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RESUMEN

RESUMEN

La ATPasa-(Ca?t,Mg?t} de membrana plasmdiica es una enzima que presenta la

capacidad de formar, en presencia de Ca?* y ATP, un intermediario fosforilado
durante su ciclo caldlitico. La aclividad de la enzma es estimulada por una
profeina soluble de alla afinidad por Ca?t, denominada calmodufina. La
eslimulacién enzimdtica esta dada por una disminucion en la Km para el ion
calcio, asi como por un incremento en la Vmax de la reaccion.

Con el proposito de elucidar el nivel al cual la calmoduling ejerce su regulacion

sobre el intermediario fosforilado de la ATPasa-{Ca?tMg?'} de sarcolema
cardiaca, se desarrolld una modificacion al método descrito por Van Alstyne y
cols, {1980, BBA 602,131-143} para el aislamiento de una fraccion microsomal
cardiaca deficiente en calmodulina a partir de musculo cardiaco de bovino.
Este procedimiento permite aumentar el rendimiento en la purificacion de la
enzima sarcolemal utilizando cromatografia de afinidad.

Los resutfados obtenidos senalan que la calmodulina disminuye el nivel de
fosfoenzima alcanzado en el estado estacionario, fanto durante la fosforilacion
como en la desfosforilacion de la ATPasa-{Ca?*.Mg?). La velocidad inicial de
fosforilacion en ausencia de calmodulina es mayor que en presencia de la
proteina reguladora. Sin embargo,.en presencia de calmoduling, la acfividad de
la enzima aumenta a mads del doble y la k,, de fosfarilacién disminuye. En
contraste con estos resuliados, el nivel de fosfoenzima en el estado estacionario
disminuye. Por ofro lado, la calmodulina aparentemente acorta el periodo de
latencia en la liberacion de Pl durante los primeros ciclos de la enzima,

Los datos sugleren que el aumento en la actividad de la enzima por calmodulina
esld asociado a un aumento en la velocidad de recambio de la fosfoenzima y
que el efecto de calmadulina estd preferentemente asociado a un aumento en
la velocidad de desfosfarilacion de la enzima.
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l. INTRODUCCION

El Ca? libre intracelular juega un papel importante como segundo
mensajero en la regulacion del metabolismo celular (Berridge, 1984) vy se
encuentra involucrado en diversos procesos como son la confraccion
muscular, la regulacion enzimdatica, la sintesis y la liberacion de
neurotransmisores, la secrecion hormonal, la visidn y la expresion genetica.
El nivel de Ca? libre en el citoplasma de las células aumenta en respuesia
a estimulos quimicos o eléctricos que llegan a la superficie de la
membrana plasmatica y este aumenio es el evento primario que dispara la
magquinaria  bioquimica de la ceélula  (Rasmussen,1970; Rasmussen y
Goodman, 1977, Carafoli y Crompton, 1978; Urry, 1978, Martonosi, 1980; Urry y cols,,
1982; Reuter, 1983; Berridge, 1984).

En células no excitables, el aumento de Ca” libre en el citosol se
asocia con el estimulo-respuesta, e inicia una serie de eventos bioquimicos
y morfologicos diferentes, que dependen del tipo celular: en las células
cromafines de la médula adrenal, dispara la secrecion de catecolaminas
(Geisow y Burgoyne, 1983) y también participa en la agregacion plaquetaria
(Rink y cols., 1982).

En las células excilables, la despolarizacion de la membrana
plasmdtica abre los canales de calcio dependientes de voltaje, lo cual
permite la enfrada répida de Ca® extracelular (Liinds y cols.,1982), con el
consecuente aumento de la concentracion de calcio infracelular. Este
aumento fransitorio se encuenfra acoplado a la liberacion de
neurotransmisores en las células nerviosas (DeLorenzo, 1982) y a la excitacion-
contraccion en las células musculares (Chiesi y Carafoli, 1983).

La regulacion del metabolismo de calcio celular se esquematiza en
la figura 1. Dependiendo de la célula y del estimulo, la concentracion de
Ca® llore en el citoplasma puede aumentar como consecuencia del
influjo de Ca* extracelular a fravés de difusion pasiva de calcio en favor
de su gradiente electroquimico (Fig.1,1) debido a que la concentracion de
Ca* libre extracelular se encuentra en el orden de 10° My en el citosol de
107 M ; o bien, a través de transporte mediado por canales de calcio
independientes de voligje (Fig.1,2) o dependientes de voliaje (Fig.1,3), que
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Fig. 1. Representacién esquemdtica de los procesos Involucrados en la regulacidn del
metabolismo de caiclo celular. Los eventos se llevan a cabo en la membrana plasmatica
[M.P.). en el reficule endopldsmico (R.E) y en la mitocondria {M). La regulacion de la
concentracion de Ca libre cilopldsmica {[Ca?] .} esta dada por: (1) difusion pasiva, (2)
canales de Ca?® independientes de voliaje, (3) canales de Ca?" dependientes de
voligje; liberacién de calcio del reticulo endopldasmice (4], de la mitocondria (5) v de
moléculas citoplasmicas (6); (7) unidn pasiva a la membrana plasmatica (Calj, (8)
captacién activa por la mitocondria y (9) secuestro reversible de calcio en su interior
(CaX): (10} captacion activa por el reficulo endoplasmico. (11) acumulacion de calcio
por vesiculas de secrecién (CaV); {12) intercambiador Ma'/Ca* acoplado a la ATPasa
Nat/K* :(13) ATPasa-{Ca.Mg?*} y {14) intercambiador k' /Ca'*.




INTRODUCCION

son regulados por neurolfransmisores y farmacos  (Reuater, 1983). También
mediante la liberacion de calcio de depdsitos intracelulares como son el
reticulo endopldsmico (Fig.1,.4) y la mitocondria (Fig.1,5) (Kretsinger, 1981,
Somlyo, 1984).

Denfro de la célula, el contiol de la concentracion de Ca®
citopldsmico depende de varios mecanismos: a) la union reversible a
ligandos aniénicos citoplasmicos (Fig.1,6); b) unidn pasiva de iones de
calclo a fosfolipidos de la monocapa interna de la membrana plasmdatica
cargados negativamente (Fig.1,7); ¢) la caplacion acliva de calcio por la
mitocondria (Fig.1,8) y el secuestro reversible de calcio en el inlerior de este
organelo (Fig.1.9); d} la captaciéon activa y el secuestro de cailcio por el
reticulo endopldasmico (Fig.1,10} y e) la acumulacion de calcio por
vesiculas de secrecién en algunos tipos celulares (Fig.1,11). Sin embargo,
para mantener por un tiempo largo el gradiente de concentracién de
Ca*" en presencia de un inflyjo pasivo de este ion, se requiere de sistemas
que controlen la salida de Ca* hacia el espacio exiracelular a través de la
membrana plasmdtica. Estos sistemas son dos mecanismos diferentes que
dependen de energia, El primer mecanismo es un intercambiador de
Na*/Ca®" (Fig.1.12) que utiliza el gradiente electroquimico del ion sodio,
generado por la ATPasa-(Na'/K') para expulsar el calcio de la célula y el
segundo mecanismo es la ATPasa-(Ca* ,Mg*} (Fig.1,13) (Caroni y Carafoli,
1980). Ambos mecanismos estan presentes en células excitables (Reuter y
Seitz,1968; Baker y cols.,1969; Dipolo, 1978; Reeves y cols., 1979; Mas-Oliva y cols., 1979;
Caroni y Carafoli, 1980} y no excitables (Schatzmann y Vincenz, 1969, Gmaj y cols.,
1979; Pershadsingh y cols.,1980; Murer y Haldeman, 1981) y trabajan en paralelo,
con diferente eficiencia relativa en diferentes células y su papel estd
dictado por sus propiedades cinéticas especificas. El intercambiador
Na*/Ca®* es un sistema con gran capacidad de transporte y baja afinidad
por el ion calcio y la ATPasa-(Ca” Mg®') tiene alta afinidad por el ion
calcio, pero menor capacidad de transporte que el intercambiador
Na*/Ca® (Carafoli y Zurini, 1982).

