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RESUMEN

Fundamento: La mayoria de los farmacos, en mayor o
menor medida, son capaces de pasar al feto a través de
la placenta, condicionando alteraciones del desarrollo y
del crecimiento fetal. Objetivo: Evaluar el efecto in vitro
del fenobarbital sobre la actividad de Ia
Adenosintrifosfatasa de sodio y potasio dependiente de
placenta humana. Método: Se realiz6 un estudio /n
vitro, en homogeneizados totales de placentas
provenientes de 30 madres que fueron atendidas en el
Hospital Provincial Docente Ginecobstétrico “Mariana
Grajales”, de Santa Clara, durante el periodo marzo-julio
de 1993. ElI fenobarbital fue administrado a
concentraciones de 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml y 0,2 mg/ml,
teniendo en cuenta la dosis terapéutica a la cual se
prescribi6. Las variables analizadas fueron: actividad
enzimatica y tipo de inhibicion. Resultados: La
actividad enzimatica de la Adenosintrifosfatasa de sodio
y potasio dependiente, disminuydé de manera
significativa en la medida en que la concentracion
administrada de fenobarbital fue menor. El efecto
inhibitorio del farmaco también resultdé ser dependiente
de la concentracion, presentandose una mayor inhibicion
a medida que la dosis fue incrementada. Conclusiones:
El fenobarbital produjo disminuciéon altamente
significativa de la actividad Adenosintrifosfatasa de sodio
y potasio dependiente. Esta inhibicion es de tipo
competitiva.
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ABSTRACT

Background: Most of the drugs can pass to the fetus
through the placenta, conditioning alterations of the
development and fetal growth. Objective: To evaluate
the effect in vitro of Phenobarbital on the activity of
adenosine triphosphatase of sodium and potassium
dependent in human placenta. Method: A study in vitro
was carried out, in total homogenizes of placentas
coming from 30 mothers that were assisted in the
Gynecological and Obstetric Educational Provincial
Hospital "Mariana Grajales”, in Santa Clara, during the
period March-July 1993. Phenobarbital was administered
in concentrations of 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml and 0,2 mg/
ml, keeping in mind the therapeutic dose to which was
prescribed. The analyzed variables were: enzymatic
activity and inhibition type. Results: The enzymatic
activity of the adenosine triphosphatase of sodium and
potassium dependent, diminished in a significant way,
proportionally with the diminishment of the administered
concentration of Phenobarbital. The inhibitory effect of
the drug also turned out to be dependent of the
concentration, presenting a major inhibition as the dose
was increased. Conclusion: Phenobarbital produced
highly significant decrease in the activity of adenosine
triphosphatase of sodium and dependent potassium.
This inhibition is of competitive type.
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INTRODUCCION

Desde que se descubrié que el feto en el interior del
Utero materno no estd libre de los efectos de los
medicamentos ingeridos por la madre, han sido muchas
las investigaciones realizadas con el fin de descubrir las
posibles interacciones de determinadas sustancias con
la unidad feto-placenta.

En la actualidad, con el aumento de la produccién de
medicamentos, se ha incrementado la terapia
medicamentosa a las embarazadas y se ha comprobado
gue casi todos los farmacos, en mayor o menor medida,
son capaces de pasar al feto a través de la placenta
condicionando alteraciones del desarrollo y del
crecimiento fetal. De esta manera surge el peligro de
una mayor influencia farmacoldgica y toxica sobre las
estructuras que aun no han madurado. Este riesgo se
acentla si dichos medicamentos son administrados en
el periodo comprendido desde la cuarta hasta la octava
0 novena semana del embarazo, la clasica fase critica
en que ocurren las malformaciones congénitas.

Las consecuencias de las malformaciones congénitas no
solo son motivo de angustia y desaliento para los
padres afectados, sino también para el futuro del nuevo
ser y para la sociedad. Por ello, la prevencion de las
alteraciones fetales constituye un aspecto importante de
la higiene prenatal.

