: The features indicates a clear differentiation
between two ATPases and permits to speculate that
the continuous ingestion of ethanol could influence
with more force the functioning of the sodium ATPase
in old persons that in young persons.

Keywords: Alcohol. Ethanol. Sodium, potassium
ATPase. Sodium ATPase. Aging.

INTRODUCCION

Dos ATPasas estimuladas por Na* estan presentes en
membranas plasmaticas laterobasales de células de tubulo
proximal de rifilones de mamiferos y en otras membranas
bioldgicas: la ATPasa de Na‘,K*, la cual es estimulada por
Na* y K*, es inhibida por ouabaina, es parcialmente
inhibida por acido etacrinico y es insensible a la furosemi-
da; y la ATPasa de Na*, la cual es estimulada por Na-, es
insensible a la ouabaina y es totalmente inhibida por
acido etacrinico y furosemida.*®* De manera semejante,
dos mecanismos activos de expulsion de Na* (bombas)
estan presentes en células de tubulo proximal de rifidn de
mamifero: la bomba de Na',K*, la cual expulsa Na* en
intercambio por K, y la bomba de Na-, la cual expulsa
Na* acompafiado por CI- y agua.* EI primer sistema es
totalmente inhibido por ouabaina, es parcialmente
inhibido por éacido etacrinico y es insensible a la
furosemida. El segundo sistema es insensible a la ouabai-
na y es totalmente inhibido por acido etacrinico y
furosemida.®

La ATPasa de Na',K* es fundamental para la vida y se
encuentra en la membrana plasmatica de todas las célu-
las humanas y de mamiferos, asi como de otros organis-
mos.**? La ATPasa de Na* se ha encontrado en la mem-
brana plasmatica de células de varios érganos, y se ha aso-
ciado con la regulacion del volumen celular.?® Por otro
lado, el proceso de envejecimiento esta asociado con dis-
minucion de las actividades de varias enzimas; asi las
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actividades de las ATPasas de Na* y de Na‘, K* de mem-
branas plasmaticas laterobasales de células de tubulo
proximal de rifibn de ratas viejas (24 meses de edad),
estan disminuidas.! Esta disminucion parece estar asocia-
da con un aumento en el contenido de colesterol de las
membranas celulares y, por ello, con una disminucién en
el grado de fluidez de ellas. El etanol, contenido en la
mayoria de las bebidas alcohdlicas, aumenta la fluidez de
las membranas biol6gicas*** y también inhibe la activi-
dad de varias enzimas asociadas con ellas, particular-
mente, las ATPasas de Na‘y de Na‘,K*.***® E| efecto del
etanol sobre las actividades de las ATPasas de Na+ y de
Na*,K* en membranas plasmaticas laterobasales de células
de tabulo proximal de rifién ha sido estudiado en ratas
jOvenes.*

El presente trabajo fue realizado para comparar el efecto
del etanol, in vitro, sobre las actividades de las AT Pasas de
Na* y de Na‘,K* de membranas plasmaticas laterobasales
de células de tabulo proximal de rifién de ratas jovenes y
viejas.

MATERIALES Y METODOS

Ratas macho sanas de 3 y 24 meses de edad de la cepa
Sprague-Dawley fueron anestesiadas con éter e inme-
diatamente sacrificadas por decapitacion. Los rifiones
fueron removidos, descapsulados, y colocados en un
medio conteniendo sacarosa 250 mM y Tris-HCI 20 mM
(pH 7.2) a 0°C. Se obtuvo rebanadas de la parte mas
externa de la corteza renal (ricas en tlbulos proximales),
las cuales fueron homogenizadas y luego sometidas a un
proceso de centrifugacion diferencial de acuerdo a un
método antes descrito,®® para obtener las fracciones
enriguecidas en membranas plasmaticas laterobasales. El
precipitado final fue resuspendido en el medio saca-
rosa/Tris, congelado, y mantenido a —20°C hasta el
momento de ser usado.

Las actividades de las ATPasas de Mg2‘, de Na* y de
Na',K* fueron determinadas siguiendo el método ya
descrito.?»? Todos los ensayos de la ATPasa de Na* fueron
llevados a cabo en un medio libre de K* en la pre-sencia
de 2 mM de ouabaina (Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO). Las actividades ATPasicas fueron expresadas como
nanomoles de fosfato inorganico (Pi) por miligramo de
proteina por minuto. Las tres actividades enzimaticas,
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para todas las concentraciones de etanol examinadas,
fueron determinadas para seis preparaciones separadas las
cuales fueron ensayadas en cuadruplicado en cada punto.
Cada una de las preparaciones consisti6 de membranas
almacenadas procedentes de rifiones de seis ratas. El con-
tenido de proteina fue determinado por el ensayo de
fijacion del colorante azul de Coomassie (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA).% Los datos son expresados
como los promedios = el error estandar de las determina-
ciones. Las diferencias entre los resultados fueron anali-
zadas de acuerdo a la prueba de t de Student y al analisis
de varianza de comparaciones multiples, siguiendo la
prueba LSD de Fisher. La significancia fue aceptada a una
p< de 0.05.

