
REVISTA ESPAFlOLA DE FISIOLOGIA, 42, 85-90. 1986

Estudio de la actividad Na -K+ ATPasa en mastocitos
de las cavidades pleural y peritoneal de rata
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ATPase activity in rat mast cells was studied, assuming that pleural and peritoneal
mast cells are different populations. Mast cells were purified with Percoll. Enzymatic
activity was found to be 36 % higher in pleural cells that in peritoneal cells. Moreover,
for both populations results show a Na+-K+ ATPase activity either low or slightly
inhibited by ouabain.
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Los mastocitos, celulas responsables
de la liberation de histamina, constitu-
yen una poblacion celular heterogenea
(3), con un comportamiento distinto
frente a un mismo estfmulo segun la es­
pecie -e incluso segun el organo o cavi-
dad de la que procedan (4).

Los mediadores quimicos contenidos
en los granules del citoplasma se liberan
cuando las celulas son estimuladas por
agentes naturales o quimicos; en ambos
casos juega un papel fundamental el
transporte de iones a traves de la mem-
brana plasmatica (10). La bomba Na+-K+ 
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regula mayoritariamente el intercambio
de iones Na*  y K+ en las celulas, de ahi
la importancia de estudiar este sistema
transportador en celulas secretoras de
tipo mastocitario.

Material y Metodos

Aislamiento de las celulas y homoge-
neizacidn. Los mastocitos del peritoneo
se obtienen por un lavado de la cavidad
peritoneal de ratas de raza Wistar (350-
500 g) (15) con tampon fosfato de So­
rensen con ligeras variaciones: PO,tH..
9,087 g/1, PO4HNa.-2H,O 11,876 g/1'
EDTA 1 mM y CINa 9 %, pH = 7,4.
Para aislar los mastocitos de pleura se
introducen 5 ml de la misma solution a
traves de una pequena abertura practi- 
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cada en la parte inferior media del to-
rax. Se lavan las celulas dos veces y se
purifican con Percoll isotonico (4, 7). La
homogeneizaci6n se realiza en un vaso
Potter-Elvehjem a 0 °C diluyendo pre-
viamente la muestra en tampon Tris
50 mM.

El rendimiento obtenido por cada rata
es 1-1,5 X 10° celulas del peritoneo y
3-5 X 105 de la pleura, con una pureza
del 95 % en ambos casos.

Determination de la proteina. Para el
microensayo de proteina se sigue la tec-
nica descrita por Bradford (5). El reac-
tivo se mantiene en agitacion durante
10 minutos antes de su uso para evitar
la sedimentation del colorante. La ab-
sorbancia se mide en un espectrofotome-
tro Beckman model© DB-GT a 595 nm.

En todas las determinaciones de acti-
vidad ATPasa se anaden alicuotas de
100 /xl de homogenado celular equiva-
lentes a 1-1,5 X 105 mastocitos o 6,8-
10,2 pg de proteina.

Actividad ATPasa. Se adicionan
100 pl de homogenado celular a un tubo
de ensayo que contiene CINa 100 mM,
C1K 10 mM, CLMg 3 mM (16) y ouabai-
na 1 mM (ensayos de inhibition). Se
completa hasta un volumen’ de 1,1 ml
con tampon Tris 50 mM. Tras una incu­
bation de 10 min a 37°C se anade una
alicuota de 100 pl de ATP en exceso
(1,5 o 3 mM) prolongando el tiempo de
incubation durante 30 minutos mas. Se
introducen los tubos en un bano de hielo
y se precipita la proteina con TCA 7 %,
0°C. Se centrifuga a 1.082 g, 10 min y
se recogen fraccioncs de 1 ml de sobre-
nadantc. El fosforo inorganico liberado
por la ruptura del ATP se determina en
un espectrofotometro Shimadzu, modelo
UV-200 a 865 nm (11).

La actividad Na+-K+ ATPasa especifi-
ca sensible a la inhibition con ouabaina,
se obtiene por difercncia entre el valor
de la actividad Na+-K*  ATPasa Mg44 de-
pendientc en auscncia y presencia de 

ouabaina. El valor de la actividad
ATPasa en presencia del sustrato de la
reaction (ATP y Mg44 en cantidades
equimoleculares), corresponde al valor
de la actividad enzimatica no ligada al
transporte de iones Na4 y K4.