La placenta posibilita el intercambio de sustancias a
través de la membrana placentaria interpuesta entre la
circulacion materna y fetal, presentando una actividad
metabdlica elevada, lo que permite la sintesis de
proteinas, acidos grasos y acidos nucleicos a partir de
sus elementos estructurales. Es por ello que dentro de
la atencién perinatal, se concibe como drgano de
intercambio durante la vida embrionaria y fetal, por lo
gue recibe especial atencién. Durante la vida
intrauterina, el higado fetal no es capaz de asumir
procesos de transporte y de biotransformacion por lo
que es la placenta la que asume una funcién excretora,
similar a la que desempefia el sistema hepatobiliar en el
adulto. @

En los primeros meses de embarazo, la membrana
placentaria sigue siendo gruesa, por tanto, su
permeabilidad es escasa. En cambio mas avanzado el
embarazo, la permeabilidad aumenta debido al
adelgazamiento de las capas difusas de la membrana y
la supefcie llega a ser enorme debido a su mayor
crecimiento. La difusiébn de sustancias alimenticias a
través de la membrana placentaria como la glucosa,
acidos grasos, etc., se realiza gracias a la accion de
moléculas transportadoras y a la existencia de un
gradiente de concentracion. De igual forma los
productos de desechos como el diéxido de carbono, la
urea, creatinina, acido Urico y otros que se forman en el
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feto, pasan también a la madre, y seguidamente, se
eliminanan junto a los productos de excresion de ella.
La placenta, ademas, forma especialmente grandes
cantidades de gonadotrofinas coriénica humana,
estrogenos, progesterona y somatomamotropina
coribnica humana, de las cuales las tres primeras y
probablemente la cuarta también, son esenciales para
que el embarazo transcurra normalmente.

Los medicamentos anticonvulsivantes son drogas cuyo
consumo en la actualidad es bastante elevado. Es bien
conocido que pueden pasar a la leche materna y
atraviesan con facilidad la barrera placentaria, e incluso
que sus niveles en el feto son muy parecidos a los
alcanzados en la madre.

Se ha llegado a comprobar en estudios experimentales,
una mayor incidencia de malformaciones en neonatos
de madres bajo tratamiento con anticonvulsivantes. El
fenobarbital, junto a la hidantoina es uno de los
medicamentos mas utilizados dentro de este grupo.
Pertenece al grupo de los barbitlricos que han tenido
amplio uso como drogas hipnosedantes, los cuales
deprimen reversiblemente la actividad de los tejidos
excitables. Se plantea que actla sobre mecanismos
inhibitorios mediados por acido gammaaminobutirico
(GABA), sustancia que constituye el principal
neurotransmisor inhibitorio del Sistema Nerviosos
Central, provocando la apertura de los canales de
cloruro, lo que es la base de la inhibicion pre y post
sinaptica. El medicamento se absorve alrrededor del 80
% de una dosis oral y se alcanzan niveles plasmaticos
maximos en 16 a 18 horas. Entre el 45-50 % de la
droga se une a las proteinas plasmaticas. La vida media
aparente varia de 50 a 120 horas. Alrrededor del 65 %
se metaboliza y un 35 % se excreta por el rifion sin
modificaciones. Los barbitdricos deben ser usados con
prudencia en caso de alteracion de la funcién hepatica o
renal. Tampoco debe ser usado en mujeres en edad
fértil porque no se ha establecido que sean inocuos
durante el embarazo. (4)

Una de las enzimas que participa en el transporte de
iones y de nutrientes por transporte activo, es la
Adenosintrifosfatasa de sodio y potasio (ATPasa NA-K)
dependiente, localizada en la membrana plasmatica de
las células placentarias del sincitiotrofoblasto asi como
en el intestino, rifibn y glandulas uterinas; es mas
eficiente con valores de PH entre 8,5y 9 y despliega su
mayor actividad catalitica a una concentracion de
sustrato de 30 mmoles/l. Se ha demostrado que el
magnesio (Mg) constituye un activador de esta enzima,
y se sugiere que el uso de la enzima purificada sirva
como un modelo para el estudio del transporte de iones
durante el embarazo. Es ademds, fuertemente inhibida
por el tiopental y por la ouabaina. Algunos estudios
sobre corteza renal sugieren que durante la isquemia
hay un aumento de la cantidad de esta enzima, que en
el transcurso del tiempo no se expresa como aumento
en la actividad ®.Tiene gran valor desde el punto de
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vista fisiol6gico, pues estd implicada directa o
indirectamente en los requerimientos energéticos del
transporte de sodio y potasio a través de las
membranas, y en la placenta, interviene en el proceso
de transporte activo de diferentes metabolitos.