RESULTADOS

El cuadro No. 1 muestra que las actividades de la ATPasa
de Na" y de la ATPasa de Na",K* de homogenizados
preparados a partir de rebanadas de corteza renal de ratas
viejas (24 meses de edad) fueron mas bajas que las activi-
dades de homogenizados procedentes de ratas jovenes (3
meses de edad). Por otro lado, las figuras No. 1, 2y 3
muestran el efecto de la presencia de cantidades relativa-
mente altas de etanol en el medio de incubacion sobre las
actividades de las ATPasas de Mg2+, de Na",K* y de Na’,
respectivamente, de fracciones de membranas plasmaticas
laterobasales procedentes de células tubulares proximales
de rifiones de ratas viejas y jovenes. La figura No. 4 mues-
tra el efecto de concentraciones pequefias de etanol sobre
la actividad de la ATPasa de Na* de fracciones de mem-
branas plasmaticas laterobasales procedentes de células de
tubulo proximal de rifiones de ratas viejas y jovenes.

DISCUSION

Los resultados mostrados en el cuadro No. 1 con los que
se concluye que las actividades de las ATPasas de Na*y de
Na*,K* de homogenizados de rebanadas de corteza renal
de ratas viejas fueron mas bajas que las actividades de
homogenizados de ratas jovenes coinciden con resultados
encontrados en estudios previos.***# En las figuras No. 1
y 2 se observa que, las actividades de las ATPasas de Mg?*
y de Na*, K* disminuyen cuando el etanol esta presente en
el medio de incubacién de manera dependiente de la con-
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Figura No. 1. Actividad ATPasica de Mg a distintas
concentraciones de etanol
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Figura No. 2. Actividad ATPasica de Na,K a distintas
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Figura No. 3. Actividad ATPasica de Na a distintas
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Figura No. 4. Actividad ATPasica de Na a
concentraciones bajas de etanol
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Cuadro No. 1. Actividades ATPasicas de Mg*, Na' y
Na*,K* de homogenizados de células de tubulo proximal de
rindn de ratas jovenes comparadas con ratas viejas.

ATPasa Actividad ATPasica
ensayada en nmoles Pi/ mg prot. min
Ratas Ratas Relacion
jovenes viejas
Mg2+ 423 + 1 414 + 12 1.02
Na+ 16 £ 1 8+1 2.00
Na+,K+ 86 +4 47 + 2 1.83

Valores expresados como las medias * los errores estandar, para n = 6.
Los errores en el caso de las ATPasas de Na+ y de Na+,K+ fueron cal-
culados por datos pareados.

centracion del mismo, y que este efecto inhibitorio pro-
ducido por el etanol es mayor en las ratas jévenes que en
las ratas viejas. Estos resultados pueden ser explicados por
el aumento en la viscosidad o rigidez de la membrana el
cual se conoce que se produce con el envejecimiento,
debido a un aumento en el contenido de colesterol y/o a
cambios en la proporcion fosfoli-pidos/colesterol.?*

Al contrario de lo que sucede con las ATPasas de Mgy
de Na*,K*, la Figura No. 3 muestra que el efecto inhibito-
rio del etanol, en las mismas fracciones, sobre la actividad
de la ATPasa de Na* es mayor en las ratas viejas compara-
do con las ratas jovenes, indicando un efecto especifico
del etanol sobre esta ATPasa, ademas del efecto general
sobre las enzimas de la membrana celular.

Maés aln, estos resultados nos permiten especular que la
ingestion intensa y/o continua de bebidas alcoholicas
podria ser mas perjudicial en individuos viejos compara-
dos con jovenes. Asi que, en una persona Vieja es posible
que el efecto del envejecimiento se combine con el efecto
del etanol.?# La figura No. 4 muestra que a concentra-
ciones pequefias de etanol in vitro, las cuales pueden estar
presentes in vivo durante una ingestion intensa o contin-
ua de alcohol, también el efecto inhibitorio del etanol es
mayor en ratas viejas que en jovenes. A concentraciones
pequerias, el etanol practicamente no tiene efecto sobre la
actividad de la ATPasa de Na*,K*. Si se considera que la
ATPasa de Na* participa en la regulacion activa del volu-
men celular,2® su inhibicién podria resultar en un aumen-
to del volumen celular con todas las consecuencias que
esto implica.

NOTA: El presente estudio se realizo en el Centro de
Biofisica y Bioquimica del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC).
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