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RESUMKEN

La expulsidén del calt der las células eucariontes ocurre mediante
dos sistemas principalment;a: un intercambiador Na‘/ca’* de baja
afinidad y una ATPasa especifica de alta afinidad. Esta ATPasa-
(ca2*,Mg2*) fue reportada por primera vez en eritrocitos hace ya mds
de 20 afios.- Ha sido caracterizada por varios laborateries vy
clasificada como una ATPasa tipo P.

La calmodulina cambia la afinidad de la enzima por ca?*, Esta
sensibilidad de la enzima ha permitido su purificacién mediante
columnas de calmodulina=-sepharosa a partir de eritrocitos y otras
membranas plasmAticas., La enzima pura tiene una movilidad relativa
(Mr) de 140,000 XDa, forma intermediarios fosforilados y su actividad
se inhibe con vanadato. La ATPasa pura, puede ser reconstituida en
liposomas operando como un intercambiador CAZ"/H‘* obligado. La ATPasa-
(Caz", ng") de membrana plasmatica presenta una serie de cambios
conformacionales bien definidos durante su ciclo catalitico.

El colesterol es un lipido comin de las membranas eucariontes que,
se ha visto, tiene influencia sobre la actividad de muchas proteinas
cataliticas de la célula y especialmente de proteinas de membrana.

Se ha encontrado gue el colesterol regula la actividad de 1la
ATPasa-(Caz"', ng"'), de tal manera gque al aumentar los niveles de
colesterol en la sarcolema cardiaca, la ATPasa se inhibe; mientras que
al extraer este lipido de las membranas la actividad se estimula.

Con la intencién de tener una mayor comprensién acerca del papel
del ¢olesterol en la actividad de la ATPasa-(CaZt, Mg?") y tratando de
probar la hipétesis de que el colesterol confiere estabilidad térmica

a proteinas membranales, se estudid el efecto del colesterol en la



estabilidad térmica de la ATPasa-(caz+, Hg2+) de sarcolema cardiaco.
ios resultados obtenidos sefialan gue, un aumento en los niveles de
colesterocl en ilas membranas protege a la enzima contra la inactivacion
térmica. Los datos sugieren una correlacidén positiva entre el
contenido de colesterol en las membranas y la estabilidad tdrmica de
esta enzima.

algunos estudios en nuestro laboratorio, con el fin de encontrar
posibles cambios en la estructura de la proteina inducidos por
colesterol, han demostrado que la Kum para ATP no cambia, mientras que
la Vmax disminuye al aumentar el contenido del esterol en las
membranas.

El bhallazge de un factor de naturaleza proteica aparentemenmte
asociado con la actividad enzimitica, constituye un punto novedeso e
importante en el presente trabajo y constituye el punto de partida de

la continuacidn de esta investigacldn,



1. INTRODUCCION

1. Membranas Biolégicas.

Ias funciones gque llevan a cabe las menmbranas blolégicas, son
indispensables para la vida. La membrana plasmatica, confiere la
individualidad celular, distinguiendo a &sta de su medioc ambienta (1)
Las membrana plasmitica es una barrera permeable altamente selectiva;
contiene distintos tipos de proteinas (receptores, canales, bombas,
transductores de energia, enzimas, etc.}) gque llevan a cabo los
procescs de intercambic de materia con el entorno (2).

1as membranas son estructuras laminares tipicamente con un espesor
de 75 A, Cumplen con una gran variedad de funciones:; ern algunos casos
generan sefales quimicas o eléctricas que son indispensables para la
comunicacién: contienen receptores especificos que le indican, por
ejemplo, a la bacteria la direccidén hacia zonas ricas en nutrimentos,
median ia respuesta de células blanco ante horménas, constituyen 1la
estructura celular en la cual se lnicia el proceso de percepcién de la
luz, etc. Estas funclones, asi como <cilentos nds, constituyen parte
del papel que juega la membrana en la flsioclogia celular (3).

los dos procesos més importantes de conversién energética en los
sistemas biolégicos son llevados a cabo por sistemas membranales: En
la membrana interna de la mitocondria se lleva a cabo la sintesls de
ATP, procesc denominado fosforilacién oxidativa. La fotosintesis, en
la cual la luz es transformada a enlaces quimicos energéticos, se
lleva a cabo en las membranas internas de los cloroplastos (3).

Las membranas bioldgicas son tan diversas en funcilén como en

estructura.



Modelo de membrana

El modelo de membrana mis aceptado es el denominado como de mosalco
fluido (2). Este modelo postula que las membranas estdn constituidas
por una bicapa de fosfolipidos en la cual se encuentran embebidos los
otros elementos de la membrana come son proteinas, azvdcares, otros
lipidos, etc. La figqura 1.1 muestra un esquema de la disposicién de

los elementos membranales en el modelo de mosaico f£luido.

Figura 1.1 Modelo de mosaico fluido
de membrana.

Las membranas estan constituidas principalmente por lipidos,
proteinas, carbohidratos y agua, la cual constituye aproximadamente el
20% del peso total.

Los componentes lipidicos de la membrana comparten caracteristicas
comunes; son moléculas anfipaticas, lo que significa gue coexiste una
region hidrofdbica y una regién hidrofilica en la misma molécula. Los
fosfolipidos presentan cadenas de &clidos dgrasos esterificadas a un
grupo glicerol y a un grupo alcohol polar que se denomina cabeza del
fosfolipido. Esta cabeza se orienta en la bicapa hacia el ambiente

acuoso, mientras que las colas hidrofdbicas permanecen en la regidén



interna de la bicapa._En la figura 1.2 se muestran los principales
lipidos que constituyen a las membranas biolégicas (2)
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Las proteinas de membrana se clasifican en dos grandes grupos con
base en los métodos que se requieren para disociarlas de la bicapa. La
primer clase se denomina como proteinas periféricas o extrinsecas, las
cuales, se liberan al sobrenadante cuando las membranas se lavan en
amortiquadores de diferente pH o diferente fuerza iénica. E1 sequndo
grupo de proteinas de membrana se designa como integrales,
estructurales o intrinsecas, las cuales pueden ser aisladas despuds de
destruir la bicapa lipidica (2).

Una caracteristica importante de las membranas es su estado fisico.
Un concepto importante que se ha desarrollado para estudiar a los
sistemas membranales es el de fluidez de membrana. La fluidez es un
término que refleja el grado de viscosidad de la nmembrana. La
viscocidad se determina por la movilidad de los componentes de la

membrana en el plano de la misma. La relacién entre viscosidad y
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fluidez es inversa: a mayor viscosidad, existird menor fluidez y por
lo tanto menor movimiento de los componentes de la membrana (2).

Los lipidos de la membrana son los componentes responsables de la
fluidez. Una caracteristica importante de los fosfolipidos es que es
que puaden existir en la membrana en un estado denominado como liquido
cristalino, con libertad de movimiento en las dos dimensiones de la
bicapa. Los fosfolipidos presentan un cambio de fase, de un arreglo
rigido, mis ordenado y menos fluido conocido como estado gel, a un
estado de 1liquido cristalino. E1 estado gel se presenta a bajas
temperaturas. El cambio en el arreglo se conoce como transicion de
fase y se presenta a una tenmperatura determinada dependiendo de la
naturaleza del fosfolipido, esta temperatura se denomina temperatura
de transicién. La transicién de fase en una membrana es el resultade
de la suma del comportamiento de todos los fosfolipidos que la
componen (2).

El ambjente normal para la mayoria de las proteinas de membrana es
una bicapa 1lipidica, Esta provee el soporte y los requerimientos
estructurales para una interaccién optima entre las proteinas de
membrana y los lipidos que las rodean (4). La composicion de los
anilles lipidicos que rodean a las proteinas, pueden ser distintos de

todos los demds lipidos que conforman la bicapa (5) (Figura 1.3}.

prote Xn{ inteqral

fosfolipidos £osfollpidos
del seno del anillo

Figura 1.3 Modelos que muestran los 1ipidos mula}es. .
de las protelnas integrales.



los 1lipidos de la membrana crean el ambiente apropiado para el
funcionamiento de las proteinas de membrana, Estas proteinas en las
membranas plasmdticas constituyen aproximadamente el 50% de su
composicién. Con respecto a su localizacidén en la bicapa, las
proteinas se clasifican en dos grupos: integrales y periféricas. Las
primeras interactian directamente con las cadenas hidrocarbonadas de
los lipidos. Las proteinas periféricas se asocian a la membrana de una
manera superficial, mediante puentes de hidrégenoc e interacciones
electrostiticas (6).

Las membranas son soluciones ’‘bidimensionales’ de proteinas y
lipidos, De hecho se considera a la bicapa como un solvente para las
proteinas estructurales (3).

En lag membranas la matriz lipidica se encuentra en una condicisén
fluida, en la cual, los 1lipidos estdn arreglados por arriba de su
temperatura de transicién (Tm) y tienen la capacidad de difundir a 1lo
large de la bicapa. Se ha suderide gque las proteinas estructurales
presentan una envoltura de lipidos inméviles que requlan su actividad.
Con base en lo anterior, se puede sefialar que , un complejo lipido-
proteina difunde lateral y continuvamente en la bicapa (7,8). Los
fosfolipidos constituyen una gran barrera al flujo de moléculas
polares (9,10).

Las membranas son asimétricas puesto gue las proteinas integrales
no presentan una rotacién de una cara de la bicapa a la otra.
Constituyen estructuras flujidas, en las cuales, los lipidos y las
proteinas difunden facilmente, excepto cuando las proteinas estan
ancladas a regiones especificas de la membrana, lo anterior pensando

en que las proteinas tienen un anillo lipidico asociade de manera



"constante. Algunas proteinas son tan méviles como los lipidos,

' mientras que otras son virtualmente inméviles. Los constituyentes de
la membrana se relacionan entre si mediante interacciones no-
covalentes cooperativas (3).

Los lipidos son biomoléculas insolubles en agua y solubles en
solventes orgadnicos. Aparte de constituir los elementos estructurales
de la membrana, los lipidos son moléculas "activas'" que pueden
contener o modular tipos especiales de sefales celulares.

Los fosfolipidos derivan del glicerol (fosfoglicéridos) o de la
esfingosina (esfingolipidos). Los fosfoglicédridos estin constituides
por un esqueleto de glicerol, dos cadenas de Acidos grasos (de 14 a 24
dtomos de carbono de largo) y un alcohol fosforilado. En las células
animales, los esfingolipidos tienen moléculas de aziucar asociadas
constituyendo 1los glicolipidos. Los fosfolipidos y glicolipidos se
unen esponténeamente en agua para reducir al maximo el ntmero de
cadenas hidrocarbonadas expuestas al ambiente polar (9,10}). Las
bjcapas lipidicas se autosellan puesto que un espacio en la bicapa es
energéticamente desfavorable.

otro 1lipido importante de las membranas es el colesterol. Esta
molécula se encuentra principalmente en las membranas celulares
externas, mientras que en las internas, practicamente no se presenta.
Es un constituyente principal de la membrana de células eucariontes y
no de los procariontes. La necesidad de O, para la epoxidacidén del
escualeno (intermediario en la biosintesis del colesterocl), suglere
que el colesterol aparece en la tierra cuando la atmésfera se hace
oxidante (11).

Las cadenas de los &cidos grasos de las moléculas fosfolipidicas de



membrana, pueden existir en un estado rigido y ordenado ¢ en un estado
relativamente desordenado o fluido. En el estado rigido, todos 1los
enlaces C-C tienen una conformacién Trans, mientras que en el estado
fluido, algunos presentan un arreglo Cis. La transicién del estado
totalmente Trans al estado parcialmente gauche, ocurre abruptamente
cuando la temperatura se eleva por arriba de la temperatura de
transicién de los lipides (Tm). La Tm depende de la longitud de las
cadenas de los &cidos grasos y de su grado de insaturacién. El estado

rigide se favorece con fosfolipidos saturades (3,9) (Figura 1.4).

Pigura 1.4 Modelo de fosfollpidos saturades
e insaturados. Estado Trang {(a); estado Cis

La fluldez de la membrana se ha considerado como un factor muy
importante y determinante en una gran variedad de procesos
membranales. Muchos organismos modulan la copposicidn fosfolipidica de
sus nmembranas en respuesta a cambios ambientales, con el objeto de
mantener las condicicnes dptimas de fluidez de membrana (12,13). Para
responder a los cambios ambientales, un organismo puede modular la
composlcidén lipidica y aumentar la fluidez de su membrana, reduciendo
el promedio de longitud de las cadenas de los fosfolipidos o también,
aumentando el promedioc de insaturacién de las cadenas. La disminucidn
del c¢ontenido de colesterol en la bicapa, tendria el mismo efecto
(14). En los procariontes, gue carecen de colesterol, la regulacidén de

la fluidez de menbrana se d4 por medio de la variacién en el numero de



dobles enlaces, asi como, de la longitud en la cadena de los Acides
grasos (3).

En los eucariontes, el colesterol es el regulador clave de 1la
fluidez de membrana. La adicién de colesterol a blcapas lipidicas en
estado liquido-eristalino, produce una marcada disminucién en la
fluidez (14).

Esta molécula contiene un nicleo esteroide con un grupo OH en un
extremo y una cadena hidrocarbonada en el otro extermo. El colestercl
se inserta a la membrana con su eje mds largo perpendicular a la
bicapa.

Se ha generado la idea de que el colesterol puede desplazar a los
lipidos que rodean a una proteina de membrana y'asi, modular su
actividad. También se ha propuesto que la actividad de las proteinas

24y, es sensible a 1la

de membrana, tales como la ATPasa-(ca2*, Mg
composicién quimica de los fosfolipidos que las rodean. Esta
sensibilidad es tanto a las cadenas hidrocarbonadas, como a las

cabezas polares de los fosfolipidos (12,13},

1.2 catalizadores Bioldgicos.

las reacciones quimicas se clasifican en dos grupos: exergdnicas
(que liberan energia) y endergénicas (que absorben energia). Una
célula  tiene la caracteristica de poder acoplar los dos tipes de
reacciones para mantener un metabolismo basal . Asi, la vida se puede

resumir en un par de ecuaciones :

A-B-—A + B + energia A G’ es negative (1)
E + F + energia---E~F AG' es positive (2)

La reaccién 1 representa a los procesos catabdlicos mientras que la

10



segunda ecuacién representa a los procesos de sintesis o anabdlicos.
La liberacidn de energia en 1 debe estar acoplada y ser dtil para una

reaccién del tipo 3:

E + Pom=opmem——— ==-—E-F
s \ (3)

A-B A+ B
De esta manera, los procescos metabdlicos en la célula se llevan a
_cabo bajo una economia y un rendimiento tan altos, que constituyen los
sistemas de transformacién mas eficientes conocidos (15).

Los catalizadores mas abundantes de los sistemas bioldgicos son las
enzimas, Estas son ‘las herramientas’ que determinan el comportamiento
de las transformaciones gquimicas. Las enzimas regulan la
transformacién de varias formas de energia. Las caracteristicas nés
sobresalientes de las enzimas son, su capacidad catalitica y su
especificidad. Todas las enzimas son proteinas, pero no todos los
catalizadores bioldgicos son enzimas; se conoce ahora que las
moléculas de ARN también pueden presentar actividad catalitica. Estos
catalizadoras se conocen como ribozimas (16).

Bn esencla, las enzimas catalizan las reacciones establilizando los
estados de transiciodn, los cuales, se consideran como las especles més
energéticas en las reaciones,

Las enzimas aceleran las reacciones por factores de cientos a niles
de veces reduciendo la energia de activacién (Ea) de la reaceldn. la
anhidrasa carbdnica es una de las enzimas mds rdpidas que se conocen;
cada enzima puede hidratar hasta 10% moléculas de CO, por segundo (3).

Las enzimas son altamente especificas, tanto en la reaccién que
catalizan, como en la eleccién de los reactantes o sustratos (17). La

catdlisis de ‘las enzimas puede estar regulada por varios factores,
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entre otros (3,15):

-Interaccién alostérica. Una molécula reguladora se une a la enzima a
un sitio distinto al catalitico.

-Proteinas requladoras, Polipéptidos que se unen a sitios especificos
de la enzima para su activacidén o inhibicidn.

~Modificacién covalente. Consiste en la fosforilacién de un residuo
especifico.

-Activ;cién proteoclitica. Los precursores de enzimas o zimégenos
presentan hidrélisis en enlaces peptidicos especificos, lo que resulta
en una conversién irreversible de una enzima inactiva a una enzima
activa.

Otros factores que determinan la actividad de los catalizadores
bioldégicos son, la temperatura, la fuerza ionica y el pH (15,17).

Las enzimas pueden adquirir conformaciones que son complementarias
a los estados de transicidn de las reacciones que catalizan. En las
reaccicnes bioquimicas, la energia de los reactivos se transforma con
gran eficiencia.

En una enzima el sitio activo presenta residuos que intervienen
directamente en la formacién y ruptura de los enlaces quimicos; estos
residuos se conocen como grupos cataliticos. El sustrato se une a la
enzima por medio de miltiples unlones débiles (puentes de hidrégeno,
interacciones electrostdticas, fuerzas van der Waals e interacciones
hidrofobicas); para interactuar con el sitlo catalitico, debe de tener
una conformacién especial y especifica (3,15).

En la cinética enzimitica, la velocidad de catdlisis es dependiente
de la concentracién de sustrato cuando la concentracién del mismo es

baja; cuande la concentracién del sustrato es alta, la velocidad de la.
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reaccién tiende a ser independiente de dicha concentracidén. En 1913
Michaelis y Menten proponen un modelo que refleja este comportamiento,
el cual se define por la ecuacién 4 (3,15,17).
k1 k3
E + S-mms===E-§ =~==- —E + P (4)
k2
Los parametros cinéticos mads importantes son:
- Constante de Michaelis { Km ). Que refleja la afinidad de la enzima
por el sustrato: es la concentracién de sustrato en la cual, la mitad
de los sitios activos estdn occupados.
- Velocidad Maxima ( Vmax ). Que refleja la velocidad maxima de la
reacclén cuando la enzima esta completamente saturada con el sustrato.
La actividad catalitica de las enzimas puede ser regulada por
inhibidores competitivos (cuando éste compite con el sustrato por el
sitio activo de la enzima y, por lo tanto, cambia la afinidad) e
inhibidores no competitivos (cuando éste no compite por el sitio

activo, pero si cambia la velocidad de la reaccidén).

1.3 La ATPasa—(ca2+,lgz+) de membrana plasmética.

La regulacidén del movimiento de ca?t

a través de la membrana
plasmidtica es de suma importancia para la integridad celular. ILa
importancia de este catién radica fundamentalmente en que un aunmento
de su concentracién interna es la sefial que utilizan las células para
disparar una gran variedad de eventos y procesos intracelulares, los
cuales, culminan en distintas respuestas fisiolégicas, tales como: la
liberacién de neurotransmisores, la modulacién de la respuesta a

estimulos nerviosos, el mantenimiento del potencial y el gradiente

electroquimico en la membrana celular, el control de la contraccidén de
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misculos esqueléticos, la regulacién del ritmo de contraccién cardiaca
Yy la liberacidén de hormonas, entre otras (18).

En las células exitables existen ciertas estructuras de naturaleza
protéica por las cuales el ca®t permea através de la membrana. Estas
proteinas forman canales y bombas cuya actividad es de suma
importancia para la regulacién homeostitica de la concentracidén de
cationes en la célula (18).

La ATPasa-(Ca?*, Mg®*) o ATP fosfohidrolasa transportadora de
calcio (19) o adenosintrifosfatasa transportadora de calcio
dependiente de magnesio, es una enzima que acopla la hidrolisis de ATP

2+ a través de la membrana. Es un polipéptido de

al transporte de Ca
alrededor de 140,000 Kd. Se cree gue las ATPasas de ca?t existen casi
en todas las células eucariontes. Por regla general tienen una
afinidad alta por 2a?* y una velocidad mixima de bombeo baja, al
contrario de lo qgue sucede con el intercambiador Na*/ ca?*, rLa

accesibilidad al sitio activo para ca2t

Y ATP se incrementa por medio
de una transicién conformacional de la molécula inducida por
calmodulina, una proteina gque funciona como un activador enzimatice
plurifuncional (20).