Algunos trabajos basados en mecanismos de transporte
i6nico sugieren que la bomba de Na tiene un importante
papel en los mecanismos de regulacion de las
resistencias periféricas vasculares.®.

La bomba sodio-potasio se encuentra en todas nuestras
membranas celulares. Su funcién es el transporte de los
iones inorganicos mas comunes en biologia (el sodio y
el potasio) del medio extracelular al citoplasma. La
bomba sodio-potasio ATPasa es una proteina de
membrana que actia como un transportador de
intercambio antiporte (transferencia simultanea de dos
solutos en diferentes direcciones) que hidroliza ATP. Es
una ATPasa de transporte tipo P, es decir, sufre
fosforilaciones reversibles durante el proceso de
transporte. Esta formada por dos subunidades, alfa y
beta, que forman un tetrdmero integrado en la
membrana. La subunidad alfa esta compuesta por ocho
segmentos transmembrana y en ella se encuentra el
centro de uniéon del ATP que se localiza en el lado
citosélico de la membrana. También posee dos centros
de unién al potasio extracelulares y tres centros de
union al sodio intracelulares que se encuentran
accesibles para los iones en funcion de la fosforilacion
de la proteina. La subunidad beta contiene una sola
region helicoidal transmembrana y no parece ser
esencial para el transporte ni para la actividad ATPasa.
La enzima esta glucosilada en la cara externa (como la
mayoria de proteinas de membrana) y requiere del
magnesio como cofactor para su funcionamiento.

Hay eventos asociados con el trabajo de parto que
estimulan su actividad en las células del epitelio celular
lo que posiblemente contribuya a eliminar el liquido
pulmonar en el feto ®.

Teniendo en cuenta la importancia que tiene conocer
las reacciones adversas que pueden provocar los
medicamentos en cuanto al desarrollo normal del feto,
se realiza este trabajo, con el objetivo de evaluar el
efecto in vitro del fenobarbital sobre la actividad de la
ATPasa Na K dependiente de placenta humana.

METODOS

Se realiz6 un estudio experimental (/n vitro), descriptivo
y prospectivo, para el cual se tomaron como muestra 30
placentas de madres que tuvieron un parto normal, y
que fueron atendidas en el Hospital Provincial Docente
Ginecobstétrico “Mariana Grajales” de Santa Clara.
Como criterio de inclusion se tomo: con respecto al
neonato, apgar dentro de limites normales y un peso
superior a los 2 500 gramos; con respecto a la madre,
no haber presentado ninguna enfermedad durante el
embarazo y haber tenido parto fisioldgico y a término.
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Para conocer y almacenar estos datos se realiz6 una
encuesta a las madres.

Se analiz6 la actividad de la enzima ATP asa Na K
dependiente en 20 placentas de madres normales, en
presencia y en ausencia de fenobarbital, que fue
afladido en el volumen de buffer, utilizado en cada
técnica enzimatica para obtener una concentracion final
en la mezcla de incubacion de 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml y
0,2 mg/ml, para llegar a concentraciones cercanas por
encima y por debajo de las que aparecen a nivel
sanguineo, con la dosis terapéutica a la cual se usa este
farmaco. De esta manera, la muestra fue subdividida en
4 grupos, incluyendo un grupo NORMAL donde se mide
la actividad enzimatica sin afiadir el farmaco estudiado.

Para determinar el tipo de inhibicion que pudiera
producir el fenobarbital sobre la actividad de la enzima
en cuestion, se utilizaron las 10 placentas restantes, las
cuales fueron sometidas a diferentes concentraciones
de sustrato, en ausencia y en presencia del fenobarbital
a la mayor concentracion usada de este (0,2 mg/ml),
calculando la Km por el método de Lineweaver Burk. ©

Obtencién de la muestra

Las placentas fueron recogidas después de los
respectivos partos y colocadas en recipientes con agua
destilada. Se mantuvieron en un bafio de hielo mientras
se les cambi6é el agua varias veces para eliminar la
sangre, hasta que quedaron bien lavadas. Luego se
tomaron pequefios fragmentos de tejido de la zona
central y periférica de forma tal que se lograra una
mayor representatividad de la placenta, los que fueron
introducidos en un beaker con agua destilada, que fue
cambiada aproximadamente cada 20 minutos a 4°C; se
elimin6 el agua destilada y se centrifugd tres veces con
soluciébn salina a 3000 RPM en una centrifuga
refrigerada  MSE-FISONS de procedencia inglesa,
durante 10 minutos a 4°C. Por ultimo, los tejidos fueron
centrifugados tres veces con sacarosa (0,25 moles/l), y
secados después con papel de filtro, quedando listos
para ser pesados y homogeneizados.