En la célula muscular cardiaca, el proceso de confraccion-relajacion
es regulado a través de cambios en la concentracion de calcio en el
interior de la célula, Al inicio de la contraccion muscular, el potencial de
accion generado en la unidn neuromuscular se propaga de la sarcolema
(SL), a las fibras musculares a través de los tdbulos transversos (tubulos-t),
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que son invaginaciones de la SL. La despolarizacion de la SL provoca la
apertura de los canales lentos de Ca® {Reuter, 1983; Lamers, 1985) y el calcio
entra del espacio exiracelular a la célula (Langer, 1992) e induce un
incremento en la permeabilidad iénica de Ca** del reticulo sarcoplésmico
(RS} {Rega y Garrahan, 1986}, provocando un aumenio brusco en la
concentracidon de calcio en el sarcoplasma, I Ca” activa a los
miofilamentos al unirse a la miosina y a la troponina. La froponina es un
oligdomero formado por tres subunidades diferentes: la froponina T (TnT) que
une a la tropomiocsina, la froponina | {Tnl) que Inhibe a la ATPasa del
complejo actomiosina y la troponina C {TnC) con dafinidad por el ion calcio.
La froponina C presenta cuatro sifios de unidn a Ca®' y una vez que se une
a él, cambia su conformacién y se modifica la interaccion con las ofras
subunidades: la TnT relaja su interaccidn con la tropomiosina, lo cuadl
permite el desplazamiento de ésta y modifica su relacion con la actina. De
esta forma las cabezas de miosina lienen acceso a los filamenios delgados
de actina. Por ofro lado, la interaccidn entre micsina y aclina se induce por
el aumento en la concentraclén de Ca™ en el sarcoplasma. La asociacion
actina-miosina Inicia la actividad ATPasa de fa miosina, el ATP se hidroliza vy
la energla bloguimica se convierte en fuerza mecdanica que permite el
acortamiento del sarcomero (Warber y Potter, 1986; Langer, 1992), Para
completar el ciclo excitacion-contraccion-relajacion, se requiere que la
conceniracién de Ca* en el citoplasma regrese a su nivel basal. Este
proceso se lleva a cabo mediante fres mecanismos: uno localizado en el
RS, que es la ATPasa-{Ca® Mg¥), la cual bombea calcio del citoplasma al
lumen de este organelo (Mac Lennan, 1970; Inesi y Scarpa, 1972; de Meis, 1981); y
los ofros dos localizados en la Sty que son: a) el intercamblador Na*/Ca®
{Reuter y cols., 1968; Baker y cols,, 1969; Dipolo, 1978; Reeves y col,, 1979} vy b) la
ATPasa-(Ca® Mg®) (Caroni y Carafoli, 1980 y 1981a; Lamers, 1985; Rega y Garrahan,
1986), que transportan el calcio del citoplasma al espacio exiracelular,
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I.1.Caracteristicas de la ATPasa-(Ca2*,Mg2*) de la membrana plasmadtica.

la ATPasa-(Ca’ Mg?*) de la membrana plasmdtica ha sido
caracterizada y purificada a partir de células de diferentes tejidos y
organismos (Schatzmann y col., 1969; Dipolo, 1978; Gmaj y cols., 1979, Caroni y col,,
1980; Pershadsingh y cols., 1980; Murer y col., 1981; Lotersztajn y cols., 1981), lo cual
apoya la conclusion de que es una enzima constituliva de la membrana
plasmatica de las células eucariontes, cuya caracteristica principal es la de
bombear Ca* hacia el espacio exiracelular a expensas de la hidrdlisis de
ATP.

Las caracteristicas generales de la ATPasa-(Ca®, Mg”) de la
membrana plasmdtica son esenciaimente similares en una amplia
varledad de tipos celulares, sin embargo, en un fipo de membrana
plasmatica, como por ejemplo en la del hepatocito , las diferencias
pueden ser muy significativas (Kessler y cols., 1990), como se indica mas
adelante, y pueden existir diferentes bombas de Ca® (Lotersztajn y
cols., 1981).

La Tabla 1 resume las propiedades generales de la ATPasa-
(Ca®* Mg*) de la membrana plasmatica. La bomba de Ca®* tiene una
masa molecular de alrededor de 134,000 Da y presenta la capacidad de
formar un intermediario fosforilado en presencia de Ca* y ATP, en donde
el fosfato y del ATP se une covalentemente a un residuo aspartilo de la
proteina (Knauf y cols.,1974; Tanford, 1983), y se inhibe por ortovanadato, lo
que establece que se clasifiqgue dentro de las ATPasas tipo P. La enzima
también se inhibe con La*, esto es comUn en todas las ATPasas tipo P, pero
la Inhibicion tiene propiedades peculiares en la ATPasa-(Ca®*,Mg*) de la
membrana plasmdtica, debido a que el nivel de fosfoenzima en el estado
estacionario es estimulado por La*, mieniras que disminuye grandemente
en otras bombas (Schatzmann y Biirgin, 1978; Szisz y cols., 1978a; Adamo y cols.,
1988).

La estequiometria entre el Ca® fransportado y la hidrdlisis de ATP de
la enzima se aproxima a 1 en la mayoria de los experimentos realizados
in sl (Schatzmann, 1982) y en los sistemas reconstituidos (Niggli y cols.,1981). La

actividad de la ATPasa-(Ca® Mg*') en funcién de la concentracion de ATP




INTRODUCCION

Yabla 1. Caracteristicas generales de la ATPasa- (Ca?*,Mg?*) de la
membrana plasmadtica.

Distribucién todas las células
Peso molecular 134,000
Mecanismo formacion de un intermediario

fosforilado {asparlil-fosfato)

Inhibicidn Vanadato (Kq 5 alrededor de 3 nM)
Lad* (Ko 5 alrededor de | (M)

Estequiometria Ca?/ATP 0.501

Km (ATP) sitio de alla afinidad 1- 2.5 WM
sifio de baja afinidad 145 - 180 pM

Km (Cq) >10 uM en el estado de reposo
<0.5 uM en el estado aclivado

Activadores calmodulina{Kd alrededor de | nM)
Acidos grasos poliinsaturados,
fosfolipidos acidos, fosforilacion
por proteina cinasas en por lo menos
una isoforma, oligomerizacién.

muestra una curva bifésica. Los datos sugieren la existencia de dos sitios de
union para el ATP con diferente afinidad aparente, un siflo de alta afinidad
con una Km (ATP) de 1 a 2.5 UM, que al estar ocupado por el nucledtido
muestra baja actividad hidrolitica, y un sitio de baja afinidad con una Km
(ATP} de 145 a 180 yM que provoca una actividad alta (Carafoli y Zurini,
1982; Rega y col., 1986; Carafoli, 1992).