24

La concentracién de Ca en el citosol de células en reposo esta

alrededor de 10™’M mientras que en el exterior, la concentracién de

2+ esta

ca?t es del orden de 103K (18). La entrada o influjo de Ca
favorecido por una diferencia de concentracién cercana a 104 Y un
potencial de membrana negativo en el interior. La ATPasa-(ca®*, Mg?*)
bombea Ca?* en contra de un gradiente y un potencial de membrana
negativo.

La ATPasa-(ca?t, Mg2+) de reticulo sarcoplismico de células
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musculares es uno de los sistemas transportadores de ca?t mas activos.
Esta acopla la hidrdlisis del ATP al transporte de cal* desde el

citoplasma hacia el interior del reticule con una afinidad muy alta.
1.3.1 Revisién Histérica de la ATPasa-(Ca2*, Mg?*).

En 1966, Hans J. Schatzmann, reportd el descubrimiento de la bomba
de Ca2+ de membrana plasmatica (22). En ese tiempo ya se conocia que
la actividad de la bomba de Na® de eritrocitos humancs se inhibia con
una concentracién de Ca?* de 100 uM. La concentracién de Ca2* en el
plasma sanguinec es de 3 % 1073 M. con base en asto, Schatzmann pensd
que "obviamente el sitio sensible a ca2t deberia estar localizado en

'la superficie interna de la membrana y, por lo tanto, la concentracién
intracelular de Ca2* deberia ser considerablemente menor que la
concentracién de Ca?* en el plasma pues, de no ser asi, la bomba de
Nat, X* estaria incapacitadan.

tas células rojas humanas son capaces de mantener una concentracidén
intracelular de ca?t baja con la ayuda de un mecanismo de transporte
activo para este catién. Este sistema obtiene su energia a partir de
la ruptura de la molécula de ATP y opera independientemente del

mecanismo de la bomba de Na‘, K'.

Schatzmann y Vicenzi demostraren
que, cuando es transportado, el calclo activa la hidrélisis de ATP en
la superficle interna de la membrana. Estas dos observaciones
representan el punto de partida del conocimiento que se ha generado
sobre la bomba de Ca’‘ de membrana plasmatica (21).

No fue sino hasta hace poco que se demostrd la existencia de un
transporte activo de ca?t pediado por ATP en la membrana plasmitica de

la mayoria de las células, Al tiempo que Schatzmann descubric la beomba

de Ca?* de membranas de eritrocitos, se propuso gque en las células de
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misculo cardiaco, la energia para transportar el ca?+

se genera a
partir del movimiento de Na® hacia el interior celular, desde una
concentracién muy alta en el exterior, por medio de un sistema de
intercambio Na*/ ca?*. 1a existencia de un sistema para expulsar ca?*
del interior celular en contra de un gradiente electroquimice
utilizando la energia generada por el gradiente de concentracién de
Nat, retardé por anos la postulacién de la existencia de una bomba de

ca?* pediada por ATP (21).

Evidencias experimentales de la existencia de la enzima.

En 1976 J.D. Robinson reporté que en fracciones microsomales de
cerebro de rata se registraba una actividad de ATPasa dependiente de
ca??t Y una acumulacién de ca?* dependiente de ATP. Después de
centrifugar en un gradiente de sacarosa, la actividad de la ATPasa de
ca?* se distribuia junto con la actividad de la ATPasa-(Na®, k) y no
asi con los marcadores nmitocondriales. Después de esto, Robinson
sugiridé que estu ATPasa podia representar un sistema de transporte de
ca?* a través de la membrana plasmidtica neural (21).

En 1978, Cittadini y van Rossum reportaron que la expulsién de ca2t
en células de higado de rata era un proceso de transporte
metabdlicamente dependiente gue ocurria de forma ajena al intercambio
de Na¥ entre el tejido y el medio (21).

Gmaj, Murer y Kine en 1979, utilizando vesiculas de rifdn,
encontraron un transporte de ca2+ dependiente de ATP, con una Km 0.5
uM distinguible de la entrada de ca?* a la mitocondria o al reticulo
endoplasmico (21).

La existencia de un transporte de ca?t dependiente de ATP en

células exitables, fue demostrade en 1980 por Caroni y Carafoli (23)
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trabajando con sarceolema de corazén de perro. Estos autores
encontraron que existia una hidrélisis de ATP y una acunulacién de
ca?t en ausencia de un gradiente de Rat. El ca?' acumulado en las
vesiculas era liberado en presencia de Nat externo, descartando la
posibilidad de que el transporte de ca?* fuese de vesiculas de
reticulo sarcopldsmico dado que, en estas membranas no existe un
necanismo de intercambio Na*/ca2+. Estos autores concluyeron qua el
sarcolema de células cardiacas posee, en conjunto con el
intercambiador Na*/ Ca2+, un sistema de transporte de ca?? dependiente
de ATP (23,24).

En otros trabajos se demostré que vesiculas de membranas obtenidas
a partir de varios vegetales tales como, maiz (Zea mays), avena (Avena
sativa) y mostaza (Sinapsis alba), en presencia de ATP y Mg2t,
acumulaban ca?* en contra de un gradiente de concentracién (21). Esta
serie de trabajos sugiere que la bomba de caz*, considerada durante 12
afiocs como exclusiva de las células rojas humanas, tiene una
distribucién muy amplia y se encuentra en diversos tejidos tales como
el axén gigante de calamar o el sarcolema cardiace de perro.

Las células pueden ser clasificadas en: circulantes, exitables,
tisulares y otras (21). De todos estos tipos celulares se han
realizado preparaciones de membranas las cuales han demostrado tener
en comin ya sea, proteinas de membrana con actividad dependiente de
ca?t sensible a calmodulina y/o antagonistas de calmodulina ¢
proteinas gque presentan intermediarios fosforilados con una Mr de

130,000 a 150,000 Xd en geles SDS-poliacrilamida.
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1.3.2 Proteinas que unen calcio.

2+

Las proteinas que unen Ca muestran un grado muy alto de homologia

estructural sugiriendo que se derivan de un ancestro comin. El sitio

2+

de unidén al ca?* en estas proteinas tiene una afinidad por Ca nuy

alta, ésta del orden de uM cuando més alto. De estas proteinas la mas

2% en 1a

estudiada es la calmodulina, la cual, modula mensajes de Ca
mayoria de las células eucariontes. Otras proteinas gue unen ca?* son
la troponina C y la parvalbimina entre muchas otras.

Existen varias enzimas cuya actividad depende de calt Y
calmodulina. Las principales se enlistan a continuacidn {21):
- Enzimas involucradas en ¢l metabolismo del glicdgeno. Fosforileinasa
de musculo esguelético, glicégenosintetasa, proteinafosfatasas 1,2a,2b
Y 2c.
- Enzimas involucradas en el metabolismo de nucledtidos ciclicos.
Adenilatociclasa, fosfodiesterasa.
- Enzimas gque intervienen en la contraccldn muscular y otros procesos
méviles. Miosinacinasa de —cadena 1ligera, fosfolambamcinasa,
proteinacinasas de musculo esquelético.
- Proteinacinasas de tejido nervioso. Sinapsina I, calcineurina.
- Proteinacinasas de membrana en otros tejidos. Enzimas que fosforilan
proteinas tejido-especificas.
- Otras enzimas. HNADcinasa, fosfolipasa A2 de plaquetas, 15-
hidroxiprostaglandina deshidrogenasa. .

- ATPasas de Ca?* de membrana,
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1.3.3 Propiedades de la ATPasa~(ca2+, Mgz+).

Estabilidad.
La ATPasa-Ca2t pura puede ser mantenida en nitrégeno liquido por
varias semanas sin pérdida de actividad en un medio que contenga

calcio.

Peso Moleculax v Composicidn.

La ATPasa estd constituida por una sola cadena polipeptidica cuya
migracién electroforética o movilidad relativa (Mr) estimada en geles
de poliacrilamida con SDS, es de aproximadamente 140,000 Kd. En la
enzima pura no se han encontrado carbohidratos asoclados (25,26). ILa
enzima contiene fosfato fuertemente pegado en una relacién de 7 mol de
fosfato : mol enzima (26). Gietzen y Kolandt estimaron que 1la
preparacién pura contiene una relacién de 1 mol de calmodulina
disociable por EGTA, por cada 400 mol de ATPasa (21).

La ATPasa—(Caz+, H92+) de eritrocito muestra una fuerte tendencia a
agregarse en forma de dimeros y oligdmeros de mayor orden, los cuales
no se disocian en 7 M de urea o mercaptoetanol (25). La ATPasa es
moderadamente hidrofdbica: una parte significativa de la molécula no
estad embebida en la bicapa 1lipidica, sino gue se expone a las
soluclones acuosas que bafian a la membrana.

Bajo protedlisis controlada con tripsina, se puede obtener un
polipéptido de alrededor de 30,000 Kd sin pérdida ni de actividad
catalitica ni de transporte, pero si de sensibilidad a calmodulina.
El echo que este polipéptido sea accesible al ataque de tripsina
(una enzima muy hidrofilica) hace pensar que pertenece a una regidn de

la molécula de la ATPasa gue es hidrofilica y que esta expuesta al
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nedio que rodea a la membrana (21).

Propiedades Cinéticas,

Las nuestras mds puras de la ATPasa-ca?t de eritrocito presentan
una actividad especifica alrededor de 15-20 umoles Pi/mg prot/min,
aunque otro grupo de investigadores reporta que la actividad es del
50% de lo reportade (21). Considerande que estas muestras son 100%
puras y la enzima activa es monomérica, las maximas actividades
especificas medidas, corresponderian a un valor de recambio de

aproximadamente 50 seg™l.

Otras propiedades caracteristicas de la
ATPasa-ca2* son: su alta afinidad por el sustrato modulada por
calmodulina (la calmodulina llega a estimular hasta en un 50% 1la
actividad enzimatica) (21), el ambiente lipidico y protedlisis
parcial, asi como, la fosforilacién por ATP dependiente de ca®t y la
desfosforilacién dependiente de Mgz*-A’I‘P (26}).

Inmunoreactividad,

La ATPasa pura de reticulo sarcopldsmico de conejo no wmuestra
ninguna similitud inmunolégica con la enzima de células rojas. Esto
constituye una evidencia fuerte apoyando la idea de que las bombas de
ca?? de membrana plasmdtica y de reticulo sarcoplasmico son dos

entidades diferentes (27).

1.3.4 Transporte de Ca2*,
El transporte de caZ%

concentracién de Caz+, sustancias y tratamientos que elevan la tasa

es dependlente de varios factores: la
(velocidad) de transporte y el balance eldctrico durante el
transporte, son considerados entre los mds importantes. A continuacion

se explica de manera breve la importancia de cada uno.
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Dependencia de la concentracién de Saf®.

a,- Activacién por calt, Bajo condiciones experimentales la medicicn
de la salida o eflujo de ¢a®" varia con la concentracién intracelular
de ca?t a 1o largo de una curva de Michaelis con una Km de 3.3uM y una
velocidad maxima de 21mmol/l célulasshora 6 G.035umol Pi/mg prot/min.
b.~ Inhibicidén por ca?t. se ha reportado que a concentraciones de ca?t
mayores para la activacién por ¢a?t se observa una innhibicién por

ca2*. La tasa de transporte de ca®t

con respaecto a la concentracidn
del catidn resulta en una curva bifasica. E1 Ca?’ inhibe el transporte
activo con una afinidad aparente baja (Ki= %aM) a lo largo de una

hipérbola rectangular que tiende a cero (2z1).

Sustancias v tratamientos gue elgvan la tasa de transporte.
Una proteslisis limitada o controlada (28,29), el ambiente lipidice

&cido {30) y la calmodulina ({23}, elevan la afinidad aparente de la
enzima por ca?t Yy la tasa del transporte activo. En células intactas
1a concentracién de ATP es de aproximadamente de 1-1.5pM y 3la
concentracién de qu* es de alrededor de 0.7mM a 0.8mM (21). Estas
concentracicnes estén por arriba de las necesarias para obtener el 50%
de una estimulacién completa.

El balance eléctrice durante sl iransporte de Ca®t,

Una interrogante que surge con respecto al bombeo de Ca2+, es el
saber si este transporte activo estd acoplado con el movimiento de
otros iones. El proceso puede ser de dos tipos: es electrogénico, si
la aTpasa-(ca®t, Mg2*) mueve ca?’ sin compensar estas dos cargas
positivas; es electroneutro si el transporte de ca?t ests acoplado al

novimlento de otras especies idnicas y las dos cargas positivas son
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conpensadas por un fendmeno de cotransporte. En este segundo tipo de
transporte podrian estar implicadas especies tales como el Mg2+,
esencial para la activacidén de la enzima; el Hat o el K*, que
estimulan la actividad de la bomba y el C1™ e H*, que estan siempre
presentes durante el transporte bajo condiciones fisioldégicas (31).

a.=- Trasporte electrogénico. Gimble (32) realizd mediciones
cualitativas del potencial de membrana, encontrando que, durante el

transporte activo de ca?*

en un medio con un anidén no permeable coumo
el glucconato, las vesiculas de membrana de eritrocito desarrollan un
potencial de membrana positivo al interior.

b.- fTransporte electroneutro. Con base en muchas evidencias
experimentales en membranas modelc (33) se ha encontrado que la
relacién molar H+expulsado / ATP hidrolizado es cercana a 2; asumiendo

2+ og transportado por cada molécula de ATP hidrolizada en

que un Ca
liposomas, 2 protones son expulsados cuande entra un ca?t. Niggli (33)
concluyd que el transporte de la homba de ca?* es electroneutro Yy

2+

siendo que la ATPasa-Ca es el Unico constituyente protéico de los

liposomas, la enzima debe comportarse como un intercambiader ca2+/ H*
[} Ca2+/ QH™. Se ha sefialado que la enzima se comporta transportando
ca?* intercambiandolo por H'(34). También se ha sugerido que puede

presentarse un cotransporte Ca2+/x* generado por la enzima (18).
1.3.5 Hidroélisis de ATP.

El sustrato donador de energia para la bomba de ca?* de membrana
plasmdtica es necesario en la cara interna de la bicapa, donde el ATP
es hidrolizado en ADP y Pi. Existe una marcada diferencla entre la
bomba de ca?t de membrana plasmatica y la de reticulo sarcoplasmico.

La primera utiliza especificamente ATP como sustrato, mientras que la
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segunda puede utilizar UTP, CTP, GTP e ITP como sustratos energéticos

durante el transporte de Ca2+(21).

Activacien por ga?*,

Schattzmann y Roelofsen, realizaron experimentos midiendo 1la
actividad de ATPasa con concentraciones de Ca2® dentro de un intervalo
de 10”6 a 10°%M. La curva de actividad de ATPasa-ca?t wvs.

2+

concentracidén de Ca‘” muestra una tasa maxima de hidrolisis de ATP de

0.033 umol Pi/mg prot/min y una Km de 2uM (21).

Inhibicién per ca?t.

scharff encontré que cuando se ensaya la actividad de ATPasa-calt
con concentraciones de Ca?t del orden de mM, se presenta un fendmeno
diferente al anterior. La curva de actividad de ATPasa muestra un
comportamiento bifadsico, se incrementa hasta alcanzar un maximo para

2+ o5 cada

después caer hasta casi cero mientras la concentracidén de Ca
vez mayor (21). Si el ensayo se realiza en presencia de calmodulina,
la forma de la curva persiste pero el maximo se desplaza a
concentraciones menores de ca?*.

Las especies inhibidoras de la actividad de la bomba de ca?* pueden
ser tanto el ca2+, como el complejo Ca-ATP. Ikemoto (35), demostrd la
existencia de tres sitios de unién de Ca2' en la ATPasa de ca’t de
reticulo sarcolplasmico definidos como a, 8 y t. La unidén del ca?* en
el sitio Alfa ejerce un efecto de activacién: si el ca?* se une al
sitio Gamma inhibe a la ATPasa, Existen en la molécula sitios desde

2+ 2+

los cuales el Ca regula la tasa de bombeo de Ca‘".
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1.3.6 Otras propiedades de la hTPasa-(Caz+, Hg2+)‘

Especificidad por el CaZt,

La selectividad de la ATPasa-Ca2' de membrana no es muy alta vya
que otros metales divalentes pueden reemplazar al ca2t en el ciclo de
transporte. El sitio de unidén para el ca?* puede ser ocupado por Hg2+.
Bajo estas condiciones la actividad de la enzima desaparece ya gue no

2+ ag transportado de la misma

acepta Mg2* para el transporte. El Sr
manera que el ca2+(21). El transporte de sy?t se detiene cuando
aumenta la concentracién de ca?* interna indicando que el sr2t pudiera
ser desplazado por el ca?* del sitio que ocupa en la enzima. La
eficacia de los metales divalentes para activar a la ATPasa, depende
del radio idénico de la especie, mds que de la naturaleza del metal
(21).

Efecto del EGTA.

Es posible que el acceso del ca?t

a su sitio de unidén se vea
facilitado cuando forma el complejo Ca-EGTA. Si la tasa de transporte
fuera mis alta que la tasa de acceso del Ca®’ a su sitio de unién,
pareceria que el complejo Ca-EGTA incrementara la afinidad aparente de
la bomba por ca?*. con esta idea, el ca?t se une a la ATPasa con gran
afinidad y el papel de la calmodulina seria facilitar el acceso del
ca?* a su sitio de unién. Los efectos del EGTA y la calmodulina son
diferentes y estan acoplados entre si: el Ca-EGTA aumenta la afinidad
2+, nientras que la calmodulina facilita el acceso

de la enzima por Ca

del catidén a su sitio de unidn en la enzima (21).

Sitjos para ga?t,
Giuseppe Inesi (36), reporta que la catdlisis y el sitio de unidn

para ca?* en 1a enzima de reticulo sarcolpasmico, se lleva a cabo en
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dos dominios diferentes. Dos Ca2t se  unen ‘secuencialmente en -una

molécula de ATPasa.

pH. ,
La tasa de transporte alcanza un mdximo en un pH de 7.5 - 8.0. lLa

entrada de ca?t

mediada por ATP en vesiculas de sarcolema cardiaco es
6ptima a pH de 7.4, y cae en un 80% y 203 a pH de 6.3 y 8.0
respectivamente (21). Se ha reportado que el pH dptimo para la
actividad enzimdtica puede variar dependiendo de la presencia o

ausencia de calmodulina en el medio (21).

Temperatura,

Generalmente cuando se calculan y grafican los ajustes de
Arrhenius, se encuentra que existe un cambio o desviacidén en las
cinéticas de activacidn alrededor de los 20°‘C., Esto, tentativamente,
puede atribuirse a cambios de fase en el arreglo de los lipidos de la

2+ es muy pobre o nulo y

membrana. Arriba de 42°C el transperte de Ca
el acoplamiento con la hidrélisis de ATP dependiente de ca?? se pilerde
(37,38). Bs posible, entonces, registrar actividad hidrolitica de la

enzima, mds no asi el transporte de ca?t,

1.3.7 Acoplamiento entre el transporte de ca2t y la hidrdlisis de ATP.

Antes de gue se dispusiera de preparaciones puras de la bomba de
calcio, Quist y Roufogalis utilizando clorurc de lantano (LaCly)
encontraron que bajo las condiciones en las gue el transporte de ca?t
desaparecia, aun se mantenia el 50% de la actividad de ATPasa en
fantasmas de eritrocitos resellados (21). La conclusion fue que en la

preparacién de eritrocitos utilizada, solo el 50% del total de la
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hidrélisis de ATP observada en un medio de Mg?* y ca?* esta acoplada
al transporte de calcio. los autores concluyeron que 2 calcios son
transportades por cada molécula de ATP hidrolizada. Se acepta

generalmente que en el reticulo sarcopldsmico, el movimiento de calt

b 4
la hidrélisis de ATP estdn estequeometricamente conectadas por una
relacién de 2:1 (21).