Preparaciéon del homogeneizado

El tejido placentario fue pesado y por cada gramo se le
afadié 2,5 ml de sacarosa a 0,25 mol/l, agregandole
0,15 ml de Tritébn X-100 al 0,1 % por cada 10 ml de
sacarosa utilizada. Se homogeneiz6 a continuacion en
un homogeneizador de cuchillas MIM LE-402,
conservandose el tejido en un bafio de hielo para evitar
la inactivacion enzimatica. Luego se procedido a la
centrifugacién del homogeneizado a 3000 RPM, durante
10 minutos y a 4°C para eliminar el tejido y obtener el
sobrenadante necesario, que fue vertido en diferentes
tubos de ensayos en cantidades de aproximadamente 2
ml y congelados en un freezer a —20°C.

Determinacién de la actividad enzimatica

Se determiné la actividad enzimatica entre las 24 y 48
horas posteriores a la obtencién del homogeneizado.

La actividad de la ATPasa Na K se realizé por el método
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de Post R. y Sen A. @@ para la determinacién en
placenta humana, basado en la inhibiciéon de la enzima
por la ouabaina. Para ello, fue introducida en tubo de
ensayo, a 37°C y durante 30 minutos, la siguiente
mezcla de incubacion: 0,1 ml de ATP (30 mmoles/l), 0,1
ml de cloruro de potasio (0,5 moles/l), 0,1 ml de cloruro
de sodio (2,5 moles/l), 0,2 ml de agua destilada y 0,1
ml de mezcla constituida por cloruro de magnesio (1,3
mmoles/l), tetra-acetato etilendiamino (1,3 mmoles/l),
imidazol (50 mmoles/l) y glicil glicina (5 moles/l)
afiadiendo al final 1 ml de la enzima diluida uno en diez.

La actividad ATP asa inhibida por la ouabaina se
determin6é en otro tubo que contenia una mezcla de
reaccion similar, pero sin afiadir cloruro de sodio y
cloruro de potasio, sino 0,1 ml de agua destilada y 0,1
ml de ouabaina. Se prepardé otro tubo con el blanco
enzima al que se le afadié 0,5 mis de agua destilada, 1
ml de mezcla constituida por cloruro de magnesio, tetra
-acetato etilendiamino, imidazol y glicil glicina a las
mismas concentraciones mencionadas anteriormente y
1 ml de la enzima disuelta. Posteriormente se frené la
actividad con 2,5 mls de &cido tricloroacético al 10 %
centrifugando por 10 minutos a 3000 RPM. Se tomé 1
ml del sobrenadante y se paso a otro tubo que contenia
2,3 mls de agua, afadiéndosele 0,5 mils de molibdato
de amonio al 2,5 % y 0,2 ml de acido alfa amino naftol
sulfénico al 0,15 %. Se esper6 15 minutos y se ley6 a
660 nan6metros.

El célculo se realiz6 restando a la actividad total, la
actividad ATP asa inhibida por la ouabaina y el fosforo
inorganico fue cuantificado por el método de Fisker
Subbarow @V,

En todas las técnicas detalladas anteriormente se
prepard un blanco agua para corregir las interferencias
secundarias entre reactivos y material a investigar.

Las determinaciones de la actividad de la enzima se
realizaron por duplicado y fueron leidas en un
espectrofotéometro ruso C 0-46 ROMO.

Los datos fueron procesados a través del paquete
estadistico SPSS vy los resultados se muestran en tablas
y graficos.

RESULTADOS

Pudo constatarse el efecto inhibitorio sobre la actividad
de la enzima ATP asa Na K dependiente, expresada en
MU por miligramos de proteina, cuando se puso en
contacto con el fenobarbital a concentraciones de 0,1,
0,15y 0,2 mg/ml (Grupos 1,2,3). (Tabla 1 y Gréafico 1)
La Km en moles/l en la enzima estudiada en ausencia y
presencia del fenobarbital a la concentracion maxima
utilizada (0,2 mg/ml) mostré un incremento que solo fue
significativo en el caso de la ATPasa Na K dependiente.
(Tabla 2 y Gréfico 2)

DISCUSION

La alta sensibilidad de la ATP asa Na K ante el
fenobarbital, queddé evidenciada a través de la
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Tabla 1. Actividad de la ATPasa Na K dependiente en
presencia de fenobarbital a diferentes concentraciones.