La enzZma es estimulada directamente por calmodulina (Gopinath y
Vincensi, 1977, Jarret y Penniston, 1977). Esto ha sido aprovechado para
purificarla, primero de erlirocltos (Niggliy cols., 1979) y después de ofras

G
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membranas plasmdticas, usando columnas de afinidad acopladas a
calmodulina. La estimulacion resulta de un efecto combinado sobre la Km
y la Vmax, predominando la primera (Niggli y cols.,1981): en presencia de
concentraciones optimas de calmodulina (v.g. 1 nM}, la Km {Ca) de la
ATPasa disminuye de alrededor de 20 pM a 0.5 pM (Niggli y cols., 1981; Caroni y
cols., 1983). Sin embargo, cuando la concenlracion de Ca** aumenta en el
orden milimolar, el catién provoca inhibicidn, observandose un efecto
bifdsico similar a la actividad enzimdtica en presencia de diferentes
concentraciones de Mg®', calmodulina o cationes monovalentes, los
cudles activan a conceniraciones bajas y tienen un efecio inhibitolio a
concentraciones altas (Rega y col., 1986).

A pesar de que la ATPasa-(Ca” Mg?') representa enire el 0.01 v el
0.1% del total de la proteina plasmatica en el eritrocito (Knauf'y cols., 1974},
en donde probablemente estd mas concentrada que en otras células, la
enzZima es esencial para el control de la concenfracion de Ca®
infracelular. En muchas células la bomba de Ca®' constituye el Unico
mecanismo fisiolégico importante por el cual el Ca** es removido de las
células; mientras que en ofras células, particularmente las de los tejidos
excltables, ésto se comparte con un intercambiador Na'/Ca®* (Philipson,
1985). En tejidos en los cuales el Ca® se mueve a fravés de capas celulares,
como en el rifdn (Gmaj y cols., 1979) y en el intestino delgado (Ghijsen y cols.,
1979; Wasserman y Fullmer, 1983), la ATPasa-(Ca*' ,Mg®*) con alta afinidad por el
lon calcio se localiza principaimente en la membrana plasmatica
basolateral de las células de la corteza renal y de la célula epitelial
infestinal, lo que sugiere que esta bomba de Ca* juega un papel
importante en los movimientos de Ca** franscelular,

A través de estudios de biologia molecular se ha encontrado que la
secuencia de aminodcidos de la ATPasa-(Ca* Mg”) de la membrana
plasmdtica obienida de eritrocitos (James y cols., 1988} y de teratoma (Verma y
cols., 1988) humanos presenta un alto grado de similitud en la secuencia de
aminodcidos de otras ATPasas fransportadoras de iones tipo P : la ATPasa-
(Ca®, Mg*) de RS, la subunidad alfa de la ATPasa-Na*/K* y la H*-ATPasa de
Ww/m/)om, cume  (Verma y cols,, 1988). Las similitudes que se conservan en

estas ATPasas residen en el sitio de fosforilacion, el sitio de union ai FITC v el
sitio de unidn al FSBA (ambos andlogos no hidrolizables de ATP), lo que
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sugiere la existencia de dos sitios de union para el ATP (James y cols., 1988;
Verma y cols., 1988).

El andlisis de varias bibliolecas gendmicas de cDNA de rata, bovino y
humano ha permitido identificar por lo menos cinco isoformas diferentes de
la ATPasa-(Ca®' . Mg*) de membrana plasmdtica (PMCA) en mamiferos
(Gietzen y cols., 1980; Shull y Greeb, 1988; Verma y cols., 1988). La nomenclalura
para las isoformas de la PMCA fue propuesia por Shull y Greeb en 1988 y
Strehler y cols. en 1990, Esta nomenclatura emplea la letra r o h para
designar a las isoformas de rata o humanas, los nimeros colocados
después de PMCA identifican los diferentes productos génicos y la lefra
minuscula que sigue al numero indica las variantes de la edicién altema en
las diferentes isoformas. La progresion de las lelras {a a h) se refiere a un
patrén histdrico de su publicacién (Tabla 2).

Los genes que codifican para las isoformas 1 y 4 de la PMCA se
localizan en los cromosomas 12 (g21-g32) v 1 {g25-932) respectivamente ,
mientras que el gen que codifica para la isoforma humana 2 de la PMCA
probablemente se localiza en el cromosoma 3 {Carafoli, 1992). Las isoformas
de la PMCA son codificadas por una familia mulligen y la variabilidad
adiclonal se produce por la edicion alterna del RNA  de cada gen
transcrito primario (Shull y Greeb, 1988; Grover y Khan, 1992). £l tamafio de ias
isoformas de la PMCA varia entre 1159 y 1258 residuos de aminodcidos, con
pesos moleculares calculados entre 127,300 y 138,800 (Verma y cols., 1988,
Strehler, 1991), esto se debe a que la edicion alterna del RNAM puede ocurrir
en cuatro sitios posibles (A,B,C.D en la figura 2), cuya localizacién dentro de
la estructura primaria del gen de la PMCA franscrifo coincide con los
dominios de la estructura, funcion y regulacion (Strehler, 1991).

La figura 2 muestra una representacion lineal de la estructura
primaria de la PMCA e indica la localizacién de los dominios principales
(Strehler, 1991; Carafoli, 1992). El modelo correspondiente se muesira en la
figura 3, el cual se basa en las predicciones de la estruciura secundaria, en
los cdlculos de hidrofobicidad y en la comparacion de la secuencla de
aminodcidos con ia esiructura de proteinas conocidas . Al parecer, la
bomba de calclo se encuentra organizada en la membrana de acuerdo a
la topogrdfia sugerida para todas las bombas tipo P (Mac Lennan y cols.,
1985),
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Tabla 2. Isoformas de la bomba de Ca?* de la membrana plasmdtica. Los datos se
deducen de el cDNA alslado de bibliotecas gendmicas de rata o humano.

No. de reslduos de
isoforma Especle Varlante aminodcidos | Mr calculado
PMCA 1 Rata, humano la 1176 129,500
b 1120 134,700
lc 1249 137.800
Id 1258 138,800
PMCA 2 Rata, humano 2f 1198 132,600
29 1243 136,800
2h 1212 134,000
PMCA 3 Rata 3a 1159 127,300
PMCA 4 Humano 4a 1170 129,400
4b 1205 133,900
4g * 1169 130,300
(PMCA 5)** Bovino 2 71 7,760

'La secuencia completa de cDNA solamente se ha reportado para las isoformas r PMCA 10, h PMCA b,
1 PMCA 2f, h PMCA 2f, h PMCA 2g. h PMCA 2h, r PMCA 3a y h PMCA 4b. Las ofras secuencias san
exirapolaciones gue se basan en asumir la identidad de las regiones no secuenciadas con las
correpondientes secuenclas completas conocldas,

* lsoforma que se produce de un RNAM que plerde una secuencia en la edicion alfemna relacionada con
elsitio B.

** Lasaforma PMCA 5 [cerebro de bovino) se muestra entre paréntesis debido a que solamente confiene
71 residuos de aminodcldos y aln no existe evidencia de que correponda auna isoforma separada.
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Fig. 2. Dominlos asignados en la bomba de Ca?t de la membrana plasmatica y
localizacién de ias reglones varlables de las isolormas. Las barras superiores indican las
regiones con alta divergencia en la secuencia entre los cualro productos génicos. A.8,C
y D son los sitios en donde ocurre la edicién altemna. Los nimeros indican los sifios
relacionados con los dominios fransmembranales. PL sitio relacionado a la respuesta a
fosfolipidos. El dominio de union a camodulina (CaM) presenta los subdominios A y B.
P(D) es el sitio de formacién de el aspartilfosfato. F es el sitio de unién a FITC (ATP) . P(S) es
el sitio de fosforilacion por proteina cinasa A. AA aminodcidos. 1-CaM regién inhibitoria
que interactua con la regién que une a caimodulina en ausencia de Ca2*/calmodulina.