La reaccisén del transporte de ca?t acoplado a la hidrélisis de ATP

puede expresarse por medio de la ecuacién 5:

2+

nca?® interno + ATP-====nca externo + ADP + Pi (5)

Esta ecuacién predice que cuando el cambio en la energia de Gibbs

necesario para la expulsién de ‘n’ iones ca?*

es mayor que el mismo
para la hidrélisis de ATP, la reaccidén de transporte se invierte en
el sentido de derecha a izquierda con una sintesis neta de ATP. la

2texterno debe ser alta en relacién a 1la

concentracién de Ca
concentracién de ca?*interno ; aunado a esto, una concentracién de ATP
baja y una concentracién de ADP y Pi alta son necesarias. En

conclusién, la ATPasa-ca2t

puede ser forzada a trabajar en reversa
utilizando la energia derivada de un gradiente de concentracién, para

sintetizar ATP en condiciones experimentales (39).
1.3.8 Los pasos elementales para la hidrdlisis de ATP. .

La hidrélisis de ATP llevada a cabo por la ATPasa-ca?® involucra
una serie de transiciones conformacionales ciclicas, asi como también,
la formacion e hidrdélisis de intermediarios fofsforilados. La
formacidn de una fosfeenzima &dcido-estable como intermediario en la
reaccién de hidroélisis de ATP, ha sido de gran importancia para los

estudios que se han realizado sobre esta enzima. La mayoria de 1la
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informacidn que se tiene de los pasos basicos para la hidrdlisis de
ATP, proviene de ensayos realizados a temperaturas alrededor de 0°C ya
que a estas temperaturas la velocidad del ciclo catalitico de 1a
enzimMa es del orden de segundos (21).

Fosforilacion.

La hidrolisis de 1a molécula de ATP por la ATPasa~(Ca?t, Mg?*)
injeia con la transferencia del fosfato t del ATP formando una
unidn covalente gue da lugar a la formacién de una fosfoenzima y a la
liberacion de ADP al medio., La Km para ATP de la enzima de membrana
ge ha reportado alrededor de 0.2mM (24).

La transferencia del fosfato t del ATP es dependiente de ca®t,

Lo anterior se expresa con la ecuacién 6 :

ca?t

ATP + E-smexan=-Qa~E~P + ADP (&)
Se conoce que la fosforilacién dependiente de Ca®’ tiene lugar en
un polipéptido con una Mr aparente de 140,000, el cual, nRo Se

tosforila en ausencia de cal* {21,24).
a.- Cindtica de la fosforilacidn. La fosforilacidén es el unico paso
del ciclo catalitico que es absolutamente dependiente de ca?t, E1
nivel basal de la fosforilacidn aumenta junto conm la concentracién de
ca2t y de ATP siguiendo una cinética hiperbslica. E1 Mq“ acelera la
formacién de la fosfoenzima (40), En la ATPasa de eritrocito la
fosforilacidn requiere de ATP en el sitio de alta afinidad por el
nuclestide y de ca?t en el sitio de transporte. Es razonable pensar
que el sitio de alta afinidad por ATP es el sitic catalitico de la

enzima.
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b.-r Reversa de la fosforilacién. la fosforilacién puede ser detenida
por 'una dilucidén del ATP con lo cual, el nivel de fosfoenzima
disminuye rdpidamente. Este decremento es acelerado por ADP cuyo
efecto eg tanbién dependiente de ca?t (21). E1 hecho de que el nivel
de fosfoenzima disminuya con la adicidén de ADP sugiere la capacidad
intriseca de la enzima para transferir su fosfato al ADP y asi
regenerar ATP.
©.~ Propiedades quimicas de la fesfoenzima. Las membranas fosforiladas
pueden ser desnaturalizadas y disueltas en soluciones de SDS para ser
sometidas a electroforésis en geles de poliacrilamida. La
radiocactividad, que es incorporada de una manera dependiente de la
concentracidén de Ca2+, aparece en una sola banda de 140,000 Kd. Otros
estudios con la ATPasa pura han demostrado que esta banda corresponde
a la ATPasa misma (21).

La estabilidad de la fosfoenzima es méxima a pH 1 y disminuye
progresivamente mientras el pH aumenta (41); este dato sugiere que la
unién del fosfato a la enzima es por medio de un enlace acil~fosfato,

aungue no se ha realizado la identificacidn quimica.

e sfo [}
La fosfoenzima tiene la posibilidad de donar el fosfato al agua. La

desfosforilacién es por hidrdlisis y sigue la reaccién:

E-P + Hy0.====-E + Pi SR &) B

La desfosforilacidén es catalizada enzimdticamente, La tasa de
hidrélisis no se afecta por ca?t (0-50 uM)}. A concentraciones de ca?t
del orden de mM, se inhibe la desfosforilacidon y 1la actividad de

ATPasa-calt (41). Por si solos, el M92+ y el ATP no tienen ningun
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étecto en la desfosforilacioén, sin embargo, cuando son utilizados
juntos, la hidrélisis de la fosfoenzima aumenta de 5 a 10 veces (21).
a.- la transicién E,P-E,P. Los términos E;P y E,P son utilizados para
denopinar a los dos elementos que definen a la forma de fosfoenzima.
‘La reaccién 6 involucra dos pasos elementales: el primero es una
transicidn conformacional que lleva a la enzima de un estado E;P a un
estado E,P sin alterar su estructura covalente. Este paso es promovido
por ng+ y no requiere de ATP.
Mgz+
E)~P + HyOes====FE, + P (8)

El segundo paso de la reaccidén 6 es la hidrdlisis de 1la
fosfoenzima. Tomando en cuenta gque E,P y no E,P presenta la
hidrdélisis, y que una vez que el ng* ha actuade a nivel de 1la
reaccién 8, se tiene que la tasa de desfosforilacién se incrementa
cuando el ATP se une a E;P en un sitic determinado con una afinidad
considerablemente menor que la del sitio en el cual el ATP promueve la
fosforilacidn:

ATP
Ey=P + HyOs=mm===rE, + Pi (9)

A bajas concentraciones de ATP, su sitio en EZ-P estaria
practicamente vacio; la reaccién 9 se llevaria a cabo muy lentamente y
el ng+ seria ineficaz., Siendo que la de la hidrdlisis del ATP puede
ser completamente explicada en términos de la transferencia de su
grupo fosfato t a la enzima (reaccisén 7), segquida por su transferencia
al agua (reaccién 9), puede considerarse que el ATP en E,P actia como
modificador sin ser hidrolizado (21,41,42).

b.~ La transicién Ej-E;. Aunque la catdlisis de la hidrélisis del ATP
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termina 'kcbnz‘l’a.,rgac&:;;ﬁn é, el ciclo catalitico no se completa sino

hast@a"ﬂqué ll’a“enziﬁ"a de forma E; regresa a la forma de Ej:
Ep-===-E; (10)

Esta reaccidén es la menos conocida de todas las que intervienen en
el ciclo catalitico de la ATPasa-(Ca?’, Mg?*). Muallem y Karlish (43},
réalizaron algunos ensayos de actividad probando el efecto del
fluoreseinisotiocianato (FITC= agente que se une covalentemente a los
sitios para ATP de la enzima). Encontraron gue la enzima existe por lo
menes en dos conformaciones las cuales, son similares o idénticas a
los estados E; y E, gue participan enp la hidrélisis del ATP. Los
analisis cinéticos de la inhibicién por FITC indican que los dos
sitios para ATP ne coexisten en la mnisma mnolécula, sino ¢ue, son
diferentes estados del mismo sitic. La forma E; posee el sitio de alta
afinidad para ATP, wmientras gue el sitio E, posee el sitio de bala
afinidad (42).

Se ha encontrado que aun estando en una forma soluble la ATPasa-
(ca?t, Mg?%) pantiene varios sitios de unién para ca?t y das

afinidades distintas para ATP (44).

1.3.9. Modelos para el transporte de ca?*.

Existen varios modelos para tratar de explicar el funclonamiento de
la ATPasa-(ca2+, Hg2+) {45). Un primer modelo conocido como rotatorio
propone que la ATPasa prasenta una rotacidén durante la reaccidn de

transporte, en la cual, el sitic active de ca?¥

es expuesto de manera
ciclica hacia el lado interno y el externo de la bicapa (45). Sin

embargo, Dutton, et-al, (46), sefalan que, termodindmicamente no es

3o



favorable el hecho de pasar una regidén hidrofilica de una proteina, a
través de la bicapa hidrofdbica. Un segundo modeloc qgue se conoce como
de poro mévil, propene que varias moléculas de ATPasa se unen formando
un pgro para ca?*; el poro se transforma mediante un rearreglo mediade
energéticamente, el cual permite que el ca?*t fluya por su interier
(45). Estos dos modelos anteriores son insuficientes para explicar el
movipiento de ca?t a través de la bicapa. Otro medelo se denomina como
compuerta mévil (45), en este modelo se propone la existencia de un
compartimento y un poro, formados por moléculas de ATPasa (mondémeros u

oligdmeros) (Figura 1.5).

Hodelo de compuerta nbvil
)
1
£~ -El3

Modelo de canal mdvil

di- - e

)
|
i
ver
G ar torp,

Erw+ 2Ce

Figura 1.5 Modelos moleculares para
el transporte activo de calcio.

El compartimento esta protegido por compuertas mdéviles que
restringen el intercambio catiénico con el exterior. El poro, gque
presenta un didmetro constante, permite el paso de ca?* nidratado y no
asi del ng"'. pDos moles de Ca?t se unen a un mol de ATPasa ¥ se
traslocan a la superficie interna del compartimento por un movimiento

rotatorio de la compuerta inducido por la formacidén de EyP. Este
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modelo asume gue el intercambic catidnico entre el interior y'e;‘
exterior es 1limitado., Otro meodelo es5 el de canal noévil para‘ el
transporte active de Ca2*., En este casa se supone, ne solo que'ei
compartimento se abre, sino que el c¢anal por s5i solo cambia de

conformacién y se expande permitiendo el paso del ca?® (45).

1.3.10 E1 Magnesioc y otras especies idnicas gque regulan la actividad

de la enzima.

Baanesig.

Como en otras ATPasas, la ATPasa~(Ca?*, Mg?') requiere de Mg®* para
tener una actividad optima. El magnesioc no puede mimetizar el efecto
del calcio sobre la enzima, asi como, tampoco es transportado durante
la actividad de la bomba. Para la ATPasa-(Ca?*, Mg?%) de membrana de
eritrocito se ha reportado una Xnm de HgZ+ de 0.08mM y una Ki de ng+
de 10mM (21).

El control del Mg2+ sobre la actividad de la bomba de ca?t puede
ser a partir de tres formas: mediante la formacidén del complejo Mg-
ATP, mediante la unién directa del ng+ a un sitio de la enzima o por

una combinacién de ambos procesos (21).

Calmedulina.
En 1972 se demostrd la existencia de una proteina soluble, en el
cltoplasma de células rojas, que activa a la ATPasa-Ca?t, Hasta 1977

la calmodulina era conocida como “activader de tosfodiesterasas". En
1978, se purificd al activador y se realizaron comparaclones fisicas,
quimicas y bioldgicas de esta proteina con la calmodulina de otras
fuentes para establecer definitivamente la identidad del activador de

Bond y Clough con la calmodulina (21).
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Existen evidencias de que 1a calmodulina tienme una interaccidn

directa con la ATPasa-CaZ*

. El complejo Ca-calmodulina presenta una Mr
de 168,000. La unidn de la calmodulina es absoclutamente dependiente de
Caz*; sole el complejo Ca-calmedulina presenta la conformacién
adecuada para interactuar con la enzima (21}. No solo la integridad

funclional y estructural de la ATPasa-Ca2t

, sino tamhién su interaccién
con la calmodulina es dependiente del ambiente lipidico. La
calmoédulina activa a la bomba de ca?* de membrana plasmatica
interactuando con un dominio proéximo al extremc carboxi~terminal (47).
Bste dominio que contiene aproximadamente 30 aminocdcidos ha sido
identificado y secuenciado (47}. El1 dominio de unidén a la calmodulina
muestra una homologia a los mismos en otras proteinas que también
interactdan con calmodulina (48,4%). Se ha demostrado gue la

calmodulina no medifica la Km para ATP (50).

Inhibidores.

No se conoce ningdn inhibidor selectivo y especifico de la ATPasa-
(Caz*, Mg2*t) de membrana plasmatica, come los glicédsidos cardiaces en
el caso de la ATPasa-{Na*/ K}, Un inhibidor especifice seria de gran
utilidad para distinguir la actividad de la bomba de ca2?* de membrana
plasmidtica, de otras actividades enzimiticas dependientes de ca?t,

Algqunos lones inorgdnicos como el lantano, el vanadato y el rojo de
rutenio ejercen afectos inhibitorics sobre la actividad de la enzima.
Estas especies actuan sobre la enzima en diferentes estados del cicle

catalitico (21).
1.3.11 Genética molecular de la ATPasa~{caZ*, Mg?%).

Mediante la utilizaeion de técnicas de biologia molecular ha sido
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posible obtener y conocer la sequencia de los genes que codjifican para
la ATPasa-(Ca?¥, Mg?*) (51,52). El andlisis de la secuencia de
aminoicidos de la ATPasa-(ca2+, Hg2+) de reticulo sarcolplasmico
permite proponer un modelo de enzima, en el cual, tres dominios
citoplasmicos forman una estructura principal. Estos son un dominio
formado por 7 laminas B y dos dominios a-B. Uno de ostos dominios pega
ATP y el otro se fosforila con el ATP unide al otro segmento. La
transducecidn energética se inicia en estos dominios (53).
El segmento transmembranal ests constituido por 10 a-hélices

Cinco de éstas, las amino terminales, se extienden hacia el lado

2+ sSe encuentra en una

citoplasmico. Se propone que el sitio para Ca
regidén de a;hélice. Se sugiere también que la energia que se genera
en la estructura principal, se utiliza para rotar los distintos
segmentos y asi, acarrear el ca?* unido hacia el interior de 1la
estructura. La rotacién puede resultar en el depdsito del calcio en un
sitio luminal o cercanc al lado opuesto de donde se unié. La energia
tanblén puede ser utilizada para realinear sectores transmembranales y
crear canales. También puede ser utilizada para posicionar cargas a lo
largo del canal, que faciliten el paso del caZ* (53).

Estudios de secuenciacién han mostrado que la ATPasa-(caZ+, Mgz*)
de reticulo sarcopldsmico estd constituida por 1001 residuos. El
residuo Asp 351 se fosforila cuando el intermediario es formado
(estudios realizados en células humanas). El segmento formado por el
intervale de residuos del 316-759 presenta un caracter polar muy
fuerte y se presenta por afuera de la regidén transmembranal hacia el
citoplasma. Se ha encontrado 1la formacién de 10 hélices
transmembranales (36) gque presentan un arreglo similar a cinco

horquillas, las cuales dejan a los extremos amino y carboxilo del lado
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citoplasmico. Aparte del dominio citoplasmico y de las 10 hélices,
existen otros segmentos de conexidn localizados del lado citoplasmico:
el segmento N~terminal constituido por los segmentos 1-57, el segumento
108-360, dos segmentos pequenos constituidos por los residues 810-830
Yy 917-928 respectivamente y el segmento 987~1001 ¢ue constituye el
extremo C-terminal que incluye el dominio de unidén a la calmodulina.
¢inco segmentos cortes constituyen la conexidén entre las cinco

horquillas transmembranales (36) (FPigura 1.6).
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quuri l.é' Topologia de la ATPasa de zalcic de mezbrana.

En los dominios transmembranales se presenta el sitio de unidn a
ca?*, seis residuos en este dominic modulan la activacién del sitio
catalitico por ca?' permitiendo la utilizacion del ATP. El ca?® unido
es desplazado cuando se presenta la fosforilacion del sitio catalitica
{54,55).

Se ha encontrado que la ATPasa-(Caz+, ng+) de membrana plasmitica
egté constituida por 1220 residuos, esto la coloca como la ATPasa tipo
P mds grande descrita (56). El residuo Asp 475 es el que se fosforila.
El ATP se une al residuo Lys 601. La catalisis y la unidn de ca?t se
ilevan a cabo en dominios separados. Cerca del extremo C-terminal se

une la calmodulina en una regidén constituida por los residuos 1100~

1127 que estd delimitada por dos regiones ricas en aminoacidos
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Figura 1.6 Topologia de la ATPasa de calcio de membrana.



cargados negativamente. De las regiones que delimitan el segmento de
unién a la calmodulina (57}, la regién constituida por los residuos
1079-1094 se demonina como A Yy se postula como la regidn de unidén al
ca?*. ra regién que delimita al sitio de unidn a la calmodulina por el
otro lado se denomina como B y esta formada por los residuos 1153-1170
(56).

El sitio de fosforilacidn y la hélice transmembranal #4 estan muy

2+

conservadas no sole en las ATPasas de Ca sino también en las ATPasas

Nats k*: H'/ X* y en la H'-ATPasa (36,58,59).
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1.4 El colesterol. Propledades y efectos.

1.4.1 Generalidades.

El colesterol es un lipido esencial para las células de 1los
maniferos. Las lineas celulares que no son capaces de sintetizar
colestercl producen otros esteroles u otros equivalentes
estructurales, los cuales, aparentemente, juegan papeles similares.
Por ejemplo, en las plantas no se ha encontrado colestercl, sin
embargo, se presentan otros estercles tales como el estigmasterol o el
sitoesterol. Tetrahymena gp. no sintetiza colesterol, en cambio
sintetiza tetrahymenol: este compuesto no es estrictamente un esterol,
pero funciona de una manera similar (60).

Se ha demostrado que el colesterol produce en las membranas tanto
un efecto condensante por arriba de la temperatura de transicién de
los lipidos y un efecto licuificante por abajo de dichas temperaturas
de transicidn (60).

Las células de mamiferos requieren del colesterol para el
funcionamiento apropiado de las membranas celulares. Asi mismo, casi
todos los organismos eucariontes requieren de colesterol o un esterol
similar para la viabilidad celular. El colesterc)l también es un

precursor de los acidos biliares y hormonas esteroides (61).

1.4.2 Presencia en la célula.

La molécula de colesterol se encuentra en la célula tanto como
colestercl libre, como esterificade a cadenas largas de acidos grasos
Y grupos sulfato. Las proporciones del colestercl esterificado en 1la
célula, varian desde 1% hasta el B85%, dependiento del tipo celular
especifico. De manera general la concentracién de colesteril-ésteres

es mayor en el suero Yy en aquellos tejidos que tienen un papel

37



importante en la sintesis y metabolismo de colesterol (higado,
intestino, ovario, etc.). También Se conoce gue se pueden acumular
cantidades importantes de ésteres de colesterol en algunos tejides,
debido a alteraciones en el metabolismo de lipidos, tales come la
arteriocesclerosis (61).

La sintesis de ésteres de colesterol en el reticulo endoplasmico,
con el subsecuente transporte e hidrdlisis del ester puede ser
importante en el movimiento de esteroles a través de las pozas
intracelulares.

La esterificacién del colesterol se lleva a cabo en los diferentes
tejidos de mamiferos por medio de una enzima conocida como ACAT {(Acil-
CoA : colesterol aciltransferasa). La esterificacion de esteroles
dependiente de Acil~CoA, se ha descrito en peces, insectos y
microorganismos (61). Los iunicos organismos eucariontes que al parecer
no utilizan a la Acil=CoA como donador de acidos grasos, son las
plantas, que per su parte, utilizan acilgliceroles (61).