N Grupos Actividad dela | Promedio de las Tc Significacidn
enzima (mu/mg | concentraciones
de proteina) | vs actividad nor-
(x tds) mal
(mu/mg de protei-
naj
20 1 0,2t0,11 0,89 44,5 n<0,01
a0 2 144011 03 143 p«0,01
20 3 1,1£0,10 0,55 247 p<0,01
20 4 0,9£0,11 0,77 35 p<0,01
Grupo 10 0 mgfl (harmal)
Grupo 2: 0,1 mg/m
Grupo 3: 0,15 mgiml
Grupo 4: 0,2 mg/ml
g
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GRUPOS

Grupo 1: 0 mg/ml (hormal)
Grupo 2: 0,1 mg/ml

Grupo 3: 0,15 magéml
Grupa 4: 0,2 mg/ml

Gréafico 1. Actividades de la ATPasa NaK dependiente
en presencia de fenobarbital a diferentes concentracio-
nes.

Tabla 2. Determinacion de la Km de la enzima en au-
sencia y presencia de fenobarbital a la mayor concen-
tracion estudiada (0,2 mg/ml).

Enzitna Presencia de fe- N el cv

nobarbital
Na k. Mo 5

Significaciin

87124 B3 pe003
dependente

mmalesd 5 5| A | 905
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Gréafico 2. Efecto del fenobarbital sobre la enzima de-
pendiente. Representacion de Lineweawer Burk.

disminucion de la actividad de la enzima dependiente,
gue con respecto a su actividad normal resulté ser una
alteracion significativa frente a todas la concentraciones
del farmaco. El efecto inhibitorio del fenobarbital
depende de su concentracion, presentdndose una
mayor inhibicion a medida que la dosis se incrementa
con una ecuacion de regresion (y=--3,85x + 1,71 y con
y=--0,99) cuya correlacién es altamente significativa.

La ATP asa Na K dependiente participa en el transporte
de sodio y potasio a través de las membranas, asi como
en el proceso de transporte activo de algunos nutrientes
a través de la placenta ®. Existen evidencias de que en
este 6rgano ocurre un transporte de aminoacidos
mediado por un gradiente electroquimico de sodio. Este
transporte resulta importante para las funciones
metabolicas del trofoblasto y para la rapida satisfaccién
de los requerimientos metabolicos fetales, pues la
mayoria de estos son transferidos a la circulacién fetal;
ademas, la propia placenta utiliza aminoacidos para la
sintesis proteica y para sus requerimientos energéticos.
En estas condiciones se ha visto que el control del PH es
importante para optimizar la actividad enzimatica.

Se ha comprobado la contribucién del gradiente de Na
para suplir las necesidades energéticas del feto y de la
placenta, por la presencia en membranas vesiculares
aisladas de placentas humanas a término, acumulos de
succinato asociados al transporte activo de sodio ©.
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Esto suscita particular interés si tenemos en cuenta que
el succinato constituye un intermediario del ciclo de los
acidos tricarboxilicos, por lo que podemos plantear que
el gradiente de sodio facilita intermediarios metabdlicos
para el consumo del feto y de la placenta.

Entre las funciones de la ATPasa Na K se plantea
ademas ser responsable de la actividad eléctrica
sugiriéndose que otros iones pueden ser transportados
por este mecanismo. Al estudiar el efecto del
fenobarbital vemos que la actividad de la enzima
disminuye, por lo tanto se imposibilitan las funciones de
transportacion de sustancias nutritivas y de iones
durante el curso del embarazo, lo que puede conducir a
la aparicién de trastornos que interfieren en el buen
desarrollo de todos los procesos biologicos que se
desarrollan normalmente en esta etapa.