La edicion alterna del RNAm en el sitio A {Fig. 2) puede codificar
isoformas con gran diferencia en su longitud y gran variacion en su
sensibilidad a fosfolipldos, debido a que ésta regién se relaciona con la
propiedad de sensibilidad a fosfolipidos en las PMCA. Las isoformas que se
producen por la edicion alterna del RNAmM en el sitio B (Fig. 2) son de gran
interés para la fopologia de la bomba. La isoforma h PMCA 4g cambia el
modelo topogrdfico de la bomba, debido a que esta variante plerde el
dominio transmembranal 10 que se predice en el modelo de la figura 3.
Esto podria ademds eliminar otro dominio transmembranal, debido a que
es poco probable que la bomba cruce un nimero impar de veces la

10
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Fig. 3. Modelo topoldgico para las PMCA. La representacion planar de la PMCA muestra
los supuestos dominios fransmembranales (TM 1 a 10}. La estructura secundaria que se
predice para las barras abierias vy las barras negras comesponde a estructura a-hélice y
para las flechas estructura tipo hoja-. Los sitios de corle triptico se indican en la region
N-terminal { N 90 kD/ 85 kD/ 81 kD} y en la region C-terminat (C 90 kD, C 85 kD, C 81 kD/ 76
kD}: asi como los sitios de alaque de calpaina en presencia (Calp/+CaM) y ausencia
{Calp/-CaM} de calmodulina. El sitio de ataque secundario a calpaina independiente
de camodulina se marca como 2nd Calp (£ CaM}. AC son regiones acidicas que
flanquean €l sitio de unidn a calmodulina; C, C-temninal; CaM, dominio de unidén a
calmodutina que contiene dos subdominios A y B N, N-terminal T, dominio de
transduccion; P(8) regidn que conliene un residuo de serina suceplible a fosforilacion por
proteina cinasa dependiente de AMPc. PC, dominio de sensibilidad a fosfolipidos.
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membrana (Strehler, 1991, Carafoli, 1992). En nuestro laboratorio Santiago-
Garcia y cols. (1995) han encontrado recienlemente una variante de la
PMCA 4 humana en corazon fetal, denominada h PMCA 4d, que
empleza a expresarse en niveles muy bajos a pardir de la semana 12 del
desarrolio embrionario, para ir aumentando hasta la elapa adulia. Al
iguai que la isoforma 4q, la isoforma 4d se expresa de manera especifica
de tejido, siendo el corazdn uno de ios drganos en donde se expresa.

Bl sitio C (Fig. 2) se relaciona con el silio de union a calmodulina. La
edicion alterna del RNAmM que se produce en este sitio, involucra un solo
exon de 154 pares de bases con multipies sitios donadores infernos (Shull y
Greeb, 1988), los cuales pueden originar isoformas en las que se incluyen 29
(PMCA 1c) o 38 (PMCA 1d) residuos de aminodcidos. El inserto de los 29 o
38 residuos ocurre al final del subdominio A localizado en el sitio de unidn a
calmodulina (Fig. 2) y produce las isoformas ¢ y d respectivamente; estas
isoformas contienen un dupiicado de el subdominio B que une a
calmoduling, lo cual permite pensar que las isoformas que se producen en
el sitio C presentan diferente afinidad por calmodulina y por lo tanto, tener
un significado funcional diferente (Strehler, 1991; Carafoli, 1992).

El sitio D (Fig. 2) se relaciona con el sitio de fosforilacion  por la
proteina cinasa A. La edicion alterna en este sitio puede producir variantes
que pierden la secuencia del sitio de fosforilacion dependiente de AMPC
como es la isoforma h PMCA 4 que se expresa principalmente en eritrocitos
humanos (Strehler, 1991; Carafoli, 1992).

Andiisis por Northern e hibridizacion de RNA dislado de varios tejidos
indican que por lo menos una isoforma de la PMCA (PMCA 1) se expresa
en fodos los tejidos, mientras que ofras [PMCA 2 y PMCA 3) se expresan de
manera especifica de tejido. Los RNAm de PMCA 2 se expresan
predominantemente en cerebro y corazén y los de PMCA 3 en cerebro y
musculo esquelético (Greeb y Shull, 1989),

Los andiisis de hidrofobicidad sugieren ia presencia de 10 dominios
transmembranales (TM) (Brand!y cols., 1986). Alrededor del 80% de la masa
total de ia ATPasa protruye hacia el citoplasma vy los sectores
transmembranales en el lado externo de la membrana se conectan a
través de enlaces muy cortos. Tres unidades protruyen enire los dominios
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TM 2y 3, 4y 5y el dominio 10 (Fig. 3). El primero corresponde a la unidad
"fransductora”, similar a olfras ATPasas tipo P (Mac Lennan y cols, 1985). La
segunda unidad presenia una regién en "bisagra" que contiene los sitios
del aspartil-fosfato y de union a FITC, considerados como los sitios de unidn
al nucledtido; ademas, contiene un sitio receptor 'inhibitorio" que
interactia con el dominio de unidn a calmodulina en ausencia de ésta y
Ca®" (Enyedi y cols., 1989). La tercera unidad presenta el dominio 'regulador”
que contiene el sitio de unidn a caimodulina con dos subdominios: Ay B. £l
subdominio A comprende una longitud minima de 20 residuos para unir a
calmoduiina con alta afinidad e interactia preferentemenle con el C-
terminal del 16bulo de calmodulina que une a Ca®" (Vorherr y cols., 1990}, Por
otro lado, en la porcidn media N-terminal de esta region se conserva un Trp
y un Phe cercanos entre si, los cuales son necesarios para la dptima
Interaccion con calmodulina. Se ha indicado que la regidn que une a
caimodulina funciona como un dominio “inhibitorio” que previene la union
de Ca* con alta afinidad en ausencia de calmodulina (Benaim y cols., 1984).

La porcidn N-terminal de la PMCA, localizada infracelularmente,
puede varlar considerablemente entre las diferentes isoformas. Esta regidn
contiene una secuencia de 50 residuos involucrados en la sensibilidad a
fosfolipidos dcidos y dcidos grasos poiiinsaturados (Strehler, 1991; Carafoli,
1992).

Como se menciond previamente, las isoformas se expresan de
manera tejido especifica (Greeb y Shull, 1989) y un caso particular
corresponde al hepatocito, en donde la isoforma de la PMCA que se
expresa predominantemente es insensible a calmodulina y presenta una
mayor afinidad por Ca®. Sorprendentemente, ia bomba de Ca* en el
higado contiene un dominio que une calmodulina con aita afinidad, a
pesar de su pérdida de respuesta a caimodulina {Kessler y cols., 1990). Otras
propiedades peculiares de la enzima aislada del higado es su activacion
por una proteina especifica hepdtica (Lotersztajn, 1981), presenta un peso
molecular ligeramente mayor a las ofras bombas de Ca*', alrededor de
140 kDa (Kessler y cols., 1990) y tiene una baja especificidad por el nucledtido
(Chan'y Junger, 1983).

13
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1.2. Clclo catalitico de la ATPasa-(Ca2* Mg2+) de la membrana plasmdtica.