Recientemente, varios trabajos han demostrado gque la ACAT, se
localiza principalmente en el reticulo endoplasmicoe rugoso (RER)
(62,63). El reticulo endopldsmico liso (REL) presenta un nivel mayor
de colesterol que el RER. Estos datos sugieren que la ACAT puede tener
un papel importante en la biogénesis del RER e indirecto en 1la
sintesis de proteinas, mantenien&o el contenido de colesterol 1iibre,
en el RER, a niveles bajos.

La ACAT pertenece a un grupo de enzimas de membrana, las cuales,
tienen por lo menos un sustrato gue es insoluble en agua. El
colesterol se sintetiza tanto en el REL como en el RER. E1l RER tiene

un contenido menor de colesterol como ester, lo que puede ser
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nacesario para mantener funcionando al RER::ié,acumulacién de
colesterol en ciertas regicnes de la membrana, puedé resultar en' la
formacidn del REL (62). o

L? estructura del colesterol y el sistema de numeracién de ia:

cadena puede verse a continuacién (Figura 1.7).

Fjgurs 1.7 Sistesa de gumerscifén y
estructura de esteroles.

1.4.3 Modulacién de la fluidez de la nembrana por colesterol.

Ia fluldez de la membrana juega un papel nuy importante en la
regulacidn de muchas funciones de 1la bicapa incluyendo, tante la
actividad enzimitica y el transporte micro y macromelecular, asi como,
la expresidén de componentes celulares de superficie (14). La
posibilidad de que la fluidez de membrana afecte la actividad
enzimdtica es una idea que se maneja en los estudios de fisiologia de
membranas. Existen algunos resultades gue sugleren que la actividad de
la ACAT, por ejemplo, esti sujeta a modulacidén viscotrépica.

Sin duda, la modulacién viscotroépica de la actividad enzimitica por
colesterol serd tan especifica, como lo son las enzimas misnmas.
Daepetto (64), reporta una estimulacién por colesterel en el
>intercamhiador Na*/ca2+ en vesiculas de sarcolema cardiaco de bovino y
en proteoliposomas. Yeagle (65} reporta un efecto inhibitorio del

colesterol sobre la actividad de la ATPasa-(Na*, k*). ortega y Mas-
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Oliva (66,67) reportan la inhibicién de la actividad enzimidtica de la
ATPasa-Ca?’ de sarcolema cardiaco. El colesterol no tiene ningtn

efecto sobre la ATPasa-Ca2t aislada de reticulo sarcopldsmico (67).
.

1.4.4 Distribucidn del colesterol en la membrana,

La distribucién transmembranal de 1los lipidos de membrana
plasmatica en células eucariontes y procariontes es heterogénea, La
mayorfa de los fosfolipidos muestran una distribucién asimétrica en la
membrana plasmatica (68,69) (Figura 1.8). A su vez, se conoce muy
poco acerca del origen y requlacién de la distribucién transmembranal

del colestercl en las membranas de superficie celular.

.| proetinas
colesterol

fosfollpidos

Figura 1.8 Arreglo y disposicién
de los lipfdos en el plano de la
mezbrana.

La existencia de una distribucién asimétrica de colesterol en la
membrana plasmatica de células rojas y mielina, fué observada por
primera vez por Caspar y Fisher (70). Varios métedos se han utilizado
para demostrar cual de las dos monocapas gue constituyen a la membrana
es la enriquecida con colesterol. Los métodos utilizados mas
frecuentemente incluyen, resonancia de la rotacién del electrdn (ESR),
espectroscopia de fluorescencia utilizando sondas moleculares y
mediante reacciones enzimaticas utilizando la enzima colesterol

oxidasa (70).
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La molécula de colesterol, por si misma, no tiene propiedades
intrinsecas que pernitan la determinacién de sus caracteristicas
estdticas o din&micas en la membrana. Algunos métodos estaticos para
medir la distribucién transmembranal del colesterel incluyen, 1la
microscopia electrénica y la difraccidn de rayos X. La determinacién
de la tasa de migracidén transmembranal del colesterol tantoe para
membranas modelo, como para membranas bloldgicas, muestra datos que
difieren de segundos hasta semanas. La migracién transmembranal de
colesterol parece estar involucrada, por una parte, con el mecanismo
de empobrecimiento de las membranas de este esterol y por otra, con el
intercambio espontaneo entre membranas. Asi, la existencia de
mecanismos facilitadores que pudieran potenciar el movimiento de
colesterol en la membrana, podria resultar en el incremento de la tasa
de migracidn del colesterol. Santiago y Mas~0liva (71), reportan 1la
existencia de una proteina facilitadora del recambioc de colestercl en
membranas plasmaticas denominada CHTP (cholesterol transfer protein).
las propledades clinéticas y estructurales de esta novedosa molécula

actualmente son motivo de estudio.

Membranas modelo.

Se han realizado experimentos con peguefias vesiculas monocapa (S5UV
por sus siglas en inglés). Se ha encontrado que cuando la relacidn
molar colesterol/fosfolipideo en las SUV es menor a 0.45, dos terceras
partes del esterol se localizan preferencialmente en la monocapa
externa. Cuando la relacidn colesterol/fosfolipido es mayor a 0.45, el
colesterol se localiza preferencialmente en la monocapa interna (70).

La distribucidén del colesterol puede ser el resultado de la

interaccién de un nimero definido de variables. En primer término, el
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equilibrio de 1la distribucidn transmembranal del colesterol en
membranas modelo es dependiente de la relacidn molar
colesterol/fosfolipido. En sequnde lugar, un factor que parece ser
determinante es el empaquetado de los lipidos en la membrana. También
la estructura de fase de los fosfolipidos { gel o liquide cristalino),
puede ejercer un efecto considerable. Si los lipidos en la' monocapa
interna y externa difieren en fluidez o fase, entonces, se puede
generar una distribucién asimétrica del colesterol (70).

A partir de estudios con espectroscopia de resonancia, se ha
concluido que el colesterol afecta el orden de movimiento con un
efecto pequefio en las propiedades méviles del centro de la bicapa. El
colesterol también aumenta el grosor de la bicapa de menbranas
constituidas por fosfolipidos con cadenas hidrocarbonadas de hasta 16
dtomos de largo. Por ultimo, la interaccldn especifica del colesterol
con los fosfolipidos de membrana que estadn asimétricamente

distribuidos, resulta en un reparto similar del colesterol (70).

Membranas bioldaicas.

Se conoce muy poce acerca de la distribucidn del colesterol en las
membranas plasmaticas. La distribucién transmembranal del colesterocl
en la mayoria de las membranas de superficie y células rojas es wmas
rica en la monccapa interna de la bicapa (70).

La distribucién del colesterol puede tener implicaciones biolégicas
inportantes: Las membranas virales adquieren =zonas al azar de la
membrana plasmatica de las células hospederas (7C). La manipulacién
del contenido de colestercl de las envolturas lipidicas, como la del
virus de la inmuncdeficiencia humana (VIH) (72) y el virus de 1la

estomatitis vesicular (73), alteran de una forma drastica la
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infectividad de estos retrovirus., Esta observacidn ‘puede ser
importante para el problema del SIDA causado por el VIﬁ, uno de los
virus envueltos, cuya composicién lipidica ya ha sido descrita (72).

1.4.5 contyol de la fluidez de la membrana por la distribucién de la

molécula de colesterol,

El colesterol aumenta la rigidéz de los lipidos en fase fluida,
Schroeder (70), ha reportade datos de fluidez lipidieca en membranas
con zonas enriquecidas con colesterol y zonas que carecen del esterol.
Técnicas como la de tiempo de relajacién rotacional de estersles
fluorescentes, indican que las regiones con poco colesterol son mds
desordenadas (mds fluidas), wmientras que se presenta un arreglo mas
ordenado en las zonas con niveles de colestersl mayor. Ensayos de
smpobrecimiento de colesterol .disminuyen su concentracidén en la
monocapa externa; el enriquacimiento de colesterol incrementa la
accesibilidad de la colesterol~oxidasa a la monocapa externa. Asi, el
enriquecimiento de colesterol, resulta en una disminucién de 1la
fluidez de la monocapa lipidica externa (70}.

El efecto del colesterol sobre la bicapa, se refleja en que reduce
la flexibilidad conformacicnal de 1las cadenas hidrocarbonadas que
entran en contacto con este lipido. Existe un pardmetro gue permite
conccer el grado de libertad de movimiento gue presenta un segmento
particular de una cadena hidrocarbonada, este parametro se designa
como S. La Iincorporacién de colesterol en una nembrana induce un
incremento en el pardmetro 5 ¢ una disminucién en 1a libertad de

wovimiento de las cadenas (74).
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1.4.6 Regulacidén de las funciones de la membrana por colesterol.

La posicién del colesterol en la membrana tiene implicaciones sobre
el grosor de la membrana. El grupo hidroxilo de la molécula de
colesterol se encuentra localizado en una posicicen tal, que coincide
con la interfase del agua, asi como también, con los grupos ester de
los &cidos grasos. La bicapa lipidica se hace mds delgada mientras el
contenido de colesterol disminuye y la temperatura y la hidratacieén
aumentan. El efecto de la temperatura y la hidratacién es mucho menor
cuando las membranas contienen alto colestercl (70).

El papel del colesterol en la membrana parece ser no solamente el
de mantener una ’‘condicién fluida intermedia’, sino también el de
ayudar a determinar y estabilizar el grosor de la membrana. La
necesidad de mantener un clerto grosor de la membrana es importante al
pensar en gue las proteinas estructurales tienen una forma
determinada, as{ como, una funcidén dependiente de la geometria
estructural que guardan en los espaclios transmembranales. El
colesterol puede ser considerado como un ‘amortiguador’ del grosor de
la membrana. Las alteraciones en la distribucidén transmembranal y/o
lateral del colesterol en dominios especificos de la membrana pueden
entonces modificar la funcién de las proteinas contenidas en éstas

{(70).

otras funciones del g¢olesterol.
El colesterol expuesto en la monocapa externa puede funcionar como
un receptor para antibiéticos, saponinas y otras moléculas (69).

Numerosos estudios, sefialan gue el colesterol estd involucrado en el
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control de mecanismos de regulacién de“la,acéividgﬂ?ﬁg,éﬁiiﬁ;s
biosintéticas incluyendo la acilacién proteicé f' la';brodﬁcéién‘ de
4cldos grasos insaturados. Aparentemente, el célesﬁgroi,;nllg.mémbééﬁa
plaspdtica modula la capacidad de fertllizdcisn dé las ‘células
espermdticas. El enriquecimiento de colesterol, estimula la agregacidn

de plaguetas (69).
1.4.7 El papel del colesterol en las funciones celulares.

Varios estudios han demostrado gue la célula requiere de una
cantidad determinada de estaroles para su crecimiento, diferenciacidn,
sintesis de DNA y sintesis de fosfolipidos. En las células de
mamiferos el colesterol se requiere para la blosintesis de
fosfolipldos, sintesis da ADN y ARN y consecuentemente, en la sinteis
de proteinas (74).

La molécula de colesterol estad constituida por un sistema de
anillos gue resulta en una estructura lipidica relativamente rigida y
plana conformacionalmente limitada. Esto distingue al colesterol de
los otros 1lipidos de membrana, los cuales, presentan cadenas
hidrocarbonadas con una cierta flexibilidad conformacional. El
colesterol estA restringido en su libertad conformacional debido al
sistema anular ciclopentanoperhidrofenantreno que lo componhe.

Generalmente las enzimas de membrana son inactivas o presentan muy
poca actividad cuando la bicapa esta en un estado cristalino (gel). La
célula tiene un método efectivo para evitar el estado gel: esto se
logra con la inclusién de adcldos grasos insaturados en los lipidos de
membrana. Pequefios incrementos en el grosor de la membrana, debido a
la inclusién de colesterol, pueden tener un efecto sobre la actividad

de las enzimas estructurales (74).
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1.4.8 Modulacién del funcionamiento de  proteinas de membrana por

colesterol.

Las proteinas de membrana presentan en su estructura regiones tante
hidrofébicas como hidrofilicas. Los cambios en el espesor de la
nembrana, © sea, en el espesor de la porcidn hidrofdbica de 1la
membrana, pueden de alguna manera, alterar la relacidén de la regidn
hidrofébica de la proteina con la misma de la membrana, modificando
asi su funcidn. La estructura nativa de la proteina podria ser
modificada para compensar los cambios en el grosor de la membrana.

Los efectos del colesterol sobre las enzimas de membrana son
estudiados, generalmente, alterando el contenido de colesterol en la
membrana, seguido désto de la medicion de la actividad de la enzima en
tuncién de la cantidad de ceolesterol. La modulacidn del contenido de
colestezrol en la membrana puede ser de dos formas: una es, incubando
las membranas con vesiculas fosfolipidicas. i las vesiculas presentan
una relacidén molar colesterol / fosfolipido (c/f) en exceso con
respecto a las membranas en cuestidn, entonces, existird un f£ilujo neteo
de colesterol hacia las membranas desde las vesiculas. §i la relacién
¢/f en las vesiculas es mener, entonces, €l fluic de colesterol serd
contrario al anterior, resultando en un decremento © extraccidn del
estercl en las membranas.

Otra forma de modular el contenido de colesterol celular es

inhiblendo la blosintesis de colesterol (74).

variocs estudios han sugerido que en algunos cases la interaccién
del c¢eolesterol con las proteinas es directa. Se pilensa que en la

proteina existe alguna regién especifica para la unién del colestarol.
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Estos estudios de interaccidén lipido proteina, actualmente, llaman la
atencicén de numerosos grupos de investigacién. en los gue se trabaja
con el objetive de conocer el papel de los lipides en el metabolismo
celular.

El proceso de contraccidn-relajacién en el musculo es regulado a
través de cambios en la concentracién de calcio dentro de la fibra
muscular al inicio de una contraccidén nuscular, el potencial de accidn
generado en la unidn neuromuscular se propaga de la sarcolema a las
fibras musculares, a través de los tubulos transversos, que son
invaginaciones de la sarcolema. Por un mecanismo aun desconocido, 1la
despolarizacién de la membrana de los tubulos transversos dispara la
liberacidn de ca?® del reticulo sarcoplasmico a los miofilamentos. Las

2+

corrientes de Cca sensibles a voltaje y a la liberacién de calcio de

las cisternas terminales del reticulo sarcoplasmico provocan un
2+ 2+

incremento en las concentraciones intracelulares de Ca El Ca

liberado difunde, se une a la troponina € y la contraccidén muscular se

2% ge remuave del

lleva a cabo. El misculo se relaja cuando el Ca
espacio de los miofilamentos al lumen del reticulo sarcoplidsmice, por
accion de una ATPasa-(ca2+, qu*) y al espacio extracelular por medio
de una ATPasa-(caZ*, Mg2*) y un intercambiador Na‘t/ ca?* localizades

en la membrana plasmatica.

Con el fin de establecer los objetivos del presente trabajo, varias
consideraciones previas fueron realjzadas:

El andlisis térmico ha sido aplicade exitosamente al estudio de
muchos materiales y macromoléculas. la aproxima¢idn general es
monitorear transiciones en funcidon de la temperatura. El andlisis

térmico permite obtener informacién de la presencia de dominios, 1la
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fuerza o energia de interaccién de estos dominies, y los efectos de la
unién de ligandos o sustratos en la estabilidad de los dominios.

Bajo ciertas condiciocnes la sensibilidad celular al calor es
nodulada por la compoesicidn lipidica de las membranas. En los ultimeos
afios se le ha dado mucho interés a la posibilidad de que el colesterol
puede iInfluir en la sensibilidad térmica de varias lineas celulares.
Algunas lineas celulares con mayor contenido de colesterol en sus
merbranas son mas resistentes a la hipertermia (66}.

El &anédlisis fino de un proceso de termeestabilidad en 1la
interaccion 1lipido/proteina regquiere de la visualizacidén previa del
fendmeno cono tal a un nivel nds general, El objetivo central de este
trabajo se refiere a la modulacién enzimatica de 1la ATPasa-(ca2+,
qu+) de membrana plasmdtica y su posible estabilidad térmica a

temperaturas elevadas conferida por la molécula de colesterol.
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2. OBJETIVOS

Con base en muchos trabajos gue se han realizado estudiando el
cont;ol de algunos sistemas de regulacién homeostitica celular, a
partir de interacciones lipido-proteina, el presente trabajo se enfocd
en abordar el estudio del efecto de la molécula de colesterol sobre la
actividad hidrolitica de la ATPasa-(Ca?¥, Mg?%) de membrana

plasmdtica, para lo cual se plantearon los siguientes objetivos:

2.1 Ensayar actividad de ATPasa-{Ca®', Mg2%) en una nueva preparacién

microsomal {sarcolema cardiaco de res).

2.2 Establecer 1a caracterizacién parcial de la ATPasa—(Ca2+, Mq2+)
de microsomas de sarcolerma cardiaco de res, con base en su actividad
catalitica ante diferentes sustratos.

2.1,1 Determinar los pardmetros cinéticos Km y Vmax en cindticas
dependientes de cat, Mg?t y arp,

2.3 Establecer las condiciones adecuadas para modular el contenido de
colesterocl de las vesiculas microsomales.

2.3.1 Enriquecimiento de colesterol.

2.3.2 Empobrecimiento de colesterol.

2.4 Ensayar la actividad de ATPasa-~(Ca?*, mMg?') en membranas con
diferente contenido de colesterol.
2.4.1 paterminar el efecte que ejerce el colestercl sobre la
actividad hidrolitica de la enzima.

2.4.2 Determinar el efecto del colesterel sobre 1la ATPasa-(ca2+,
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'ng+) en membranas con diferente contenide de colesterol
Yy a/diferentes temperaturas.

2.4.3 Establecer las energias de activacidén en las £fases de
activacidén e inactivacién de la enzima en los sistemas
con alto y bajo contenido de colesterol.

2.4.4 Conocer la respuesta enzimitica a lo largo del tiempo y a
diferentes temperaturas en sistemas con alto y bajo
contenido de colesterol.

2.5 Proponer una explicacioén al efecto del colesterol sobre la

actividad hidrolitica de la ATPasa-(Ca2+, ng+).
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3. -MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencién y conservacién de fracciones microsomales de

sarcolema cardiaco de res (membranas).

La preparacién de 1a fraccidn microsomal de sarcolema cardiaco fué
originalmente reportada por van Alstyne y cols. {75) Yy modificada en
nuestro laboratorio (76). La preparacidn consta de un método de
homogenizacién del tejido cardiace de res y la subsecuente separacioén
de los componhentes subcelulares mediante técnicas de centrifugacién

diferencial.
3.1.1 Procedimientoe de ajislamiento,

En su totalidad el procedimiento se realiza a 4°'C.
-Homogenizar el tejido en licuadora con 2 volumenes (p/v) de
amortiguador A (NaHCO, 1cmM, Azida de Na 0.5 =M, pH 7.0) durante 2
minutos. Repetir una vez.
-Homogenizar en Politron con 5 volumenes (p/v) de amortiguador A
durante 5 segundos. Repetir 5 veces.
=-Homogenizar en licuadora durante 2 minutos. Repetir una vez.
~-Filtrar con gasa triple.
-Centrifugar el filtrado a 8,700 g durante 30 minutos.
=Separar el sobrenadante (1).
=-Resuspender la pastilla en 5-6 volumenes (p/v) de amortiguador A.
-Homogenizar 1la pastilla en licuadora durante 1 minuto. Repetir una
vez.
-Centrifugar el homcgenado a 8,700 g durante 20 minutos.

=-Separar el sobrenadante (2). Mezclar los sobrenadantes (1) y (2).
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-Centrifugar la mezcla a 22,000 g durante 60 minutos.