El efecto de la concentracién de ATP en presencia y
ausencia del fenobarbital, corresponde a una tipica
inhibicion competitiva, la cual aumenta la Km de la
enzima para el ATP en presencia del farmaco de forma
significativa ®. La analogia estructural del ATP con
este farmaco no es totalmente semejante por lo que
sorprende este comportamiento y nos hace pensar que
el fenobarbital es capaz de unirse al centro de la
enzima, probablemente por sus grupos NH, mas que
por su caracter tautomérico; al estar unidos a un grupo
C=0 tienen gran actividad quimica y es posible ademas
su inclusion en dicho grupo ya que el volumen de su
molécula es mucho mas pequefia que el ATP.

El uso de agentes especificos para grupos quimicos en
el centro activo, ha indicado que la histidina y el
carboxilo son esenciales para la actividad catalitica de la
enzima por lo que pudiera existir algin tipo de
interaccion entre los grupos NH del farmaco y el grupo
carboxilo presente en este sitio.

Al realizar la basqueda de bibliografia sobre el tema, no
se encontraron reportes anteriores de estudios
similares, los cuales hubieran sido Utiles para la
comparacion de los resultados encontrados en nuestro
trabajo. No obstante, los resultados de este estudio
permiten afirmar que el fenobarbital produce
disminucion altamente significativa de la actividad ATP
asa Na K dependiente, lo que afecta el transporte activo
de los nutrientes a través de la placenta. Ademas, esta
inhibicién es de tipo competitiva y su mayor o menor
grado dependera de la dosis empleada del farmaco.

Por ello, seria recomendable limitar el uso del
fenobarbital a situaciones criticas solamente, asi como
enfatizar en la divulgacion de los efectos de este
farmaco sobre la enzima por su repercusion en el
metabolismo placentario y fetal.

16



Revista Electrénica de las Ciencias Médicas en Cienfuegos ISSN:1727-897X Medisur 2007; 5(3)

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.
2.

9.

Sadler TW. Embriologia Médica. 8va. Ciudad de La Habana: Editorial de Ciencias Médicas; 2005.

Marin José JG. Bases moleculares de la funcién excretora de tipo hepatobiliar de la placenta [Monografia en
Internet]. Buenos Aires: Sociedad Iberoamericana de Informacién Cientifica (SIIC); 2005 [citado: 3 de mayo de
2007]. Disponible en: http:www.siicsalud.com/dato/dat041/05208009.htm.

. Guyton AC, Hal CJE. Tratado de fisiologia médica. México: McGraw Hill Interamericana; 2001. p. 1138-1140.
. Hanson GR. Drogas sedantes e hipnoéticas. En: Remington. Farmacia. Tomo 3. La habana: Editorial Ciencias

Médicas; 2006. p. 1763-1765.

. Coux G, Trumper L, Elias MM. Modificaciones en espectrina y ATPasa NaK en corteza renal de rata sometida a

isqguemia [Resumen]. Medicina (Buenos Aires) [Seriada en Internet]. 1998 [Citado: 3 de mayo de 2007].
Disponible en http: http://www.medicinabuenosaires.com/revistas/vol58-98/52/cprinion.htm.

. Redondo Minguez J. Caracterizacion de la ATPasa Na-K dependiente en cultivos de celulas musculares lisas,

modulacion endotelial e influencia de la hipertension arterial. [Monografia en Internet]. Madrid: Universidad
Auténoma de Madrid; 1993 [Citado: 5 de enero del 2008 ]. Disponible en: http: www.cibernetia.com/tesis_es/
CIENCIAS MEDICAS/FARMACOLOGIA/16-31k.

. Lehninger A. Principios de Bioquimica. 3ra. ed. Barcelona: Editorial Omega; 2001. p. 67-69, 80, 84.
. Islas L. Liquido pulmonar fetal. Revista Médica del Hospital General de México [Seriada en Internet]. 2006

[Citado: 3 de mayo de 2007]; 69(4): [aprox.: 4 p.]. Disponible en:http:www.scielo.sa.cr/scielo.php?
script=sci_arttext&pid=S1409-41422005000300008&Ing=e&nrm=iso.

Cardella Rosales L. Bioquimica Médica. Tomo I. La Habana: Editorial Ciencias Médicas. 2004. p 285-289.

10.Post RL, Sen AK. Sodium and potassium stimulated ATP ase. Methods in ensymology. Academic Press.

1967;10:762-768.

11.Fisker Subbarow H. Colorimetric determination of phosphones. J. Biol. Chem. 1925;66:375-400.

17