La figura 4 llustra el esquema de reacciones de el ciclo catdlitico de
la ATPasa-({Ca® Mg?') propuesta para el eritrocito y aplicable a las ATPasas
de Ca* de la membrana plasmatica de otros fipos celulares.

nMCa],

ATP +E, ;————k—&——b Ca E,~P +ADP
A
A ca*

Mg* ? Mg*
(bajo} {bajo)
v M-ATP o) ¥
Pi+ E, = /f'/ > Ca.E~P
mM[Ca?],

Flg. 4. Ciclo enzimalico de la ATPosa-(Caz*,Mg"“) de membrana plasmdtica. La proteina
hidroliza al ATP de manera ciclica a través de dos estados conformacionales (E; y E: 2) en
direcclon de las manecilias del reloj La fosforilacion por ATP en un grupo acil de E] inicia
el clclo, Este paso requiere Ca?*, La transformacion de Ey ~ P> Eg ~ Prequiere Mg?*. La
desfosforilacion requiere concentraciones altas de ATP (o Mg-ATP). EI Ca?2* intero se une
a lo protemo antes de la fosforilacion. Ey es la forma que presenta el sitio de unién a
Ca?* en la superficie inferna de la membrana. El Ca2t que se libera al medio puede
ocurrir en la desfosforilacion. Los asteriscos indican los requerimientos de las reacciones
parciales.

El esquema se basa en experimentos de velocidad de fosforilacion y
desfosforilacion de la enzima, en los efectos de Mg®* y de los inhibidores
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La®* y vanadato (Carafoli y cols., 1982; Scahtzmann, 1982). La fosforilacion de la
enzima requiere la presencia de Ca”. La afinidad por Ca” es alia aun en
ausencia de ATP (Richards y cols., 1977) y el Ca’' no influye en la afinidad por
el nucledtido (Schatzmann, 1982}, El Mg-ATP es el susirato, pero en ausencia
de Mg”" existe aclividad enzimatica baja sostenida por ATP libre o Ca-ATP
(Muallem y Karlish, 1981). £l intermediario fosforilado puede estar en dos
estados conformacionales (E,~P, E~P) y su interconversion se basa en los
requerimientos de Mg”" durante el ciclo catalitico. La transicion de E~P a
E,~P se incrementa con el aumento de Mg-ATP, debido a que
concentraciones altas de ATP { = 100 pM) aceleran la desfosforilacion, 1o
que concuerda con el hallazgo de dos sitios de afinidad para el ATP y para
el transporte de Ca* (Muallem y Karlish, 1981). El La* bloguea la
interconversién de los intermediarios fosforilados. Con 0.2 mM de La® la
desfosforilacion hacia adelante es imposible, pero la reaccion en reversa
[con exceso de ADP} es rapida (Schatzmann y Birgin, 1978). Si el La®" se aflade
después de que la fosforilacidn se ha llevado a cabo en ausencia de Mg”,
la adicién de ATP (0.5 mM) y Mg*" (1 mM inician una caida insignificante
de el intermediario fosforilado; pero si el Mg”" esta presente durante la
fosforilacién, el La®** no detiene la desfosforilacion que produce la adicion
de ATP (+ Mg®'} (Schatzmann, 1983).

La hidrélisis de ATP ocurre via un intermediario acilfosfato, en donde
el fosfato se une covalentemente a un residuo aspartilo de la proteina
(Knauf y cols.,1974; Tanford, 1983). La enzima puede existir en dos diferentes
estados conformacionales, denominados E, y E, . Aparentemente estas dos
conformaciones tienen diferente afinidad por Ca® y ATP, asi como una
orientacién diferente en el plano de la membrana; esto es, con un sitio de
alta afinidad para Ca** orientado hacia el interior y otro de baja afinidad
orientado hacla el exterior cuando la enzima realiza su funcién; sin
embargo, podria tratarse de un mismo sitio con cambios en |a afinidad por
Ca* durante el diclo catalitico. La forma E, posee un sitio catalitico de alla
afinidad para el ATP y en E, este sitio se convierte en un sitio no catalitico
de baja afinidad por el nucléotido. La formacion de E5~P es endergonicay
absolulamente dependiente de Ca”' aunque el Mg*' puede estimularlo;
pero la direccidn de la reaccion se realiza hacia la formacion de E, + P,
debido al caracter fuertemente exergdnico del paso E~P = E, + P, , el cual
parece acelerarse con Mg y ATP. La transicion de E, a E, parece estar
favorecida por la presencia de ATP (Carafoliy col., 1982; Rega y col., 1986;
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Mas-Oliva, 1987). Mieniras que concenlraciones bajas de Ca®* favorecen la
hidrolisis de ATP, la reaccidn en reversa es favorecida ulilizando
concentraciones milimolares de Ca®', induciendo la sinfesis de ATP a partir
de P, y ADP (Mas-Olivay cols.,1983; Mas-Oliva, 1985).

Estudios realizados en células hepdticas nommales, en regeneracion y
tumorales sobre el acoplamiento entre la aclividad de la ATPasa-
(Ca® Mg®) vy el transporte de calcio demuestran  que existe un mayor
acoplamiento en las células fransformadas, debido a que la reaccion de
intercamblo ATP <> Pj es similar a la observada en células normales pero la
actividad de hidrolisis es mucho menor en las fransformadas. Esto sugiere
un mecanismo mas eficiente en las células hepdticas tumorales para
regular los movimientos de calcio con un gasto menor de energia (Mas-
Oliva y cols., 1990},

16
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1.3. Regulaclén de la actividad catalitica de la ATPasa-(Ca 2*,Mg2*) de la
membrana plasmatica.

Diversos estudios sobre la actividad de la ATPasa-(Ca®’, Mg?') de la
membrana plasmdtica han demostrado que puede ser modificada por
diferentes factores que incluyen calmoduling, lipidos, protedlisis limitada,
solventes orgdnicos, iones inorgdnicos, proteina  cinasas, farmacos
antagonistas de calmodulina y moléculas que se unen covalentemente a
proteinas.

a) Regulacion por calmodulina.

Como se menciond previamente, la proteina soluble de alta
afinidad por Ca®, denominada calmoduling, estimula la actividad de la
ATPasa-(Ca®* Mg?) de la membrana plasmdtica en paralelo al transporte
de calcio. La estimulacién de la actividad enzimdtica estd dada por una
disminucién en la Km para el Ca®, asi como por un incremento en la Vmax
de la reaccion (Gopinath y col,, 1977; Jarrett y col., 1977; Waissman y cols., 1981;
Larsen y cols., 1981; Carafoli y col., 1982; Rega y col., 1986; Mas-Oliva, 1987).

La calmodulina es una proteina ubicuila que se considera como un
receptor de Ca® infracelular multifuncional que regula diferentes procesos
celulares, entre los cuadles se encuentran el metabolismo de nucledtidos
ciclicos, la contraccién, la mofiidad celular, la proliferacion vy la
diferenciacion celular (Rega y Garrahan, 1986). La calmodulina de vertebrados
presenta la misma secuencia de aminodcidos, mientras que solo presenta
el 90% de simililud con la calmodulina procedente de plantas y
protozoarics. La calmodulina es una proteina de una sola cadena de 148
aminodcidos que forma dos Idbulos estructuraimente similares conectados
por una a-hélice de siete vueltas y cada Idbulo contiene dos sitios de unién
a Ca*. Dentro de las calmodulinas de eucariontes, la calmodulina de
levadura es la mas diferente a la calmodulina de vertebrados, debido a
que solamente presenta tres sitios de unién a Ca®'.  Estudios realizados
in vihe han demostrado que la mitad de la molécula de calmodulina
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(residuos 1 a 77 y 78 a 148 de la calmodulina de vertebrados) es suficiente
para la activacion de tres enzimas: fosforilasa  cinasa, ATPasa de
membrana plasmdatica y adenilato ciclasa bacteriana (Ohya y Anraku, 1992).