~Resuspender la pastilla en 5-6 volumenes de amortiguador B (Acido.
malico 20 mM, KCl 0.6 M, pH 6.8

-Homogenizar la pastilla con homogenizador de vastago.

-Centrifugar a 33,000 g durante 60 minutos.

-Resuspender la pastilla en 5-6 volumenes (p/v) de amortigquader c
(HEPES 10 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4).

-Homogenizar con homogenizador de vastago.

-Agitar con agitador magnético durante 10 minutos.

-Centrifugar a 50,000 g durante 30 minutes.

-Resuspender la pastilla en 1-2 volumenes (p/v) de amortiguador D
(Tris/malate 0.5 mM, MgCl, 1 M, CaCl, 50 mM, DTT 100 mM, pH 7.4)

-La fraccién microsomal se separa en alicuotas y se conserva a -70°C.

Un esquema general de la preparacion se ilustra en la figura 3.1

A esta temperatura las membranas se conservan estables. Pueden ser
utilizadas inclusive hasta por tres meses después de su preparacidn
sin observar cambios considerables en la actividad de la ATPasa-(caz+

Mg2*).

3.1.2 Amortiguadores utilizados en el procedimiento de aislamiento de

la fraccién microsomal.

Amortigquador A: NaHCO, 10mM, Azida de Na 0.SmM, pH 7.0

Amortiguador B: Acido malico 20mM, XCl 0.6M, pH 6.8

Amortiguador C: HEPES 10mM, EDTA 2mM, pH 7.4

Amortiguador D: Tris/Malato 0.5mM, MgCl, 1M, CaCl, 50mM, DTT l00mM,
pH 7.4
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3.2 Ccuantificacidn de proteinas.

La cuantificacién de la concentracién de proteina en las nmuestras
fue realizada siguiendo el método descrito por Lowry (77). Se midieé la
densidad optica (absorbancia) a 660nm comparandc las muestras con los
puntos de una curva patrdn de albumina sérica bovina. Para obtener la
concentracién de proteinas se hizo un ajuste de regresién lineal por
el método de minimos cuadrados. La concentracién de proteinas se

reportd como ug proteina/ ul soluciédn.
3.3 Modulacisn del contenido de colesterol en lipoproteinas.

Para modular el nivel de colesterol en las membranas Yy medir la
actividad enzimatica a diferentes concentraciones de colesterol, fue
necesaric epmplear un sistema de lipoproteinas. Este método, repcrtado
por Shinitzky (78) y modificado en el laboratorio, permite enrigquecer
© en su caso, extraer colesterol de las membranas, utilizando
lipoproteinas de plasma sanguineo humano enriquecidas con colestercl

o con fosfolipidos respectivamente.

3.3.1 Obtencidén de plasma sanguineo.

Se vierten 20ml de sangre humana recién extraida en un tubo
heparinizado, se mezcla lentamente por inversién del tubo de ensaye y
se deja reposar durante 5 minutos. A continuacién se centrifuga la
muestra en una centrifuga clinica a 2000rpm durante 15 minutos y a una
temperatura de 25°C. El plasma recuperado en el sobrenadante se incuba
durante 40 minutos a S56°C y una vez inactivado, se centrifuga
nuevamente a 2000 rpm durante 20 minutos a 25°'C. Se recupera el

sobrenadante y se diluye al 10% en un amortiguador de Na,HPO,/NaH,PO,
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55mM pH 7.1 .

3.3.2 Enriquecimiento de plasma sanguineo (lipoproteinas)' cbn
colesterol (lpp-col).

sé disuelven 10-15mg de colesterol (Sigma)} en 1ml de dimetil
sulféxido (DMSO) caliente (80°C). Mientras est& caliente y agitando de
manera continua y rdpida, la solucién se diluye en el plasma 1:100
v/v. Para eliminar los agregados de colesterol, la mezcla
Plasma/colesterol se centrifuga a 7800 g durante 15 minutos a 4°C. La

pastilla se descarta y el sobrenadante se conserva a -70°C.

3.3.3 Enriquecimiento de plasma sanguinec (lipoproteinas) con
fosfolipidos {1lpp-pl).

Se disuelven 20-30mg de fosfatidilcolina en iml de DHMSO caliente
{80°C), De la misma manera que para el enriquecimiento con colesterol,
se diluye esta solucién en el plasma, se reparte en alicuctas y se

conserva a -70°C.
3.4 Modulacién del contenido de colesterol en las membranas.

3.4.1 Enriquecimiento de membranas con colesterol.

Las membranas fueron incubadas en plasma tratado con colesterocl.
Después de ensayar a diferentes tiempos y temperaturas, la
incorporacidén de colesterol a las membranas fue mis efectiva cuando se
realizé una incubacidén a 37°C durante 2-3 Hrs. Las membranas
utilizadas para la incorporacién de colesterol fueron previamente
lavadas: diluidas 1:10 en amortiguador D (utilizado en la obtencidn de
membranas), centrifugadas 30 minutos a 50,000 g y resuspendidas en el
volumen original. Después de la incorporacién de colesterol las

membranas fueron lavadas de la wmisma manera para asi eliminar el
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colesterol 1libre. A excepcidén de 1la incubacidn, el resto dei
procedimiento se realizé .a 4°'C. Por ultimo se realizd la determinacidén
del colesterol incorporado a las membranas. Durante el primer lavade
de los microsomas, se encontré en el sobrenadante una serie de
moléculas aparentemente de tipo proteico gque, al parecer estan
asocladas a la ATPasa-(Ca2+, ng"’). Dichos elementos constituyen un
hallazgo interesante del presente trabajo por lo gue mas adelante se
mostraran experimentos preliminares que sugieren la relacién de estos
elementos con la actividad hidrelitica de la ATPasa-(Cal?, Mgz")' de

membrana plasmatica.

3.4.2 Extraccién de colesterol de las menmbranas.

La segunda condicién utilizada para ensayar 1la actividad
enzimatica de la bomba de calcio, fue la de registrar la hidrélisis de
ATP por la enzima en microsomas con un contenido bajo de colesterocl.
Estos microsomas fueron incubados con lipoproteinas enriquecidas con
fosfolipidos (lpp-pl), & una temperatura de 37°C durante 5 hrs. Al
término de 1a incubacién, 1los microsomas fueron lavades en
amortiguador D, centrifugados a 50,000 g/ 30minutos y resuspendidos
en e}l volumen original. A excepcidén del 1la incubacién, el resto del
procedimiento se realizd a 4°C.

De manera paralela, se encontré que un simple lavado de las
membranas, previo a este tratamiento, también resultaba en una
disminucién en el contenido de colesterol de las mismas, por lo que se
optd por este sistema para el empobrecimiento de coles.terol de las

vesiculas.
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3.5 Microscopia electrénica.

Se realizaron estudios de microscopia electrénica para conocer el
estado fisico de las vesiculas a lo largo del tiempo de incubacién. Lo
anterior, bajo la observacién de gue la incubacién durante varias
horas a 37°C, tendria efectos scbre la forma, el sellado, el tamario,
etc, de las vesiculas. Las micrografias fueron realizadas en la Unidad

de Microscopia Electrénica del IFC, UNAM.

3.6 Cuantificacién de la actividad hidrolitica“de’la

ATPasa-(Ca?¥, Mg”%).

La actividad hidrolitica de 1la ATPasa-(ca2+, Mg2+), se midié
mediante la deteccién del Pi liberado al medic como producto de la
hidrélisis de la molécula de ATP. El método utilizado en el presente
trabajo fue el reportado por Fiske y Subbarow (modificado en nuestro
laborartorioc) (79). La liberacion de Pi en los puntos experimentales
se compardé contra una curva patrén de NaH,Po, y 1la absorbancia se
nididé a 660nm. Se calculd la actividad especifica de la enzima (A.E.)
con la ayuda de una regresién lineal de los datos por el método de
minimos cuadradoes. lLa A.E. se expresdé como, nmol Pi/ mg prot/ min.

Los reactivos de Fiske se utilizaron frios asi como también se
procuré que las muestras se mantuvieran en una gradilla sobre hiele,
con el fin de normalizar el desarrollo del color en todos los tubos
durante los 14 minutos de la reaccidn.

Cada punto experimental contd con uno control o testigo; la
absorbancia de éstos ultimos fue restada a los valeores de los puntos

experimentales a manera de eliminar el error por la hidrélisis
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espontidnea del ATP.
Todas las mediciones espectrofotométricas se hicieron con celdas de

poliestireno con un paso de luz de lcm.
3.7 cuantificacién de colesterol.

Fue necesario conocer la concentracién de colesterol, tanto en las
membranas ‘nativas’/(sin tratamiento), como en las vesiculas que fueron
enriquecidas con colesterol, asi como en las vesiculas donde el
colesterol fue extraido. La medicién del contenido de colesterol se
‘1llevé a cabo por medio de un método fotocolorimétrico que utiliza el
sistema de colesterol oxidasa (80). Este sistema estd constituido por
tres enzimas acopladas: colesterol esterasa, colestercl oxidasa vy
peroxidasa, La reaccién global, se describe a continuacidn:

colesterolesterasa
Esteres de colesterol + H,0 Colesterel + RCOOH

colesteroloxidasa 4
Colesterol + Qp ———==-s-o-o----- — A "-colestenona + Hy04

peroxidasa
2H,0, + 4-aminofenazona + fenol --------- — 4-(p-benzoquinona-
monoimino) -fenazona + 4 H,0

El tiempo de la reaccién es de 12 minutos utilizando una
temperatura de 37°'C. La lectura en el espectrofotdémetro se realiza a
500nm.

Previo a la prueba de determinacion de colesterol, todas las
nmuestras fueron incubadas a 37'C durante 30 minutos con Tritén X-100
{(2%) en una relacidén de 2:1 v/v (membranas : detergente) para

favorecer la interaccién de los reactives con el colesterol de las

membranas. El volumen final para la prueba es de 1iml.

58



3.8 Ensayo de actividad de ATPasa-(ca?®, Mg?")

Los ensayos de actividad enzimatica tienen la finalidad de dar a
conacer el comportamiento activo de una enzima bajo determinadas
condiciones especificas: concentracién de sustrato, tiempos de
reaccidn, temperaturas de incubacidn, presencia de inhibidores y

estinuladores, etc.
3.8.1 Mezclas de reaccidn (MR) para la ATPasa-(Ca2+, ng+).
=MR 1: Tris/Malato 50mM pH 7.4 , MgCl, 0.5mM, CaCl, 100uN (total),

ATP variable desde 0.1mM hasta 20m¥. Volumen final 1ml.

-MR 2: Tris/HMalato S0mM pH 7.4, Cac12 0.5oM (total), EGTA 100uM, ATP
3mM, MgCl, varlable desde 0 hasta 30mMY Volumen final 1ml.

-MR 3: Tris/Malato 50mM pH 7.4 , MgCl, 4mM (total), EGTA 100uM, ATP
3mM, CaCl, variable desde 0 hasta 40mM. Voltmen final 1ml.

=MR 4: Tris/Malato SOmM pH 7.4, EGTA 100uM, ATP 3mM, CaClz variable
desde 0 hasta 40mM. Volumen final 1ml.

-MR 5: Tris/Malato 50mM pH 7.4, MgCl, 4nmM, Caclz 10uM total, 1uM
libre, EGTA 100uM, ATP 2mM. Volunmen tinni 1ml.

3.8.2 Incubacién.

cinéticas Varjadas. ATP. Mad* y ca?*,
Se realizaron curvas de actividad para ATP, ng+, ca?t, y Ca
2+

2¥ gin

Mge¥, utilizando las mezclas de reaccidn 1,2,3 y 4 respectivamente. Se
realizaron con un tiempo de incubacién de 10 minutos y a una

temperatura constante de 37°C.

¢cinética a diferentes temperaturas.

Se ensayé la actividad de la enzima de 0 a 60°C empleando la MR 5,

con tiempos de incubacidn de 10 minutos por determinacién.
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cinética a gdiferentes tepmperaturas en membganas gon diferente
contenido de colesterol.

Se ensayé la actividad hidrolitica de la ATPasa~(ca?®, Mg2?*), en
cinéticas dependientes de temperatura. Se utilizaron nembranas con
diferentes niveles de colestercl. Las muestras se incubaron durante 10

minutos a cada una de las temperaturas, en la mezcla MR 5.

cinétjca de actividad dependiente del tiempo.

Se estudié el efecto del tiempo en la reaccidn enzimatica a
diferentes temperaturas utilizando la mezcla de reaccién No.5.

Los ensayos anteriores fueron realizados a un volumen final de
200ul. Con 150ul de mezcla de reaccidn y una concentracién uniforme de
50ug de proteina de membrana. En todos los ensayos biolégicos de
actividad enzimadtica, las reaccidnes se detuvieron mediante la adicidn
de 100ul de acide triclorocacético (ATC) al 30% . Después de parar la
reaccidn, los tubos de ensayo se centrifugan durante 12 minutos a
3,500 rpm en una centrifuga clinica. Del scbrenadante se recuperan
200ul gue son utilizados para la cuantificacidén fotocolorimétrica del

Pi liberado en la reaccidn.

Como se sehald anteriormente en la seccidén 4.- { Enriquecimiento de
colestrol), las membranas fueron lavadas antes de su incubacidén con
lpp-col. El sobrenadante de varios lavados se concentrd
aproximadamente 20 veces en una cénara Amicén., Se determiné la
concentracidén de proteinas de este concentrade con el método de Lowry
y se realizaron ensayos de actividad de la ATPasa—(CaZ+, Mgz"') en
microsomas natives y microsomas lavados previo a la reaccidn. Ambas

muestras fueron incubadas con la mezcla de reaccidn § 5 wutilizando
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cantidades diferentes de proteina de concentrado (0,5,10 y 15 ug).
Ceomo unica variacién a) protocolo ya establecido, se utilizaron 100ug
de proteina de membrana por punte. La reaccidén enzimatica tuve una
duracién de 10 minutos a 37°'C. La determinacidn del pPi liberado se
realizé por el método ya sefialade anteriormente. Una vez mas, todos
los puntos experimentales contaron con su punto control de referencia

para contrarrestar el error experimental.
3.8.3 Andlisis electroforético.

Por otra parte, se realizaron también geles de poliacrilamida al
7.5% siguiendo el método de Laemnli (81} y tefildos con azul de
Coomasie y tincién de plata. Los carriles se ocuparon con marcas de
peso molecular (carriles 1 y 2J, membranas nativas, membranas lavadas
(pastilla de lavado), concentrado de sobrenadantes de 30 nminutos de
lavado y por ultime concentrado de sobranadantes de 60 minutos de

lavado respectivamente.
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4, RESULTADOS Y DISCUSTION
4.1 Cinética Enzimética.

Como punto de partida para conocer el efecto del colestercl sobre
la actividad hidrolitica de la ATPasa-(Ca’t, Mg?¥), fue necesario
establecer ciertas condiciones de reaccién gue permitieran obtener
mejor actividad enzimatica. Estas condiciones se establecieron
mediante diferentes cinéticas dependientes de sustrato.

Las constantes de Michaelis (Km) y las velccidades méaximas (Vmax)
fueron calculadas Qe forma manual apartir de los datos cbtenidos
experimentalmente y comparadas con las obtenidas de utilizar un
paquete de programas ad hoc para pediciones de cinética enzimatica
(Enzfitter) (82). Los valores gue aqui se muestran son los obtenidos
directamente del programa de computadora por considerarseles de mnéas

precisidn.

4.1.1 Ensayo de la actividad hidrolitica en ausencia de Mg2+ Y

diferentes concentraciones de ca.

Los experimentos en presencia de Ca?* y en ausencia de Mg2¥
(Figura 4.1) muestran una cinética michaeliana tipica. A

2% se presenta una actividad de

concentraclones mayores de 2.5 mM de Ca
saturacién, seguida de una ligera etapa de inhibicién. A partir de la
transformacién Lineweaver-Burk (15) (figura 4.2) se obtiene una Vmax
de 1.81 x 102 nmoles Pi/mg prot/min y una Km para ca?* ae
aproximadamente 300uM, con un indice de correlacién de 0.98. En'la”
figura 4.1 también se muestran las concentraciones del ca2* libre, del

ATP libre y del complejo Ca-ATP , cuya importancia se senala mas

adelante.
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Figura 4.1 Actividad hidrolftica de la ATPasa-(ca2*t,
Mg *) en ausencia de Mg * y dependiente de la
concentracién de Ca en el medio. La reaccldn se
realiza a 37°'C/10 min, con ATP 3 mM, EGTA 100 uM y
tris/malato 50 mM, pH 7.4. Curva promedio de una serie
de 8 experimentos. La actividad hidrolitica se mantiene
en su etapa inicial lineal_hasta los_15 min de reaccidn.
cinética dependiente de ca®*{e ): ca?’ libre (0): ATP
libre (& ): Ca-ATP (Aa).
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Figura 4.2 Detemina%:;én dezia Kma, ¥  Vmax
para la ATPasa-(Ca“", Mg<™"). ?a) Ajuste
cinetico Enzfitter. {b) Transformacion
Lineweaver-Burk. La constante de afinidad para
calcio es de 300 uM y la Vmax de 181 nmoles
Pi/mgsmin.
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4.1.2 Ensayo de la actividad hidrolitica en presencia de4 Ca b4

diferentes concentracicnes de Mg2*,

La segunda cinética que se ensayé fue 1la actividad hidrolitica con
base en diferentes concentraciones de Hg2+ y a concentraciones
constantes de ¢a2'. En esta serie de experimentos (Figura 4.3) se
puede observar una actividad por ng+ mds alta gque la
correspondiente para €a?*, con una saturacidn de la actividad en
concentraciones del orden de micromolar de Hg2+. Caoncentraciones de
ng+ mayores a 4mM resultan en una inhibicién parcial de la actividad
enzindtica., La Vmax de la reaccidn es de 333.9 nmoles de Pi/ng
prot/min y la Km para Mg?' es de 17.65 uM, La gr&fica doble reciproca
tiene un indice de correlacién de 0.97 (Figura 4.4). También en la
figura 4.3 se sefiala la concentracién libre tante de ca®t Yy ATP como
la del complejo Ca-ATP. Estos ultimos datos se consideran para

su discusidén mis adelante en el texto.

4.1.3 Ensayo de la actividad hidrolitica en presencia de Hg2+ y

diferentes concentraciones de ca?¥,

Cuando se ensayd la actividad con concentraciones variables de ca?*

libre a una concentracién fija de Mg?*

(amM), la cinética resultante
mostrd una forma peculiar (Figura 4.5). La forma de la curva sugiere
una cindtica de inactivacién mas que una cinética de activacién.
A concentraciones de ca?* en el orden de uM la hidrélisis de
ATP es practicamente la misma, mientras que a concentraciones mayores

se presenta una inhibicién por el sustrato, mayor inclusive gque en las

cinéticas anteriores.
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Figyra 4.3 Actividad hidrolitica de 1la ATPaga-(Caz*,
Hg<™) N

dependiente de la concentracidén de Mg en el
nmedio. La reaccign se realiza a 37°C/10 min en un medio
que contiene ca’* 5 mM, Mg-ATP 3 mM, EGTA 100uM y
tris/malato 50 mM, pH 7.4 Curva promedioc de una serie
de 8 experimentos. Los ensayos de velocidad inicial
nuestran una velocidad de hidrélisis 1ineal haita los
20 _min de reaccién. Cinética dependiente de Mg<‘(e };
ca’” libre (0); ATP libre {A); Ca-ATP {a).
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Figqura 4.4 Deteminagién de 1la Ko, Y Vmax
para la ATPasa-{Ca®?, Mg?%). (a] Ajuste
cinético Enzfitter. (b} Transformacién
Lineweaver-Burk. la constante de afinidad
para magnesio es de 17.65 uM y la Vmax es de
333.9 nmoles Pi/mg/min.
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Figura 4.5 Actividad hidrolftica de la ATPasa-(ca?t,
Mg *) dependiente de la concentracién de calcio en el
pedio. La reacclidn se realiza a 37°'C/10 min en un medio
que contiene Mg-ATP 3mM, chlz 4 mM (total), EGTA 100
uM y tris/malato 50 mM, pH 7.4 . Curva promedioc en u
serie de 8 experimentos. Cinética dependiente de Ca

(@): Ca-ATP (0).