En todos los casos se anade EGTA
0,1 mM para acomplejar trazas de iones
Ca44 que pueden estar presentes en el
medio de incubation. Se usa como tam-
p6n Tris base para evitar que se intro-
duzcan iones Na4 al ajustar el pH.

Hay dos tipos de blancos de reaction;
uno contiene ATP y Mg44 sin muestra y
otro ATP y muestra sin iones.

La actividad enzimatica se expresa
como nmoles Pi/min/mg proteina.

Reactivos. La albumina bovina serica
(BSA, fraction V), el o-ftaldehido, y el
Tris-ATP fueron obtenidos de Sigma, el
Percoll de Pharmacia y el CINa, el C1K
y el CIsMg de Merck. Todos los demas
reactivos son de grado analitico.

Resultados

Valoration de la actividad ATPasa.
En la tabla I se indican los valores de
actividad ATPasa obtenidos con las dos
poblaciones celulares, torax y peritoneo,
siendo superior la actividad enzimatica
de los mastocitos pleurales en todos los
casos: 36,7% y 40 % para Na4-K4
ATPasa Mg44 dependiente no inhibida e
inhibida con ouabaina 1 mM respectiva-
mente, 36,3 % en el valor Mg44-ATPasa
y 49,8 % en la actividad Na4-K_ ATPasa
especifica.

Inhibiti6n con ouabaina. Previamen-
te a los ensayos con ouabaina se estudia
una posible inhibition competitiva entre
la ouabaina y el ion K+ determinando la
actividad enzimatica con distintas con-
centraciones de ouabaina en presencia
de K? 1 y 10 mM (tabla III). Tambien
sc determina la influcncia del tiempo de
incubation con ouabaina 1 niM, sobre



Na4-K4 ATPasa en mastocitos 87

Tabla I. Actividad enzimatica (nmol/min • mg) en mastocitos peritoneales y pleurales.
Media + SEM, n= 10.

Ouabaina
(mM)

Peritoneo

Na*-K*  ATPasa Mg44 dependiente
Na4-K4 ATPasa Mg44 dependiente
Mg4* ATPasa
Na4-K4 ATPasa especifica

315,7 ± 20
264,5 ± 23
305,5 ± 17

24,0 ± 3

Torax

498,8 ± 35
440,0 ± 30
479,8 ± 22
47,8 ± 5

el porcentaje de inhibition, incubando el
homogenado celular desde 5 min hasta
1 hora. Los resultados obtenidos se omi-
ten puesto que no presentan ninguna va­
riation.

Tabla II. Inhibicion de distintas concentracio-
nes de ouabaina respecto al primer valor de

actividad Na*-K*  ATPasa Mg**  dependiente.
Media -f- SEM % CV = porcentaje del coefi-
ciente de variation respecto al SEM, n = 10.

Ouabaina
(mM)

Actividad
enzimatica

(nmol/min • mg) %cv Inhibicidn
(%)

Na4--K*  ATPasa Mg44 dependiente
— 309 ± 4 1.3 —
0,1 291 ± 14 4 5,95
0,5 300 ± 13 4 3
1 303 ± 3 3,3 2

10 285 ± 5 5 7,9

Mg**  ATPasa
— 283 ± 17 6 —

Los resultados de la tabla II muestran
el efecto de distintas concentraciones de
ouabaina (de 0,1 a 10. mM) sobre una
preparation enzimatica de torax y peri­
toneo.

El porcentaje de hidrolisis no enzima­
tica del ATP se mide en los blancos de
la reaction y es del 1,32 % (n = 8) para
el bianco que contiene ATP y Mg4* y
1,38 % (n = 8) en el que lleva ATP y
muestra. No existen diferencias signifi-
cativas entre ambos valores, y por tanto
se excluye la posibilidad de una actividad
enzimatica en presencia de iones proce-
dentes de los reactivos u otro tipo de
contaminantes del medio.

Discusion

La ouabaina es un heterosido cardio-
tdnico que inhibe especificamente la
Na+-K*  ATPasa (13). El enzima posee
un receptor en el lado extemo de la
membrana plasmatica cuya afinidad por

Tabla III. Inhibicidn de la actividad enzimatica con ouabaina en presencia de K*  1 y 10 mM.
% CV = porcentaje del cocficiente de variacidn respecto al SEM, n = 2.