Se ha demostrado que la calmodulina es un componente
indispensable para el crecimiento celular que se sintetiza durante el ciclo
celular en el enlace de las fases G,/S. En células de mamiferos, un
aumento en el nivel de calmodulina acelera la velocidad de proliferacion
celular y una disminucion detiene transitoriamente la progresion del ciclo
celular en las fases G, y M (Means y Rasmussen, 1988). El nivel de calmodulina
puede aumentar en células transformadas por virus oncogénicos,
carcindgenos quimicos u hormonas (Veigl v cols., 1982; Criss y Kakiuchi, 1982;
Means y Rasmussen, 1988). La alteracidn de los niveles intracelulares de
calmodulina puede expresarse a través de alteraciones en los sistemas que
son regulados por los niveles de Ca® infracelular. El Ca®* extracelular
también modula la proliferacion celular de células normales, como en las
del higado, controlando la sintesis de DNA; sin embargo, en células
neopldsicas incluyendo las hepdticas, la sintesis de DNA es independiente
del Ca® extracelular (Mac Manus y cols., 1989).

En la mayoria de los tumores se ha encontrado una proteina con
peso molecular de 11,000, relacionada genéticamente con proteinas que
unen a Ca®, como son la troponina C, la calmodulina y la parvalbyming, a
la cual se ha denominado oncomodulina. La oncomodulina presenta un
50% de similitud con la parvalbuming, une Ca* y se expresa durante el
desarrolio prenatal en la placenta pero no en el feto y no se ha detectado
en células normales en el adulto humano (Mac Manus, 1980; Mac Manus y cols.,
1989). En células de hepatoma se ha encontado que el calcio total
infracelular aumenta, asi como la actividad de calmodulina en el
citoplasma y se sintetiza oncomodulina (Criss y col., 1982),
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b) Regulacién por lipidos.

La aclividad de la ATPasa-{Ca*' Mg} de la membrana plasmdtica,
al igual que ofra serie de proteinas y enzimas de diversas membranas estd
regulada por la composicion lipidica de la bicapa. El fratamienio de las
membranas con fosfolipasas suprime la actividad de la ATPasa-(Ca’ ,Mg™).
sin embargo, la actividad se restablece con la adicién de lipidos exdgenos
(Richards y cols., 1977, Roelofsen y Schatzmann, 1977, Romner y cols, 1977). La
solubilizacion de la membrana con detergentes inactiva ireversilemente
a la enzma, pero al afadir fosfolipidos al medio de solubilizacion, se
previene la inacfivacion (Niggli y cols, 1971; Gietzen y cols,, 1980). La
disponibilidad de preparaciones de ATPasa-(Ca®',Mg*) purificada, junio
con el desarollo de procedimientos para reconslituir a la enzima en
vesiculas de composicidn controlada, facllifan los estudios de interaccion
de la enZzma con su ambiente lipidico. Estos estudios han permitido
establecer que para preservar la integridad estructural y funcional de la
ATPasa-(Ca*" . Mg*) no se requiere de una clase especifica de lipido de
membrana, pero que los efectos de calmodulinag son altamente
dependientes de la composicion del ambiente lipidico (Rega y col., 1986). De
manera que cuando la enzima se reconstituye con fosfolipidos acidos
como fosfatidilserina (PS) o acidos grasos polinsaturados de cadena larga
(18 C), la ATPasa actua como si hubiera calmoduling, adqguiiendo las
caracteristicas de alta afinidad por Ca** v alta actividad hidrolifica, pero
plerde la capacldad de ser estimulada por calmoduling; mientras que esta
estimulacion es maxima cuando la enzma se reconstituye en fosfolipidos
neutros como fosfatidiicolina (PC) (Niggli y cols., 1981; Carafoli y col.,, 1982).
Ademds, se ha encontrado que los polifosfoinositidos son activadores
potentes de la ATPasa -(Ca*" ,Mg®) reconstituida, los cuales aumentan la
Vmax, la afinidad por el lon caiclo y ligeramente la cooperatividad por
Ca*" de la enzima (Carafoliy col., 1982; Penniston, 1982).

La polencia relativa de los fosfolipidos dcidos en la estimulacion de
ia ATPasa-{Ca* Mg®) es la sigulente: fostafidiinositol-difosfato  (PIP2) >
fosfatidilinositol-monofosfato (PIP) > acido fosfatidico (PA) > fosfatidilinositol
(Pl) = PS > PC. El PIP, PIP2 y el PA fienen un efecto bifdsico,
produciendo estimulacion  a badjas concenfraciones vy  un  efecto
Inhibitorio @ concenlraciones altas; mientras que PS y Pl tienen un
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efecto estimulatorio que depende de la concentracion (Missiaen v cols.,
1989). Al parecer, el efecto estimulatorio de calmodulina se pierde en
presencia de lipidos acidos pero no su unidn, ya que la ATPasa-{Ca” Mg™)
de la membrana plasmdatica solubilizada en presencia de PS es refenida en
columnas de calmodulina-sefarosa con la misma eficiencia que al ser
solubilizada en presencia de PC (Niggli y cols., 1979; Gietzen y cols., 1980).

Por otro lado, en nuestro laboratorio hemos encontrado que 1os
niveles de colesterol de la membrana plasmdtica pueden modular |a
actividad de la ATPasa-(Ca® Mg”)(Ortega y Mas-Oliva, 1984; Mas-Oliva y
Santiago-Garcia, 1990). Se ha demostrado que la actividad hidrolitica de la
enzima es inversamente proporcional a la concentraciéon de colesterol en
la sarcolema cardiaca; observandose una actividad hidrolitica baja
asociada a un contenido allo de colesterol, en contraste con una
aclividad hidrolitica alta en presencia de concentraciones bajas de
colesterol (Ortega y Mas-Oliva, 1984 y 1986). Recientemente se ha demostrado
una relacién directa entre la concentracion de colesterol de la sarcolema
cardiaca y el fendmeno de termoestabilidad en la actividad de la ATPasa-
(Ca* Mg¥). Se ha observado que al aumeniar la concentracion de
colesterol en el sistema membranal, la ATPasa es mds termoestable,
aunque presenta una actividad hidrolitica baja; sin embargo, este
fendmeno no se presenta en el caso de membranas desprovistas de
colesterol, en donde se observa una alta sensibilidad a la temperatura. Las
diferentes concentraciones de colesterol en la membrana plasmdtica
Unlcamente afectan la Vmax de la reaccién de la ATPasa-(Ca? Mg?) sin
observarse camblos aparentes en la Km de la enzima por €l ATP (Mas-Oliva y
Santiago-Garcia, 1990). Una propuesta para explicar los diferentes resultados
de termoestabilidad enzimdtica, ha sido el relacionar este fendmeno con
el desdoblamiento de las proteinas, el cual resultaria en una disminucion
en las fuerzas que mantienen la conformacién nativa de las proteinas
(Cheng y cols., 1987). M&s aun, existen evidencias que permiten proponer al
agua como responsable de muchas interacciones no covalentes en
diferentes sistemas enzimdticos. Con base en estas observaciones y a la
propuesta de que el colesterol es capaz de reducir la hidratacion de la
bicapa lipidica (Simon y cols., 1982), se ha planteado la posibilidad de que el
arreglo normal de uniones de hidrogeno enfre el agua v los diferentes
fosfolipidos sea allerada al infroducir colesterol al sistema. Este tipo de
observaciones han auxilado en el disefio de experimentos en donde