£8

2%



Como se observa en la grdfica, cuando-adn no se ha ajladido ca2t a1

sistema, la enzima presenta una velocidad de hidrélisis cercana a 350
nmoles Pi/mg prot/min. Si se anade una concentracidén de calt de
aproximadamente 1.1 uM (libre), la activacién por el catién es muy
pequefia comparada con la misma que se obtieme en la curva de ca2t en
ausencia de HqZ*. Dado lo anterior no fue posible obtener las
constantes cinéticas para este experimento, aunque como se observa en
la grafica la maxima velocidad de la reaccidn corresponde a 400 nmoles
Pi/mg prot/min.

2+

De los experimentos anteriores en los que la adicidén del ca no

modifica o estimula la actividad basal de la ATPasa-(Caz+, ng+), se
puede sugerir la existencia de una ATPasa-Hg2+ ne estimulada por ca?t,

Del andlisis de esta serie de experimentos se observan datos
importantes. En la actividad hidrolitica ensayada en presencia de

C62+

sa observa una Kmg, = 200 uM en comparacién a lo reportado en la
literatura (21). La veldcidad madxima de hidrélisis de 181 nmoles Pi/mg
prot/min representa aproximadamente el 51% de la velocidad que se ha

2%+ la cual es de

reportado para la enzima en presencia de Mgz+ Yy Ca
aproximadamente de 300~400 nmoles de Pi/mg prot/min. Por otra parte,
en presencia de concentraciones micromolares de Mg?*, se observa una
clara activacién gque llega a ser maxima en presencia de 500~700 uM de
2+

Mg La velocidad de catdlisis en este punto corresponde a 320 nmoles

Pi/mg/min, lo que concuerda con las velocidades reportadas (21).
cuando el experimento se realiza a diferentes concentraciones de ca?*
y una cantidad fija saturante de qu+ (4mM), la cinética que se
obtiene es de jnactivacién. De esta curva se puede interpretar que al

ensayar la actividad a esta concentracion de Mq2+ (4mM) , la activacion
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de la enzima es maxima y el ca?* tiene un efecto minimo en la

activacidn. Esta curva puede sugerir que con la adicidén de ca?*

se
forman complejos Ca~ATP que no se hidrolizan tan facilmente en
comparacién a los complejos Mg-ATP.

Como se observa en la figura 4.4 a una concentracidén de Mg“’
aproximada de 4mM la actividad que se registra es de 350 nmoles
Pi/mg/min. En la figura 4.5 el punto que no tiene ca?t (ng+=4mM)

2+ a1 sistema

presenta un actividad similar y el hecho de agregar Ca
resulta en una estimulacidén de alrededor del 12.5% de la actividad
raxima.

En la figura 4.1 Be cobserva la actividad hidrolitica de la ATPasa-
(caz"', Mg“), la cual utiliza a} complejo Ca-ATP como sustrato. La

adieién progresiva de ca?t

resulta en una formacidn gradual del
complejo Ca-ATP que 1la enzima utiliza durante todo el ensayo
realizado; la disponibilidad de ATP libre es cero. Se puede observar

también que a medida que el calt

se afade, la concentracién libre del
catién también aumenta. Se ha reportade que concentraciones de ca?t
libre mayores de 100 uM, tienen un efecto inhibitoric sobre la
actividad de la ATPasa-(Ca?t, Mg?¥) al igual que el complejo Ca-ATP
(21). La acumulacién creciente de ca?t libre en este ensayo, pudiera
ser la causa de la ligera caida de la actividad enzimatica a

concentraciones de Ca?*

mayores a 10 nM.

En la figura 4.3, que representa la hidrdlisis de ATP cuando se
ensayé la actividad enzimitica con ca?t ¥ en funcidén del Hg2+ afiadido,
se observa una disminucién progresiva en la acumulacién del complejo
Ca-ATP. A medida que se anade Mgz"’ la concentracién de ca?* libre

aumenta progresivamente. En la figura 4.3 se obtlene que la

disminucién en la concentracién del complejo Ca-ATP tiene una forma
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similar a la curva que muestra la hidrdlisis de ATP, sin embargo, la
velocidad enzimdtica en esta cinética es de casi el doble con respecto
a la cinética en ausencia de ng+ {figura 4.1). Debke recordarse que la
concentracién del complejo Mg-ATP se mantiene constante en este
ensayo,

Los datos anteriores sugieren que la enzima utiliza como sustrato
tanto al complejo Ca-ATP como al Mg-ATP, sin embarge la afinidad por
el segundo es mayor. También se puede ver que la actividad hidrolitica
es dependiente de la concentracidén de ca?t 1libre. Independientemente
de cual sustrato sea utilizado por la enzima, la presencia de ca?t
libre es indispensable.

La tercer cingtica muestra la hidrélisis de ATP en presencia de

2+ 2+ afadido al medio de reaccidn. En este

2+

Mg y en funecién del Ca

ensayo la enzima no responde al Ca comoc era de esperarse, esto se
interpreté como una cinética Qe saturacidén en la cual la enzima es
sensible al cat libre, como ya se ha seitalado, mds no asi al complejo
Ca=-ATP. A tal concentracidn (4 mM) de Mg2+ anadido, la enzima solo
responde al complejo Mg-ATP como sustrato. Algqunos grupos (61} han
considerado esto de manera especial para proponer la existencia de una
ATPasa-Mg?* que trabaja de manera independiente a la ATPasa-(CaZ’,
Mg2+)

Al parecer la enzima puede presentar dos dominios diferentes, uno

2+ y otro para Mg2* los cuales presentan afinidad distinta.

para Ca
Esta idea resulta dificil de explicar en términos de funcionalidad
enzimatica, sin embargo, recientemente ha surgido una nueva idea para
explicar este fendmene. Se propone la existencia de una ATPasa de Mq2+

cuya funcién no se ha especificado aun, pero gue se activa de forma
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similar a la ATPasa de calcio dependiente de magnesio. La bomba de
ca?t se encarga de la regulacién del movimiento de ca?* a través de la
bicapa, pero al parecer su actividad puede ser enmascarada por la
actividad de la ATPasa-Mg. La existencia de una enzima con afinidad
alta por qu"' y que impida ver la actividad de la A’I‘Pasa-Caz"', provoca
que sea muy dificlil el tratar de separar la actividad de ambas ATPasas
por lo gue se ha convenido temporalmente hablar de la actividad de la
ATPasa-(Ca2+/Hg2+) ¥ no solo de una ATPasa~ca® dependiente de ng".
Cabe recordar que la preparacién microsomal con la gue se ha estade
trabajando es una preparacién nueva y la caracterizacién de la enzima
" en ésta no se ha reportade adn. En términos generales se necesita un

analisis cinético mads profundo para caracterizar a esta preparacién.

4.1.4 Ensayo de la actividad hidrolitica en presencia de Ca2+, qu"' ¥y

diferentes concentraciones de ATP.

Dentro.de las e¢inétlcas preeliminares también se realizaron
experimentos a diferentes concentraciones de ATP (Figura 4.6). La
activacién por el nucleédtido se presenta progresiva y gradualmente
hasta alcanzar una concentracién de 4mM (total). Por arriba de esta
concentracién la actividad hidrolitica presenta una disminucidén de
actividad hasta alcanzar un valor de 100 nmoles Pi/mg/min con 20mM de
ATP.

La transformacién de Lineweaver-Burk (Figura 4.7), muestra una
constante de afinidad para ATP de 448 uM dato que concuerda con lo
reportado en la literatura para esta enzima. La velocidad maxima de la
reaccién, estimada con el paguete Enzfitter alcanza valores de 358

nmoles Pi/mg prot/min.
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Figyra 4.6 Actividad hidrolitica de la ATPasa-(ca?t,
Mg<Y) a diferentes concentracicnes de ATP. Reaccién
llevada a cabo a 37'C por 10 min. El medio de reaccién
contiene tris/malato 50 mM pH 7.4, MgCl, 0.5 mM y cacl,
100 uM (total). Curva promedio de una serie de cinco
experimentos.
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4.2 Modulacién del contenido de colesterol en les

sistepas membranales.

Como se detalld en la seccién de materiales y métodos, se
utilizaron dos sistemas para la meodulacion del contenido de colesterol
en las membranas. En la figura 4.8 se presenta una comparacién de los
niveles de colesterol en los diferentes ‘tipos’ de membranas
utilizadas.

Las membranas nativas (control) presentan una concentracién basal
de colesterol de aproximadamente 12-13 ug colesterol/mg proteina de
membrana. A partir de este tipo de membranas se realizé el
procedimiento de enriquecimiento de colesterocl, © bien, para el
empobrecimiento de colesterol. El primero se realizd mediante
incubacidén con plasma enriguecido con colesterol (lp-ceol} vy el
segundo mediante un lavado (centrifugacién 30 min a 55,000 g en
amortiguador D}.

En las membranas lavadas se observé una disminucidn en el contenido
de colesterol. la concentracién del lipide en estas membranas fue de
9.0 ug colesterol/mg proteina de membrana.

Las membranas nativas incubadas con plasma enriguecide con
colesterol mostraron un incremento en la concentracidn de colesterol
alcanzando valores de hasta 21 ug colesterol/mg proteina de membrana.
Este tipo de membranas no fue utilizade en los enzayos bilolégicos de

actividad enzimatica.
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Pigura 4.8 Resultado de la incorporacién de colesterol
a las membranas. (a) Membranas lavadas (centrifugadas
en amortiguador D /30 min/ 55,000 g. (b) Membranas
lavadas e incorporadas (incubadas 2-3 hrs/37°'C con lpp~
col). (c) Membranas nativas. (d) Membranas nativas
enriquecidas con colesterol. La concentracidén de
colesterol se expresa como ug cel/mg prot. de pmembrana.
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Otra serie de experimentos fue realizada con membranas lavadas y
posteriormente incorporadas con colesterol. Al final de la incubacidn
la concentracién de colesterol aumentd, en promedio, de 9 a 20 ug
colesterol/mg proteina de membrana.

Resumiendo, se utilizaron tres tipos de membranas para los ensayes
de actividad a diferentes temperaturas: membranas nativas (alte
colesterol) vs. membranas lavadas (bajo colesterol)}, y membranas
lavadas (bajo colesterol) vs. membranas lavadas enriquecidas con
colesterol (alto colesterol)., La razon de haber utilizado estos
sistemas se discute m&s adelante en la seccién: Efecto del colesterol

en la cinética.

4.3 Microscopia electrdnica,

El andlisis de la microscopia electrdnica de transmision realizade
se llevé a cabo con el fin de conecer la posible existencia de alguna
forma de alteracidén del estado fisico de las membranas tras
incubacién prolongada a 37°C. La serie de micrografias electrénicas
obtenidas (Figura 4.9), muestran los microsomas bajo los distintos
tratamientos utilizados.

Control: Microsomas descongelados.

Microsomas incubados junto con pl-col, durante lhr a 37°C.
Microsomas incubados junto con pl-col, durante 3hrs a 37°C.
Microsomas incubados en amortiguador D, durante 3hrs a 37°C.

Vesiculas incubadas con ple-col, 1hr / 4°C.
.= Vesiculas incubadas con pl-col, 4hrs / 4°C.

MO 0w >

Las micrografias muestran a los microsomas con un aumento de
aproximadamente 12600 veces. La barra de referencia (1.2cm)
representa 1 um.

Como se puede observar no se presenta alguna alteracién evidente en
las vesiculas con los seis tratamientos utilizados. Los microscmas

conservan un volumen y forma similares a las membranas control.
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Figura 4.9 Microscopia electrénica de transmisién de
vesiculas microsomales de sarcolema cardiaco. (a)
Microsomas control. (b) Microseomas incubados en lpp-col
1 hr/37°C. (c) Miecrosomas incubades 3 hrs/37°C con lpp-
col. (d)} Microsomas incubados en amortiquador D. (e) Yy
(f) Microsomas incubades con lpp-col a 4°C durante 1 y
4 hrs respectivapente. Barra de referencia = 1 um.
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4.4 Ensayo de la actividad hidrolitica a diferentes temperaturas.

Se realizd una cinética en funcicn a diferentes temperaturas de
incubacién durante la reaccién (Figura 4.10). La actividad que se
registra puede variar dependiendo del estado en que se encuentre el
tejido utilizado durante la obtencién de fracciones microsomales. Para
normalizar esta condicién en todos los experimentos se utilizaren
corazones de res lo més fresco posible y con caracteristicas similares
en talla, peso y estado general. Para todos los ensayos se utilizaron
preparaciones que presentaban actividades similares dentro de
intervalos ya establecidos en nuestro laboratorio.

Los ensayos de actividad enzimatica a diferentes temperaturas
muestran que la actividad es dependiente de la temperatura a la que se
realizan. Conforme la temperatura aumenta gradualmente hasta una
maxima de 55°C, la actividad también lo hace de manera practicamente
proporcional. Por arriba de los 55°C se presenta una importante
disminucién en la actividad catalitica. A 37*C la velocidad de
hidrélisis es cercana a 400 nmoles Pi/mg/min. La méxima velocidad de
catilisis observada a 55°'C fue de aproximadamente 850 nmoles
Pi/mg/min.

Esta serie de experimentos es de particular importancia puesto que
representa el punto de partida de este estudio al proponer una
relacién directa entre la concentracién de colesterol de la membrana
plasmatica y la modulacién de la estabilidad térmica de las proteinas

membranales.
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Figura 4.10 Activacién hidrolitica de la ATPasa~(Ca®*,
Mg *) dependiente de la temperatura. Curva
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UM, ATP 3 mM.
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4.5 Efecto del colestero]l en la cinética eﬁ?inétlc&hde‘
la ATPasa-(Ca®t-ugity,

_Se han publicado muchos antecedentes con respecte al efecto del
caolesterol sobre la actividad de varias enzimas de membrana
(64,66,83,84,85).

7 Con base en los ensayos en los que se varié la temperatura, se
encontréd que estas condiciones son de los factores mas inmportantes en
la meodulacidén de la actividad enzimidtica, por 1lo gue se decidié
investigar el efecto del colesterol sobre la actividad catalitica de
la enzima al preguntarnos los siguientes puntos: zInfluyen el
colesterol y la fluidez de la bicapa scbre la actividad de las
ﬁroteinas integrales?, (Presenta la cinética enzimatica el mismo
comportamientc cuando el nivel de colesterol es diferente en las
membranas?, jconfiere el colesterol propiedades de termoestabilidad a
las proteinas de membrana?, :se mantiene el efecto inhibitario del
colesterol sobre la velocidad de hidrélisis de la ATPasa a lo largo de

la cinética al emplear diferentes temperaturas?.
4.5.1 Cinética de temperatura. Membranas nativas vs membranas lavadas.

El primer sistema utilizado fue el descrito antericrmente como
membranas npativas (alto calesterol} vs. membranas lavadas (bajo
colesterol), ensayando a diferentes temperaturas la actividad de
ATPasa-(ca2t, Mg?*) (5°c - 65'C) (Figura 4.11-a). las concentraciones
de colesterol se indican en la figura.

Como se puede observar, la actividad de la enzima es dependiente de
la temperatura aplicada al sistema. E)} aumento an. la actividaa

hidrolitica se observa en paralelo al aumento de la temperatura hasta
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50°C para ambas curvas, El efecto inhibitorio del colesterol se
observa hasta 50°C en las membranas nativas, mientras que, las
menbranas con bajo contenido de colesterol presentan una actividad
mayor. La actividad mdxima del sistema con bajo contenido de
colesterol se presenta a los 50°'C y correspeonde a 450 nmoles Pi/mg
prot/min. Las membranas con alto colesterol, en cambic, presentan una
actividad maxima de 350 nmoles Pi/mg/min a los 55°'C. Este ultimo punte
es de particular importancia pues representa el maximo de la actividad
en las membranas con alto contenido de colesterol, mientras que en las
de bajo contenido de colesterol representa el primer punto de
inactivacién. El desplazamiento de 5°C en los picos de actividad
maxima para las dos curvas se refleja en una inversidén del efecto del
colesterol a temperaturas mayores a 55'C. Se puede descartar la
posibilidad de sobreestimacidén de la lectura de Pi puesto que se
realizaron, para cada sistema, curvas control de hidrélisis de ATP y a
cada punto se le restd el blanco de ATP hidrolizado correspondiente.
Las datos obtenidos en la figura 4.11-a fueron utilizados para
calcular las energias de activacién e inactivacién del sistema a
partir de graficas de Arrhenjus (15,64,86) (Figura 4.11-b). La
regresién lineal de los puntos dié como resultado la aparicién de tres
pendientes en los Arrhenius de ambas curvas, todas con indices de
correlacién mayores a 0.97. El sistema de bajo colesterol mostré
energias de activacién de 19.6 y 4.8 kcal/mol/'K en las regiones
sefialadas en la gradfica como A y B respectivamente. La energia de
inactivacién, cosiderada aquella para la zona con pendiente positiva,
tuvo un valor de 32 kecal/mol/*K (regién C). En el sistema con alto

colesterol los valores de las energias se modificaron como era de
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Figura "15 (a) %gtividad de hidrolitica de la
ATPasa-(Ca*t, ¥g®'} en membranas nativas (e )
y membranas lavadas (o), incubadas 10 min a
diferentes temperaturas en un medio con MgCl

4 mM, CaCl, 10 uM (total} 1 uM libre, EGTA 10
uM, ATP 3 @M y tris/malato 50 mM, pH 7.4. (b)
Curvas de Arrhenius para el cdlculo de las
energias de activacién e inactivacion en
membranas nativas Yy lavadas; membranas
nativas: 16.4, 6.5 Yy 25 kcal/mel/°*K. Menmbranas
Yavadas 19.6, 4,8 y 32 kcal/mol/°K. Regiones
A,B,C respectivamente.

83



esperarse. Las energias de activacidn fueron de 16.4 'y 6.5

. kcal/mol/’'K respectivas a la regiones A y B, mientras que la energia

dé inactivacidn alcanzé valores de 25 kcal/mel/*K (regidn C).

De estos valores se puede apreciar que en el sistema con bajo
colesterol, la primera fase de activacidn es réapida (A) y la segunda
fase es lenta (B} para dar resultade a una inactivaclén también
répida en comparacién al sistema con mis colesterol, en el cual, las
fases de activacién son moderadas {(hasta 25° y 55°C respectivamente).
La inversién del signo de la pendiente, o sea, la fase de inactivacién
enzimdtica, se retarda en esta segunda curva al conocerse que el
ceolesterol modifica las propledades de la membrana, posiblemente
alterando el arreglo de los lipidos y su transicidn de fase; en las
membranas normales, el retardo en el cambio de la pendiente en la zona
de activacidén, puede ser explicado en términos de cambios de fase de
los lipidos que conforman la membrana inducides por colestercl, lo que
a su vez pudiera afectar a la enzima. El desplazamiento de toda la
curva hacia temperaturas mayores en las membranas con mayor contenido
de colesterol puede estar indicande que en efecto, el colesterol
puede proporcionar un medio adecuado al conferir estabilidad a altas
temperaturas., Asi el colesterol puede conferir una estabilidad térmica
a las protefnas que se encuentran embebidas en la bicapa lo que se
veria reflejado ep una mayor actividad y una menor desnaturalizacidn
enzimitica.