459,00 ± 20

Actividad enzimatica

Ouabaina Potaslo
(mM) (mM)

(nmol Pl/mln • mg) Na’-K*  ATPasa Mg4‘ dependiente

Peritoneo %CV Torax ' %CV

...  ‘ 1
0,2 1
1 1
»' ■ ■" 10
0,2 10
1 10

273,3 ± 3 0,8
263,5 ± 5 1.2
260,4 ± 4 0,9
264,5 zh 4 0.9
269,4 ± 2 0.9
260,5 ± 10 2,0

454,60 ± 6
440,70 ± 11
460,15 d: 5
451,70 ± 7
442,00 ± 15

2.0
0,8
1.4
0,6
0,8
1.9
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el inhibidor es discutida y difiere segun
las especies animales. En el caso de los
roedores, algunos autores afirman que
poseen una ATPasa poco sensible a la
ouabafna por lo que se necesitan altas
concentraciones, al menos 1 mM (6);
otros autores detectan inhibition enzi-
matica con 0,1 mM (16). En este estu­
dio se obtienen porcentajes de inhibition
muy pequenos, para todas las concentra­
ciones de ouabama ensayadas (tabla II).
AdemSs, el valor de la actividad Na+-K+
ATPasa Mg++ dependiente es superior al
valor Mg++ATPasa unicamente en un
8,5 %, y por tanto la actividad enzima-
tica ligada al transporte de iones Na+ y
K? es muy pequena. Existe la posibilidad
de que el ion K*  desplace a la ouabama;
sin embargo, la diferencia entre los resul-
tados obtenidos y los de otros autores (1)
puede ser debida a la relation ouabai-
na/K*  que se utiliza: 1/50 y 1/1.500 res-
pectivamente. Tambien se observa que
aumentando el tiempo de incubation de
la muestra con ouabama no aumenta el
porcentaje de inhibition, y por tanto no
se favorece la fijacion del inhibidor a su
receptor enzimatico (2).

Por action de la Ca+*-Mg ++ATPasa
se observa una disminucion de la activi­
dad Na+-K+ATPasa y de otros enzimas
que tambien utilizan ATP, fosfofructo-
kinasa y piruvato-kinasa (8, 17); sin em­
bargo, la adicion de EGTA al medio de
incubation y los porcentajes de hidrolisis
de ATP obtenidos con los dos tipos de
blancos de reaction, aseguran que las po-
sibles trazas de este ion no activan la
Ca++-Mg*  ATPasa (9).

Parece logico que la actividad de la
bomba Na+, K+ en mastocitos sea peque­
na puesto que se trata de celulas poco
excitablcs que se desgranulan esporadi-
camcnte durante la vida celular siguiendo
un proceso de exocitosis. Ademas, se ha
demostrado que la secrecion de histami-
na inducida por el compuesto 48/80 y
ATP no esta directamente asociada a un
cambio de potencial de membrana (14).

La existencia de una Na+-K+ATPasa
de baja actividad en mastocitos refleja
una situaci6n semejante a la existente en
celulas beta de islotes de Langerhans y
leucocitos polimorfonucleares; ambos ti­
pos celulares poseen un potencial de
membrana bajo y acumulan K+ mientras
que son deficientes en la extrusion de Na+
(12). Estas celulas poseen una actividad
p-nitrofenilfosfatasa activada por K+ e
inhibida por ouabama a la que se ha ads-
crito una funcion en el transporte de
ion K+ (18), que parece debe ser detec-
tada y caracterizada en mastocitos.

Es importante destacar el hecho de
que la actividad enzimatica es superior
en las celulas de la cavidad pelural (ta­
bla I). Este resultado esta de acuerdo
con la action observada por agonistas
adrentigicos (datos no publicados) y di-
versas poliaminas (4) sobre las dos po-
blaciones celulares; en ambos casos los
mastocitos de la cavidad pleural son mas
sensibles que los de la cavidad peritoneal
frente a los mismos estfmulos.

Resumen

Se estudia la actividad ATPasa en mastoci­
tos de rata purificados con Percoll, conside-
rando las c61ulas de la cavidad pleural y pe­
ritoneal como poblaciones diferentes. Los re-
sultados demuestran una actividad Na+-K+
ATPasa muy pequena tanto en mastocitos
pleurales como peritoneales; por otra parte la
actividad enzimatica es superior en las c61u-
las de la cavidad pleural en un 36 % respecto
a las del peritoneo. Los resultados indican la
posibilidad de que esta actividad ATPasa sea
muy pequena o bien que el enzima sea poco
sensible a la ouabaina.
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