20



INTRODUCCION

enzimas de la membrana interna mitocondrial (H'-ATPasa  y citocromo
oxidasa) han sido esfudiadas en presencia de solvenies organicos,
encontrdndose que la termoestabilidad enzimdtica aumenta  varias
drdenes de magnitud y se modifica importantemenie por el contenido de
agua en el solvente (Ayala y cols., 1986). El estudio de la actividad catalitica
de la Fi de la ATPasa mitocondrial en solventes orgdanicos, demuestra que
la enzima adquiere un estado catalifico progresivo en paralelo con una
raplda desnaturalizacion térmica (Garza-Ramos y cols.,1989). Por ofro lado, se
ha reportado que los solventes orgdnicos mimetizan los efectos
estimulatorios de calmodulina y de fosfolipidos acidos sobre la ATPasa-
(Ca® Mg*) de membrana plasmatica. Los solventes orgdnicos aumentan
la afinidad por Ca** y el nimero de recambio de la enzima. Bl incremento
en la afinidad por Ca” es superior a la obtenida con calmodulina. La
cooperatividad por calcio observada en presencia de calmodulina
desaparece después de la adicion de dimetilsulfdxido al medio de ensayo
(Simon y cols., 1982; Benaim y de Meis, 1989). Los efectos de solventes organicos
sobre fa ATPasa-{Ca”* Mg*) de membrana plasmdtica difieren de los que
se observan en la ATPasa-(Ca” Mg®') del RS, debido a que en la Ultima no
modifica la afinidad por Ca®' y la aclividad catalitica se inhibe con
concentraciones de dimetilsulfoxido que activan al maximo a la enzima de
membrana plasmdtica (The y Hasselbach, 1977).

c) Regulaclon por protedlisis controlada.

La actividad de la ATPasa-(Ca?” Mg?') de la membrana plasmatica
puede ser estimulada por tratamiento conirolado con tripsina (Taverna vy
Hanahan, 1980; Sarkadi y cols., 1980). Se ha observado que la madxima
actlivaciéon resulta de 1a liberacidon de un fragmento triptico de alrededor
de Mr 30 kDa de la ATPasa. El tratamiento conirolado con tripsina
reproduce |os efectos de calmodulina sobre los parametros cinéticos de la
enzima, pero se pierde la sensibilidad a la calmodulina (Sarkadi y cols., 1980;
Carafoli y Zurini., 1982; Benaim y cols., [984; Missiaen y cols., 1989).

La exposicion de la ATPasa-(Ca* Mg”) a tripsina en presencia de
diferentes efectores de la actividad, modifica el patrdn proteoliico de la
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enzima, enconirandose la acumulacion de un polipéptido de Mr 85 kDa
cuando la enzima ha sido fralada con altas concentraciones de Ca® y
calmodulina vy ofro polipéptido de Mr 81 kDa cuando ha sido fralada con
VO5 y Mg®. Ambos fragmentos provienen de intermediario de Mr 90 kDa
que presenta actividad hidrolitica dependiente de Ca* y calmodulina y
que mantiene su capacidad de transporte de calcio en liposomas
reconstituidos de PC. Los fragmentos de 85 y 81 kDa reconstituidos en
liposomas presentan diferencias en su actividad hidrolitica y de transporte
de calcio . El primero mantiene su capacidad de unidn a calmodulina pero
presenta una menor capacidad hidrolitica y de transporte de calcio que
no es estimulada por calmodulina y el segundo fragmento pierde su
capacidad de unidén a calmodulina pero presenta una mayor capacidad
hidrolitica y de transporte de calcio (Carafoli y Zurini., 1982; Caroni y cols., 1983;
Benaim y cols., 1984 y 1986).

d) Regulacién por proteina cinasas.

La ATPasa-(Ca* Mg®) de la membrana plasmdtica es regulada por
fosforilacidon a fravés de proteina cinasas. El sitio de fosforilacion se localiza
entre el C-terminal y el dominio de unidén a calmodulina. La proteina cinasa
A estimula a la bomba tanto in sils (Sarkadi y cols., 1980}, como en el estado

purificado (Smallwood y cols., 1988). La proteina cinasa C también fosforila a
la bomba de Ca®, pero no es claro sl la fosforilacidn estd ligada a su
activacién (Caroni y Carafoli, 1981b; Wang y cols., 1991).
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e) Regulacion por oligomerizacion de la enzima.

Recientemente se ha establecido que la asociacion de mondmeros
de la ATPasa-(Ca** . Mg**) de la membrana plasmatica del eritrocito en una
estructura oligomérica (dimero) es una caracteristica importante para la
activacion de la enzima (Kosk-Kosicka y Bzdega, 1988, 1990; Kosk-Kosicka y cols.,
1989; Coclho-Sampaio y cols., 1991). Como s& menciond previamente, la enzima
alterna entre dos estados conformacionales &, y E, durante su ciclo
catalitico. La unién de Ca®" camblia el equilibrio hacia E, (Adamo y cols.,
1988), mientras que el vanadato estabiliza el estado E, (Barrabin y cols., 1980).
La predominancia de un estado de la enzima sobre el otro afecta el
equilibrio mondmero/ dimero (Coelho-Sampaio y cols., 1991). En presencia de
Ca’" la interaccidn entre unidades de la enzima es mds fuerle en E, que en
E, . La calmodulina en presencia de Ca* no tiene efecto adicional en el
equllibrlo de asociacion de la ATPasa (Kosk-Kosicka y Bzdega, 1990; Coelho-
Sampaio y cols.,, 1991), Para explicar esto, se propone que la calmodulina
acelera la interconversion entre E, y E, en ambas direcciones, en lugar de
favorecer el equilibrio hacia E,, como fue propuesto por Adamo y cols. en
1988; o blen, que el equilibrio enire los dos estados conformacionales se
cambia hacia E, por la adicidn de calcio y por esta razén no existe efecto
de calmodulina sobre la disociacion de la ATPasa (Coelho-Sampaio y cols.,
1991). Sin embargo, Carafoli {1992) manifiesta que si la oligomerizacion
ocurre in wvive, pProbablemente refleje solamente la  asociacidon de

mondmeros al azar.

f ) Inhibidores de la ATPasa -(CaZ*, Mg2*).

Aungue no se conoce un inhibidor especifico de la ATPasa-
(Ca* Mg?), como los glucdsidos cardiotdnicos en el caso de la ATPasa-
(Na*/K*), existen muy diferentes tipos de sustancias que inhiben a la bomba
de Ca”, lo que ha permitido conocer acerca del mecanismo de
transporte activo de la reaccién. Las sustancias Inhibidoras de la ATPasa-
(Ca® Mg?) comprenden iones inorgdnicos, farmacos antagonistas de
calmodulina y compuestos que reaccionan con grupos funcionales de
las proteinas(Schatzmann, 1982; Rega y col, 1986).
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Los lantdnidos inhiben la aclividad hidrolitica de la  ATPasa-
(Ca® Mg?) en menor grado que el fransporte activo de Ca”,
probablemente debido a que estos cationes son capaces de combinarse
con el sitio de unién para Ca”. La inhibicion por La™ ha permitido conocer
el mecanismo de reaccién de la ATPasa-(Ca*' Mg”'), debido a que se ha
enconfrado que durante la inhibicion, el nivel de la fosfoenzima en el
estado estacionario aumenta, lo cual ha permitido concluir que la
formacion de un intermediario fosforilado precede al transporte de Ca®
(Szasz y cols., 1978b; Schatzmann, 1982).