A lo largo del desarrolloc experimental del presente trabajo se
encontrd que el lavado de las membranas no solo resultaba en la

extraccién de colesterol de las mismas, sino también, en una
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est::'mulécién de la actividad enzimitica. Aparentemente con el lavado
no solamente se extraia colesterol sino también algunos elementos de
cardcter proteico quizias relacionadcs con la actividad enzimitica Qe
la ATPasa. Este hallazgo se considerard en el siguiente apartado de
esta seccidn de resultados y discusidén. Por otra parte, la metodologia
empleada en esta seccién fue ligeremente modificada para normalizar

las condiciones de trabajo descritas a continuacién.

4.5.2 Cinética de tenmperatura. Membranas lavadas Vs membranas

enriquecidas con colesterol.

El segundo sistema utilizado descrito conoc membranas lavadas (bajo
colesterol) vs. nmembranas primeramente lavadas e incorporadas {alto
colesterocl} muestra camblos notories con respecto a les resultades
obtenidos con el sistema descrito anteriormente. los valores de
concentracidén de colesterol se expresan en la grdfica (Figura 4.12).
Antes de preparar los dos tipos diferentes de membranas, éstas fueron
lavadas, de la manera anteriormente descrita. Al términc del lavado se
separé¢ la preperacidén en dos muestras; por un lado, para incubar las
membranas con el sistema de enriquecimiento de colesterscl, y por otro
lado para incubar 1la segunda fraceidén cen amertiguador D (utilizado
en la preparacién de membranas}. L2 incubacién a 37°C durante 2-3 hrs
resultdé en la activacién de las membranas obteniendose una actividad
especifica maxipma mayor a 1 umola Pi/mg/min, La hidrélisis espontdnea
de ATP fue restada a los puntos mediante una curva control, en la
cual, la proteina de membrana se anadfa a los tubos una vez gue la
reaccion se habia detenido con ATC 30% .

En la figura 4.12-a se observa que la actividad enzimitica en

membranas con alto contenido de colesterol es menor y consistente
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hasta témperaturns de 52°C en comparacién con la actividad en
membranas con bajo contenido de colesterol. La actividad en este punto
es la maxima para las membranas lavadas y es de cerca de 1.2 umoles
Pi/mg/min; en este mismo punto las membranas enriquecidas de
colesterol muestran una actividad de 1 umola Pi/mg/min. 51 se analiza
la actividad a 12 temperatura de 54°C se observa que las merbranas con
alte contenido de colesterol presentan su raxime de actividad en 1a
curva con una velocidad aproximada de 1.1 umola Pi/mg/min. La
velocidad de hidrélisis para las membranas con bajo y alto contenido
de colesterol coincide a esta temperatura, pero la diferencia radica
en que este es el primer punto de inactivacion en las menmbranas con
menor contenide de colestercl. Una vez mas el desplazamiento de toda
la curva hacia temperaturas mayores cuandoc hay mas colesterol es un
fenémeno muy interesante. Aunque el desplazamiento del pico de
actividad maxima en este experimento es de tan sole 2°C y menor que en
el anterior (5°), debe de considerarse las implicaciones que un cambic
de tan selo 2°C pueden traer en el metabolismo celular.

Se realizaron los calculos para obtener las energias de activacién-
inactivacién a partir de graficas de Arrhenius (Figura 4.12-b)}. la
actividad en las membranas con bajo contenido de colestereol muestra
una energia de activacién de 7.8 kcal/mol/°‘K y una energia de
activacion en la fase de inactivacién de 30.8 kcal/mol/°*K. En estas
membranas, asi como en las gue tenjian un alto contenido de colesterol
no se presenta un cambio de pendiente a lo largo de la fase de
activacién. Las membranas enriguecidas con colesterol presentan una
epergia de inactivacién de 33.1 kcal/mol/°K y una correspondiente de
activacioén aproximada de 7.3 kcal/mol/*K. En la grafica se sefialan las

reglones de activacion e inactivacidon como A y B respectivanente,
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.Nu se conoce completamente el papel que desempefia el colesterol en
la membrana , la idea de que esta molécula pueda conferir estabilidad
térmica a los sistemas que regulan el metabolismo celular es una idea
que despierta interés por los fendmenos termodinidmicos de los sistemas
biocldgicos.

En este trabajo, asi como en trabajos anteriores realizados en
nuestro laboratorio (66,84), se ha demostrado que el colesterol no
solo ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad hidrolitica de la
enzima a temperatura fisioldgica, sino también, gque el colesterocl
confiere clerto grade de termoestabilidad a la enzima yetardando 1la
temperatura de ipactivacién y permitiendo asi una catdlisis aun a
temperaturas muy por arriba de intervalos fisicldgicos. E1l siguiente
paso de la investigacién tuve el objetive de conocer cual era el
desempefio de la termoestabilidad conferida por colestercl a lo largo
del tiempo en cinéticas con duracién de hasta 2hrs. Si la hipétesis
planteada era correcta, se esperaria gque el colesterol no sole
permitiera la catalisis a temperaturas mds altas, sino que también
ésta se mantuviera mas estable en el tiempo. Los resultados obtenidos

se ilustran a centinuacidén.
4.5.3 Cinética de actividad en funcién del tiempo.

De las curvas de temperatura se eligieron tres puntos: 37°, 50" y
60°C, Estos puntos fueron tomados con el objetivo de tener el registro
de actividad contra tiempo en las zonas de completa activacidn, ninima
activacién o actividad mdxima e inactivacién respectivamente. Como se
cbserva en la figura 4.13, la actividad con respecto al tiempo es muy
distinta para las tres temperaturas. El sistema de membranas utilizado

corresponde al denominado membranas lavadas (bajo colesterol) vs.
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membranas lavadas e incorporadas (alto colesterol).

A 60'C se registra actividad durante los primeros 15 minutos,
después de este tlempo se observa que la enzima estd practicamente
'muegta’, En la figura 4.12 se observa gue el efecto inhibitoric del
colesterol sobre la actividad de la enzima se invierte a esta
temperatura al observar que las membranas lavadas presentan una
actividad inferior a la que presentan las membranas enriquecidas con
el lipido.

A 37°'C se observa que la actividad en ambas preparaciones de
membrana tiene un aumento gradual. A lo largo del tiempo las membranas
con cantidades reducidas de colesterol presentan una actividad mayor,
de acuerdo con las obseravciones previas (Figura 4.12). Durante 15
minutes de incubacién, la actividad promedio observada en ambos
sistemas es de alrededor de 1.6 umoles Pi/mg prot.

Sin duda los experimentos mis interesantes de esta figura son los
que representan la actividad medida a $0'C, Esta temperatura estd muy
cerca de los maximes de actividad tanto para las membranas lavadas,
como para las membranas lavadas y enriquecidas. Como se observa, la
activacién inicial es mayor en estas membranas, la actividad a los
15 minutos en los dos sistemas con diferente contenido de colesterol
rebasa las 2 umoles de Pi/mg prot. Bajo estas condiciones 1las
membranas incorporadas presentan menor actividad que las membranas
lavadag, esto es, el efecto inhibitoric del colesterol se manifiesta.
Sin embargo, transcurridos 30 minutos, la hidrélisis de ATP en ambos
tipos de membranas es exactamente la misma (3.6 umoles Pi/mg prot
aprox.). Después de media hora la actividad en las membranas es muy
distinta. En primer término el efecto del colesterol se invierte, 1la

catalisis en las membranas con mayor contenide de colesterol es mas
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y se incrementa sin llegar a estabilizarse. En cambio, la actividad en
las membranas con menor contenido de colesterol disminuye
progresivamente vy, aungue no se observa en esta curva, llega a
estabilizarse alrededor de las 5 umoles Pi/mg prot.

En la figura 4.12 se observa gque a 50°C en las membranas
enriquecidas con colesterol no se ha alcanzado la actividad maxima.
De hecho, aunque en ese punto la activacidén por temperatura se
encuentra en su etapa final, el presentar mds © menos colesterol en
la membrana puede considerarse como un factor critico para 1la
estabilidad de la enzima. Esto puede explicar el porgue la catalisis
en las membranas enriquecidas con colesterol no se estabiliza aun
después de dos horas de actividad continua; en este tiempo se obtiene
una hidrdlisis de ATP de 8 umoles Pi/mg prot.

En comparacién con las wmenmbranas a 37°C que presentan una
activacién inicial menor, a 50°C las membranas con bajo colesterol se
inactivan mads rapido que las miswas a 37°'C. Las membranas con alto
colesterol a 50'C ilustran de una manera clara gue el colesterol tiene
la capacidad de conferlr termoestabilidad a la enzima expuesta a altas
temperaturas.

El efecto del colesterol sobre la actividad hidrolitica de 1la
ATPasa-(Ca?*,Mg?*) se ha demostrado hasta este punto. La manera de
como se ejerce este efecto constituye toda una polémica hoy dia, En el
presente trabajo varios aspectos se toman en consideracidén y se

discuten.
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T 4.5.4 ¢ e que’ ‘manera’’ &l ‘églesf;afol‘: influye scﬁze 1a ‘actividad
enzimgﬁica ? R i . R ERE
. "Alg peﬁéﬁfi éﬁ :la . modulacidén de la actividad enzimdtica por
 c§ie§£ero1;. se debe de considerar que esta molécula, por un lado,
1ﬁtetactﬂa con les componentes membranales Yy por otro, modifica las
: ﬁ;opiedades fisicas de la membrana (73). Asi, para entender mejor el
gfecto §e1 colestercl sobre la actividad enzinadtica se debe de
cbnsiderar, la composicidn quimica de los lipides que forman la
membrana, la fluidez de la bicapa, la temperatura de transicién de los
1ipidos, su arreglo en la bicapa, la distribucién que puede adoptar el
colesterol, las interacciones lipide-lipide y lipide -proteina, etc.
(30,87,88).

Los resultados obtenidos en este trabajo mnDuestran datos
importantes. En primer lugar se tiene gue el colesterol ejerce un
control sobre la actividad de la ATPasa-{CaZ*, Hg2+), este control se
refleja como una inhiblicién parcial de la hidrélisis de ATP, mediada
por la enzima, en sistemas donde la concentracién de este lipide es
mayor. Este efectc inhibitorio puede estar relacionado con una
restriccién en el movimiento de la enzima, debido a que la adicidén de
colesterol diswminuye la fluidez de la membrana. También pudiera
relacionarse con cambios en el espesor de la membrana con los cuales
se reduzca la exposicién de los sitios activos de la enzima. Una
interaccidén directa del colesterol con la enzima que resulte en
canbios conformacionales de la proteina, en este punto, no se
descarta.

En segundo lugar, se encontrd que, si bien el colesterol ejerce un

efecto de inibicién sobre la actividad de la enzima, también confiere
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un grada de termoestabilidad a la ATPasa?(cazf} Mgz*), gue permite a
ésta, presentar catdlisis a temperaturas nuy altes. El hecho de que el
colesterol inhibe o frena la actividad de la enzima pudiera
interpretarse en términos de que la enzima, al estar protegida por las
woléculas de colestercl, se encuentra en mejor condicién para trabajar
a temperaturas mas altas.

En tercer lugar los datos sefialan que el colesterol puede moduylary
la actividad enzimatica, con base en gque provoca o induce un aumento
en la energia de activacidén necesaria para inactivar a 1a enzima,
fendmeno que se vé resaltado primero, por el corrimiente de toda la
curva de actividad, hacia temperaturas mayores en los sistemas con
alto contenido de colesterol y en segundo lugar, por el retarde en el
carnbio de la pendlente en las curvas de inactivacisn enzimatica. La
presentia de colesterol en la bilcapa, determina el cambio de fase en
los fosfolipidos. Sistemas membranales con difarente contenido de
colesterol, presentaran diferentes temperaturas de transicién de fase
de los lipidos, lo que se refleja en el retardo de las energias de
activacisén.

Por ultimo, el efecto termoprotector del colesterol sobre la enzima
se hace mAs evidente en los ensayos de actividad en funcién del
tiempo. Tomando en cuenta gue el efecto protector del colesterol se
presenta a2 temperaturas mayores a 50'C, es importante resaltar que a
estas temperaturas el colesterol permite una catdlisis enzimitica, no
solo mayor, sino gque por mas tiempo; lo anterior con respecto a los
sistemas con menor contenido de colesterol.

La molécula de colestercl es un lipido que se encuentra en 1la

bicapa, ahi interacciona con los otros componentes membranales, sean
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éstos otros lipidos, proteinas, azicares, etc. Sin duda cada uno de

: éstos elementos tiene una funcidn y un papel determinante para 1la

fisiclogia de la membrana, sin embargo, el colesterol es una molécula

que tiene la propiedad de pdder alterar teda la serie de interacciones

de los componentes membranales entre si; ¢ésto, debido a sus
caracteristicas de hidrofobicidad, tamano, distribucién, estabilidad,

orientacidén en el plano de la membraha, etc. (70,74).

Los resultados obtenidos en este trabajo son la respuesta de varios
sistemas membranales en los cuales la interacciones
colesterol/componentes de la membrana, han sido alteradas. La
alteracidn puede darse a diferentes niveles, los cuales se exponen mis
adelante en el texto.

Los cambies en la interaccién colesterol/componentes de la
membrana pueden ser visualizados por modificaciones en la actividad
hidrolitica de 1la ATPasa-(ca2+, Hg2+). Sin embargo con este trabajo
solamente se hace una descripcién del fenémeno como tal. Muchas ideas
surgen para explicar este fendmeno, aungue un analisis fino del
fenémeno se torna indispensable.

A continuacion se presenta una serie muy amplia de estas ideas con
las gque se pretende explicar tanto el efecto inhibitorio del
colesterocl como el efecto termoprotector sobre la ATPasa-(Ca2+, ng*)
de membrana plasmatica.

Las proteinas de membrana se encuentran embebidas en una matriz
lipidica y se asocian de una manera no covalente con los lipidos que
forman la bicapa (89,90). A temperaturas fisiolégicas, 1las
biomembranas existen bajo el arreglo de un ’‘mosaico fluido’ (91); 1la
fluidez de la membrana se ha considerado como un factor muy importante

que afecta una gran variedad de procesos membranales (66,92). El
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aumento en la temperatura modifica el arreglo y disposicidén de los
fosfolipidos que forman la bicapa.

Muchas funciones de las membranas biolégicas estan influenciadas
por la composicidén y el estado fisico de los lipidos que las
constituyen (84)., La célula puede adquirir cierto grado de control
sobre la actividad de las proteinas estructurales de membrana
regulando la fluidez de la bicapa. Estos cambios de actividad pueden
ser resultado no solo de una modificacién en la fluidez, sino de
alteraciones en la composicién lipf{dica de la membrana (93).

La tasa de operacidén de las proteinas integrales es dependiente
tanto de la viscosidad de la membrana (94}, como de la composicién de
los lipidos que las rodean (95,96). Algunos estudios con la ATPasa-
(Ca2+, M92+) de reticulo sarcopldsmico, sugieren que 1la actividad
enzimatica estd determinada principalmente por la estructura quimica
de los fosfolipidos que la rodean, mis gque por su estado fluido
(7,94,97). Se conoce gque la actividad de 1la ATPasau(Ca2+, H92+),
localizada en membranas de reticule sarcoplasmico, es sensible tanto a
las cabezas polares comc a las cadenas hidrocarbonadas de los lipides
a su alrededor (98,99). Al modificar el contenido de colesterol en la
membrana la interaccién de los fosfolipidos con la proteina también
cambia y con ésto la actividad enzimatica. Si existen en la proteina
sitios determinados para facilitar el contacto fosfolipido/enzima, la
modificacién de estos contactos inducida por colesterol, puede
resultar en cambios conformacionales en la enzima que se reflejan como
cambios en la actividad de hidrolisis.

Se ha propuesto gque para la ATPasa-(Ca2+, Hg2+) la relacion de

E,/E, se modifica paralelamente con el cambio en la composicidn de los
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lipidos de la bicapa (93,100,101,102). La actividad de la enzima es
considerablemente menor si los fééfolipidos circundantes se encuentran
en estado gel (7,94).

Cada proteina integral hace contacto con la matriz lipidica por
medic de un anillo lipidico especifico (89,103)., Para la mayoria de
las enzimas estructurales 1la actividad enzimadtica se Linhibe
irreversiblemente si el anillo lipidico se extrae, esto, debldo a gue
las regiones hidrofdbicas de la proteina son expuestas al medio acuoso
y la inestabilidad de la molécula termina con su desnaturalizacisn
(89,90), La fluidez de los lipidos anulares es menor gue la del resto
de los lipidos debido a la interaccidn de las cadenas hidrocarbonadas
de los fosfolipidos con la superficie constante y relativamente
inmévil de las proteinas (93). La inclusién de colesterol puede
modificar el anillo lipidico, en el sentido de controlar su estado de
fluidez. De esta manera si la enzima se encuentra mias restringida en
su movimiento, el desarrollo del ciclo catdlico puede ser mas lento y
la hidréliisl de ATP obtenida puede interpretarse como un efecto de
inhibicién enzimatica.

En la mayor parte de las enzimas integrales de membrana el
colestercl se segrega del anillo lipidico que rodea a las proteinas al
igual que otros lipidos inhibidores (89), por lo que esta molécula no

"tiene una influencia directa sobre su actividad (103). Sin embargo,
existe la idea de que el colesterol pueda desplazar a los lipidos que
rodean a la proteina y asi modular su actividad (92,94), al sefalarse
que los efectos del colesterol sobre la actividad enzimitica no pueden
atribuirse solamente a cambios en la fluidez de membrana. Un reporte
indica una interaccién directa del colesterol con la ATPasa-(Na+, 3

incorporada en liposomas de dimiristolecilfosfatidileolina/colesterol.

96



Esta es una de las pocas evidencias de interaccidén directa esterol-
proteina {65).

Se han calculade las constantes de afinidad proteina-colesterol y
proteina-fosfolipido y la diferencia entre ambas es considerable; la
tasa de vecamblo de los lfipidos apulares es muy baja (96,104). El
colesterol tiene la capacidad de desplazar solo cantidades nuy
pequefias de fosfolipidos ¢que rodean a la ATPasa—(Ca2+, ng+) de
reticulo sarcoplasmico. (99), Si el colesterol pudiese desplazar a
todos los lipidos del anillo, muy probablemente se encontraria que la
actividad enzimitica desaparece; con base en gue la estructura anular
del colesterol es nucho mas rigida en comparacién con la estructura
de un fosfolipido (70) y esto limitaria mucho mas los cambios
conformacionales de la enzima para llevar a cabe la hidrdélisis de ATP
y el transporte de ca?t,

El anillo lipidico tiene una fluidez diferente al resto de 1los
lipidos de la bicapa. Los lipidos del anillo presentan un arreglo mas
rigido o menos fluido {60). Estos lipidos, por un lado, interaccionan
con el resto de los lipidos y por otro lado, interaccionan con la
proteina; esta segunda interaccién estabiliza 1la organizacién del
anillo. La ATPasa-(ca2*, ng*) interactua directamente con 30
moléculas de fosfolipidos; conociendose que un minimo de 35 moléculas
son necesarias para mantener la actividad maxima de 1la ATPasa
(98,105). El1 efecto del colesterol debe de ser transmitido a través
del anillo a la proteina, donde la transmisidon puede ser dependiente
de la composicién de dicho anillo. Si el colesterol interacciona con
los fosfolipidos, puede tener efectos sobre la fluidez del anillo que

rodea a la proteina y asi modular la actividad de la misma.
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Algunos autores sefalan que el anillo de lipidos puede proteger a
la enzima de cualquier cambio en la fluidez del resto de leos
fosfolipidos de la nmembrana (98,105}, Puede pensarse dque esta
proteceién lleqga a ser insuficiente cuando la temperatura del sistema
es alta. Sin embarge, se ha demostrado gque el colesterol puede inducir
la proteceién de la enzima aun a temperaturas altas (85).

A temperaturas bajas los lipidos de las membranas biolégicas
presentan un arreglo compacto y muy ordenado (gel), y a medida de gque
la temperatura aumenta, el arreglo de los lipidos se desorganiza.
Dependiendo de la naturaleza lipidica de 1la membrana, existe una
temperatura a la cual el estado gel de la membrana se transforma 2 un
estado fluido o de liquido cristalino.

El desplazamiento de la curva de hidroélisis hacia temperaturas mas
altas, en membranas con mayor contenido de colesterol, puede
explicarse en el sentido de que el colesterol retrasa la transicidén de
fage de los lipidos; la enzima trabaja en una membrana que tiene un
estado de fluidez similar al que tendria una membrana sin colesterol
a temperaturas menores. Esto se ha interpretado comoc un efecto
termoprotector conferido por el colesterol a la }\TPasa-(Ca2+, ng"').

En el estado de gel la actividad de la ATPasa es muy baja, conforme
la temperatura aumenta y el estado de la membrana se desorganiza, 1ia
actividad enzimdtica también aumenta; entre mads fluido sea el estado
de la blcapa, mayor serd la actividad enzimatica presente en estas
membranas (93). Si pensamos en gue los sistemas proteicos cuentan con
una vida media determinada, se puede predecir que mientras mas active
sea el sistema, el tiempo de vida media se reduce y su tasa de
recambio en la blcapa serd mayor. A temperatura fisioldgica las

membranas se encuentran en un estado fluido (60}, si se incorpora
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colesterol en exceso a la nembrana, el estado gel puede ser recuperadoc

-(52). A concentraciones fisiolégicas el colesterol no regresa a la
menbrana al estado de gel, pero le confiere un estado semifluido o de
semigel (106) que antecede al estado completamente flujdo o liquido
cristaline, en el cual, las proteinas tienen mayor estabilidad., Esta
estabilidad, se puede pensar, resulta en cambios conformacionales mds
lentos; la enzima de cierta forma, se encuentra restringida para
moverse en la bicapa puesto gue el arregle de los lipidos es méds
vigido.

El enriquecimiento de las membranas con colesterol afecta las
caracteristicas generales de la matriz lipidica. El colesterol
incrementa 1la viscosidad local de fase de los lipidos en la membrana
sin ejercer ningun efecto aparente sobre la fase lipidica de 1las
proteinas {(107).

Cuando se somete a un sistema membranal a temperaturas elevadas la
actividad enzimatica sera el resultado de la suma algebrilca tanto del
efecto de la temperatura come del efecto condensante del colesterol.

La disminucidn en la actividad catalitica de la enzima puede ser
considerada no como un efecto inhibitoric del colesterol, sino como un
efecto protector ante la temperatura. La disminucién en la actividad
en membranas con mayor contenido de colesterol puede ser una forma de
previsién del recambio de unidades de enzima a lo largo del ciclo
celular. Si pensamos en actividad catalitica a temperatura
fisioldégica, el colesterol puede considerarse como un factor
involucrado en la economia energética de la célula, puesto gue al
impedir una tasa acelerada de actividad disminuye la tasa de recambio

molecular a través del tiempo. El aumentar la temperatura del sistema
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se puede considerar como un proceso ‘de aceleracidén, lo cual, puede
reflejar lo que sucede con la actividad enzimatica durante intervalos
mds largos de tiempo.

Se ha sehalado ya, la capacidad del colesterol para modular 1las
propiedades fisicas de la membrana (73). De las principales funciones
del colesterol en la membrana resalta la de estar involucrado en
minimizar la permeabllidad a moléculas pequefias y iones (73,98). El
efecto de inhibicién enzimatica encontradc en este trabajo puede ser
el resultado de una insuficiencia de sustrato para la enzima.

El efecto inhibitorio del colesterol surge de la disminucién de los
grados de libertad de movimiento de las cadenas de los fosfolipidos
(73). Esta restriccién de movimiento resulta en un incremento de la
viscosidad en el plano de la membrana (73). Tanto la fluidez, como su
inverso la viscosidad, modifican la fisiologia de las proteinas (108);
la viscosidad puede actuar elevando la barrera energética ¢ue se debe
de rebasar para gue un proceso se lleve a cabo (93).

El colesterol puede modular la actividad y la distribucion de las
proteinas en la membrana (100). La membrana poseé una cantidad critica
de colesterol gque de manera normal modula la actividad de la ATPasa-
(ca?t, Mg2%)(84). Sin embargo cambios relativamente pequefios en este
contenido normal de colesterol, tienen efectos profundos en el
funcionamfento de las enzipas estructurales (109,110).

Se ha sugerido que el efecto medulador del colesterol se prasenta
por una disminucidén en la libertad de movimiento de la enzima debido a
cambios en la fluidez de la membrana (85), asi como en la distribucidén
espacial de los lipides en la membrana {65).

La molécula de colestercl atenta el movimiento de las cadenas de

los 4cidos grasos en desorden, dando resultado a una reduccién en la
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entalpia a nivel de la transicién de fase termotrdpica de los lipidos
y a una disminucidén en la fluidez de la membrana a temperaturas
superiores a la de transicién de fase de 1los lipidos que la integran
{111). Esto resulta en una enzima menos suceptible a la inactivacién
térmica,

La primera evidencia de las interacciones lipido-lipido se dieren a
conocer cuando se detectaron las transiciones cooperativas de fase en
membranas de Acholeplasma lajdlawiji (8,112).

La molécula de colesterol en la membrana tiene influencia sobre la
sensibilidad térmica de las proteinas y de otros lipides, de esta
manera puede jugar un papel {importante en las propiedades de las
proteinas estructurales, el que se refleja en cambios de actjvidad y
termoestabilidad (85,113). Se ha sugerido gue la disminucién en 1la
actividad enzimatica puede estar relacionada por cambios en 1la
hidratacién de la membrana inducidos por colesterol. La molécula de
agua estd relacicnada con el mantenimiento de las interaceiones no
covalentes en varios sistemas enzimiticos; con base en esto, se ha
propuesto la posibilidad de que el arreglo normal de los puentes de
hidrégeno entre el agua y los fosfolipidos que rodean a las proteinas,
sea dependiente de la cantidad de colesterol presente en la bicapa
(85).

En algunos casos, el colesterol aumenta el espesor de la bicapa e
incrementa la orientacién perpendicular de las cadenas de acilo (114).
Datos de difraccién de rayos X revelan que 1la molécula de colesterol
se localiza de tal manera en la membrana que su grupo hidroxile se
encuentra en la vecindad inmediata del grupo ester-carbonil de los

fosfolipidos, asi el colesterol aumenta la longitud de la molécuia del
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toSfolipido Y produce un aumento en el espésor de la bicapa. El
colesterol incrementa el grosor de la bicapa en membranas copstituidas
por fosfolipjdos con cadenas de hasta 16 carbonos de largo, Sin
erbargo, para fosfolipidos de 18 carbonos de largo, se registra una
respuesta diferente, el colesterol disminuye el espesor de la bicapa,
La manera de resolver los problemas de empaquetamiento en el centro de
la bicapa es gue las cadenas de los fosfolipidos llenen los espacios
no ocupados por el colesterol mediante la adopcién de estados més
desordenados a la altura de las colas hidrofébicas, Esto resulta en
una disminucién efectiva del espesor de la bicapa (60).
. En vista a que la ATPasa-(ca?®, Mg2¥) presenta regiones
hidrofébicas e hidrofilicas bien determinadas, y que el colesterol
modula el espesor de la bicapa, la exposicién de las diferentes
regiones de la proteina puede verse wmodificada, con cambios en el
contenido de colesterol del sistema. Si la membrana presenta un
espesor mayor al original, el cambio en la actividad enzimatica puede
derivar de Qos procesas:

El primero seria pensar en gue la proteina presentaria regiones
hidrofilicas no expuestas al medioc gue bafa la membrana, esto
energéticamente es muy desfavorable. El hecho de tener regiones
polares en la zona intramembranal hidrofébica puede tener
repercusiones en la conformacién de la enzima, le gue puaede
manifestarse en cambios en la actividad catalitica.

El sequndo proceso para explicar el cambio en la actividad es
considerar que las regiones hidrofilicas de 1a enzima deben de
mantenerse expuestas al medio; la enzima debe de presentar rearreglos
en su conformacion para contrarrestar el aumento en el espesor de la

bicapa y mantener solo los dominios hidrofilicos expuestos.
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si los cambios conformacionales modifican -1a exposicién de 1los
dominios en los que se localizan, por ejemplo, los sitios de unién

2*, Hq2+, calmodulina, ATP, etc., la interaccién de estos

para Ca
dominios en esta posicién puede ser diferente y de ahi que se
~registren cambios en la actividad enzimatica.

Si el espesor de la membrana disminuye con respecto a la cantidad
de colesterol la exposicién de los dominios enzimiaticos seria inversa
@ la anterior. Algunas rediones intramembranales hidrofébicas de la
proteina estarian expuestas al medio; como resultade de esta
exposicién se pueden presentar rearreglos conformacionales que de
nueva cuenta alteran la actividad de la enzima,

Si se conociera la compesicién nativa del anilleo lipidico que rodea
a la ATPasa—(ca2+, Hq2+) de membrana plasmitica, se podria inferir el
efecto que tiene el colesterol tanto sobre su fluidez, como sobre su
espesor.

El hecho de que el colesterol disminuya la permeabilidad de 1la
membrana (112,114} es también un factor importante. La baja en la
actividad enzimdtica puede ser atribuida a una reduccion en la
permeabilidad al ca?t (98). En este punto puede pensarse que el
colestercl ejerce un efecto doble: disminuye la capacidad de

2+ pediado

movimiento de la enzima y adenmas reduce el transporte de Ca
-por la ATPasa-(ca’*, Mg2¥).

Otra evidencia de que la interaccicon del colestercl con la proteina
es indirecta (115) ha sido sefialada por resultados en los cuales el
lipido no altera afinidad de la proteina por su sustrato (85,116,117).

El efecto del colesterol puede considerarse como un mecanismo de

estabilizacién, inhibiendo cambios estructurales en la membrana
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durante condicliones térmicas extremas, en vista de que el papel
estabiljzador del colesterel es necesario para mantener la integridad
fisica de la membrana en la mayoria de las células eucariontes (114).

E§ claro gque una parte importante de control sobre las proteinas
estructurales se presenta a nivel de la regidén transmembranal. Los
cambios e interacciones gque ahi se presentan son los determinantes de
1a actividad enzimatica. Tanto la fuidez como la composicicn lipidica,
juegan un papel muy importante, El tratar de explicar el control de
las proteinas de membrana tomando en cuenta solo uno de estos dos
factores resultaria en un analisis incompleto del fénémeno (115) .

Se ha demostrado que la actividad de 1la ATPasa—(Ca2+, Mg2+) es
inversamente proporcional a la concentracion de colestercol en las
mexbranas, mostrande la enzima una actividad baja cuando el nivel de
colesterol es alto y viceversa (67,117). Al aumentar la concentracidn
de colesterol, la ATPasa-(ca??, H92+) adquiere un cierto grado de
termoestabilidad, fenémeno que se pierde si de las membranas se extrae
este lipido. En experimentos realizados con membranas con diferentes
niveles de colesterol se observé un importante desplazamiento de 1la
temperatura dptima aparente de actividad, la cual es dependiente de la
cantidad de colestercl presente en el sistema. A temperaturas altas,
la relacién entre la actividad y la termoestabilidad cambia en funcién
de la concentracidn de colesterol en las menmbranas.

El efecto del colesterol sobre la actividad enzimatica de la
ATPasa-(Ca2+, H92+) puede ser ejercido mediante los mecanismos que se

resumen en la figura 4.14.
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4.6 Bnsayo de actividad hidrolitica con concentrado de

proteinas extraidas del lavado de las membranas.

No se ha reportado inhibidor natural especifico alguno para la
ATPasa-(Ca®¥, Mg®*) de membrana plasmatica (21). El hallazgo de un
compuesto o melécula con estas propledades seria de gran importancia y

utilidad para los estudios cinéticos de ATPasas membranales,
4.6.1 Respuesta enzimitica.

Como ya se mencioné, durante el desarrollo de este estudidé se
detectd que con una centrifugacién a 50,000 g en amortiguador D,
era posible eliminar algunos elementos de naturaleza proteica
asociados a las membranas. Estes péptides, aparentemente estan
relacionados con la actividad hidrolitica de la ATPasa-(Ca“', ng"),
lo cual fue observado tras haber realizado una serie de ensayos de
actividad biolégica de esta fraccién a 37°C.

Los sobrenadantes de lavados de varias muestras fueron conservados
y posteriormente concentrados aproximadamente 20 veces. Se determiné
la concentracién de proteina final y diferentes cantidades de
concentrado fueron agregadas a las muestras. En la figura 4.15 se
presenta una comparacién de la hidrélisis de ATP en membranas nativas
y membranas lavadas en presencia y ausencia de diferentes cantidades
del extracto de proteinas obtenido.

La actividad especifica en membranas nativas (basal = 100%) fue de
aproximadamente 200 nmoles Pi/mg prot/min. Al agregar 5 ug del
concentrade de proteina, la actividad enzimatica presentd una

disminucién del 44% con respecto a la basal.
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Con 5 y 10 ug la actividad disminuyd hasta 75 nmoles Pi/mg/min
correspondiendo a una disminucién total del 61% . Las membranas
lavadas (bajo colesterol) presentaron una actividad 75% nmayor que la
basal (325 nmoles Pi/mg/min). Sin embargo en presencia de 5 ug del
concentrado de proteina, la actividad disminuyé a 200 nmoles
Pi/mg/min. Con una cantidad mayor del concentrado, la hidrélisis se
estabiliza en 100 nmoles Pi/mg/min (71% de la basal).

Estos cambios en actividad podrian ser atribuidos a la presencia de
un inhibidor proteico cuyas caracteristicas se encuentran en proceso

de estudio en nuestro laboratorio.
4.6.2. Andlisis electroforética.

Para reconocer la naturaleza proteica del extracto de membranas se
procedid inicialmente a utilizar geles de poliacrilamida al 7.5%
tefiidos con azul de Coomasie y tincién de plata. En la figura 4.16 se
presenta un gel representativo tefildo con plata. Los dos primeros
carriles contienen marcadores de peso molecular (carril 1: albumina
66Kd, carril 2: marcas de 29,45,66,97,116 y 205 Kd). En el tercer
carril se colocaron membranas nativas recien descongeladas; en el
carril #4 se colocaron membranas lavadas (pastillas de lavads) y por
Ultimo en los carriles 5 y 6 se colocd concentrado de sobrenadantes
obtenidos tras un lavado de 30min y concentrado de sobrenadantes de un
segundo lavado de 3i0min respectivamente.

En el carril nimerc 5 se revela una serie de bandas gue
corresponden a los elementos que son exXtraidos con el lavado.
Esencialmente estos factores son componentes de bajo peso molecular.

De particular interés son aquellas bandas gque desaparecen de las
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membranas lavadas (carril 4} y aparecen en el 5* carril, Las flechas
sehalan algunas bandas que aparecen en ambos carriles, perc que se
enriguecen con el lavado de las nembranas. En estudios futuros se
realizaran la identificacidn y caracterizacidn de estos elementos
para asi afslar a honogenidad el factor gue ejerce la accién

inhibitoria sobre la actividad catalitica de la ATpasa-(ca¥, mg2*),
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Figura 4,16 Electroforesis en geles de
poliacrilamida tenidos con plata. cCarril 1,
albumina bovina (66Kd). Carril 2, marcadores
de peso molecular (29,45,66,97,117 y 205 Kd).
Carril 3, membranas nativas. Carril 4,
membranas lavadas. Carril 5 y 6, concentrado
del lavado de 30 min y 30 min + 30 min de
lavado respectivamente.
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5. CONCLUSIONES

La actividad hidrolitica de la ATPasa-(CaZ+, Mg2+) es dependiente
de lLa concentracién de ca?? libre en el medio de reaccién. La

presencia de este catién es completamente necesaria para la enzima.

Para llevar a cabo la hidrdlisis de ATP la enzima puede utilizar
. como sustrato tanto al complejo Ca-ATP como al complejo Mg-ATP. La

afinidad por el segundo es mayor.

El hecho de que la actividad hidrolitica de la enzima sea mayor
cuando se utiliza el complejo Mg-ATP comoc sustrato y que no exista una

2+ sugiere la existencia de una ATPasa-Mag?' cuya

estimulacidén por Ca
actividad puede contribuir a sobreestimar la actividad de la ATPasa-

(ca?*, Mg?t),

El aumento en el contenido de colesterol en la nmembrana sarcolemal
cardiaca tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad hidrolitica de

la ATPasa-(ca2t, mgt¥),

El efecto de la temperatura sobre la actividad de 1la ATPasa-(Ca2+,
Hg2+) es dependiente de la concentracién de c¢olestero) en el sistema

membranal,
Los datos obtenidos sugleren que el colesterol actda scobre las

propiedades fisicas de la membrana modulande 1la actividad de las

proteinas integrales.
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El corrimiento hacia temperaturas mayores en 1la actividad
enzimatica inducido por colesterol, sugiere gque este lipido ejerce un
efecto inhibitorio a bajas temperaturas y un efecto protector o de

mantenimiento a temperaturas altas.

A temperaturas bajas el colestercl puede actuar como un facter de

prevencién del recambio de unidades de ATPasa en el tiempo.

El colestercl modifica las energias de activacidén de la enzima en
membranas con diferente contenido de colesterol. Energias de
activacién medidas tanto en la fase de activacion como en la fase de
inactivacién de la enzima inducidas por temperatura. El incremento en
el contenide de colesterol proveoca un aumente en la energia de
activacién necesaria para inactivar a la enzima.

La termcestabilidad conferida a la ATPasa-(ca2+, qu+) por el
efecto indirecto del colesterol permite llevar a cabo una hidrélisis
de ATP aun a temperaturas elevadas. Las cinéticas contra tiempo
muestran a la enzima activa por un mayor tiempo en sistemas

membranales donde el contenido de colesterol es alto.

La termoestabilidad conferida a la enzima por colesterol es
resultado de probables cambics en el arreglo de los fosfolipides de
la bicapa, tanto de los que forman el anillo, como de los que
conforman el resto de la membrana. Cambios en la £luidez, espesor,
permeabilidad e hidratacién en la membrana causados por la inclusién
de colesterol, pueden ser considerados como los factores responsables

de los cambios en la actividad enzimiatica.

112



El desplazamiento aparente de las temperaturas de transicién de los
lipidos inducido por el colesterocl, sin duda refleja uno de los
sistenas de requlacidn homeostitica .y control. celular mas interesantes

que se conocen.

De igual manera, cambios en el.érréglo, disposicidén .y movimiento de
los lipides, inducidos por el colesterol, pueﬂen moedular la actividad

de la ATPasa-({Ca?*, Mg?%).

El presente trabajo representa la caracterizacién iniceial del
efecto cinético del colestersl sobre la actividad de la ATPasa-(Caz+,
ng+), por lo que varios puntos quedan por ser estudiados durante la
realizacién de mis estudios de wmaestria:

a.~ Definicidén a nivel molecular del efecto ejercido por el
colesterol mobre la ATPasa—(Ca2+, Hg2+), descrito en el presente
trabajo.

b.=- Alslamjiento y caraterizacion de la molécula o moléculas
inhibldoras de la ATPasa-(Ca®’, Mg?*} identificadas en este estudio.
En vista de constituir éste un hallazqgo de potencial importancia en
el estudio de esta enzima, buena parte de mi trabajo sera dirigida en

este sentido.
Ia fisiologia celular representa uno de los campos mas importantes

e interesantes de ta Blologia. La generacién de nuevos conocimientos

no tiene valor cuando estos no se integran en un conocimiento general.
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