El vanadato (VOs) inhibe a la mayoria de las ATPasas tipo Py es uno
de los inhibidores mdas cominmente empleados para estudiar a la ATPasa-
(Ca® Mg¥) de membrana plasmdtica. El VO inhibe con alta afinidad
(K, = 3 uM) la actividad hidrolifica y el transporte de Ca*” de la enzima, y
disminuye el nivel de fosfoenzima en el estado estacionario. La eficiencia
del VO3 como inhibidor depende de la fuerza idnica del medio y de la
concentracién de ATP. En ausencia de Mg®" el VOs no produce inhibicién
y el K" en presencia de Mg* aumenia el efecto inhibidor del anion. Las
concentraciones bajas de Ca®* que se requieren para la activacion de la
ATPasa-{Ca* ,Mg®) no afectan la afinidad aparente para la inhibicidn por
VOs , pero concentraciones altas de Ca® suprimen progresivamente la

inhibicién por VO3~ (Barrabin y cols., 1980; Schatzmann, 1982).

Las fenotiacinas, en particular la trifluoperacina y las butirofenonas,
han sido las drogas mas cominmente usadas como antagonistas de
calmodulina e Inhiben fa actividad estimulada por calmodulina de fa
ATPasa-(Ca®' ,Mg*') de RS y de membrana plasmdtica. La mayoria de los
antagonistas de calmodulina son cationes anfifilicos que se unen a la
regidn hidrofdbica expuesta por Ca** en la calmodulina y bloquean
competitivamente su Inferaccion con las enzimas blanco. Uno de los
efectos colaterales de los antagonistas de calmodutina es fa inhibicion de
la ATPasa-{Ca® Mg?') en ausencla de calmodulina v la inhibicion de los
efectos estimulatorios de los lipidos dcldos v de la protedlisis limitada.
Ademds, estos antagonistas inhiben ofras ATPasas de membrana
independientes de calmodulina y otros sistemas fransportadores de calcio.
Los antagonistas de calmodulina mas ufilizados en el estudio de la ATPasa-
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(Ca® Mg?®') son el calmidazolium y el compuesto 48/80 que al parecer son
mds selectivos, debido a que no actian sobre ofras ATPasas y no
presentan efectos sobre lipidos dcidos o actividad proteolitica (Schatzmann,
1982; Rega y col., 1986).

Oftro agente inhibidor de la ATPasa-(Ca® ,Mg?') es la N-etiimaleimida
(NEM), que actia de diferente manera en presencia o ausencia de los
ligandos fisloldgicos. El ATP, Na* y K" protegen parcialmente contra la
inhibicidn de este compuesto. El Ca® aumenta la sensibilidad de la enzima
a NEM (Schatzmann, 1982; Rega y col., 1980).

El isiotiocianato de fluoresceina (FITC) es un ligando que se une
covdalentemente a los sitios de unidn de ATP en las ATPasas fransporfadoras
de cationes. El FITC inhibe Irreversiblemente la aclividad de la ATPasa-
(Ca® Mg®) y el transporte de Ca”. La cuva de inhibicidén del FITC es
bifasica, indicando la presencia de dos sitios de union para el ATP, uno de
alta dfinidad y otro de bqgja dfinidad. La inhibicién se previene
completamente con ATP (Schatzmann, 1982, Muallem y Karlish, 1983; Rega vy
col.,1986).
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Il. OBJETIVOS.

Diferentes trabajos han demostrado que la calmodulina estimula la
actividad de la ATPasa-(Ca?t, Mg?) y el transporte de calcio. Asi fambien,
estudios sobre la formacion del intermediario fosforilado de la ATPasa-
(Caz, Mg?), indican que la calmodulina estimula la velocidad de
fosforilacion de la enzima sin cambiar el nivel de EP en el eslado
estacionario (Muallem y col., 1981; Allen y cols., 1987}, lo cual ha sugerido que
la calmodulina ejerce su efecto regulador en las reacciones de
fosforilacion y de desfosforilacion de la enzima durante su ciclo catalitico.
La mayoria de los estudios de la regulacion de calmodulina sobre el
intermediario fosforlado de la ATPasa-(Ca?, Mg?t) se han realizado en la
enzma procedente de fantasmas de erilrocifo y es poco lo que se
conoce acerca de este efecto en la ATPasa-(Ca?t, Mg?) de sarcolema
cardiaca.

Los datos obtenidos de los estudios de fosforilacion de la ATPasa-
(Ca2t, Mg?") de erifrocitos, plantean la posibiidad de que sl la
calmodulina estimula la velocidad de fosforilacion sin cambiar el nivel de
EP en el estado estacionario, el efecto regulador de la proteina podria
efectuarse antes de que la enzima alcance el estado estacionario. Por
este motivo y con el propdsito de estudiar los mecanismos de regulacion
de calmodulina sobre el intermediario fosforilado de la ATPasa-(Ca?t,
Mg?) de la sarcolema cardiaca durante su ciclo catalitico se plantearon
los siguientes objetivos:

1) Disefiar y aislar a nivel preparativo una fraccion microsomal
cardiaca de bovino deficientes en camodulina para aumentar el
rendimiento en la purficacién de  la ATPasa-(Ca?, Mg?)
sarcolemal,

2) Caracterizar la fraccion microsomal cardiaca de bovino en su
contenido enzimdtico.

3) Purificar a la ATPasa-(Ca?t, Mg?) de sarcolema cardiaca
mediante técnicas de cromatografia de dfinidad, haciendo un
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estudio comparativo con la enzima purificada de fantasmas de
eritrocito.

4) Determinar el sitio de accidon de la calmodulina dentro del
ciclo catdlitico de la ATPasa-(Ca?*, Mg?') y definir su efecto
sobre el intermediario fosforilado de la enzima.
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lil. MATERIALES Y METODOS.

lI.1. MATERIALES.

Todos los reactivos quimicos empleados en el presente trabajo
fueron de alto grado de pureza, disponibles comercialmente. El ATP, el DT,
el Trizma base, el HEPES, la azida de sodio, el EDTA, el EGTA, el SDS, el citrato
de sodio, el dcido mdlico, la ouabaina, la oligomicina, el vanadato, el
lantano, el Triton X-100, la fosfatidilcolina tipo IV-S de frijol de soya, la
sefarosa 4B activada con bromuro de cianogeno, la acrilamida vy los
marcadores de peso molecular fueron obtenidos de Sigma Chemicals (St.
Louis, MO.) y el TCA de Merck (México). La fenil-sefarosa de Pharmacia.

La fosfatidilcolina empleada se lavo previamenie con acetona-éter
para eliminar los dcidos grasos libres y lipidos peroxidados, siguiendo el
procedimiento de Kagawa y Racker {1971).

El Arsenazo Il purificado fue amablemente donado por el Dr.
Edmundo Chavez, Instituto Nacional de Cardiologia.

Las unidades de sangre total fueron proporcionadas por los Bancos
de Sangre de el Instituto Nacional de Cardiologia y de el Hospital General
dela S.S.
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lIl. 2. METODOS.

2.1, Método preparativo de aislamiento de microsomas cardiacos de
bovino deficientes en calmodulina.

Después de exiraer el corazdon de la res, se coloca en hielo y se lava
con una soluciéon que contiene NaHCO, 10 mM y azida de sodio 0.5 mM,
pH 7.0 (solucion A). Todo el procedimiento se lleva a cabo a 4 °C. El tejido
muscular se diseca de grasa, grandes vasos, pericardio y cuerdas
tendinosas, y se corta en pedazos pequenos de aproximadamente 1 a 2
cm3, que se emplean inmediatamente o se guardan a -80 °C para su
posterior utilizacion.,

La figura 5 esquematiza el procedimiento de nuestra modificacion al
método de Van Alstyne y cols. descrito en 1980 para el aislamiento de
microsomas cardiacos de perro. El iejdo cardiaco de bovino se
homogeniza con 2 volimenes de la solucion A en una licuadora a
velocidad maxima durante 2 minutos (dos veces). Se ahaden 5 volimenes
de solucion A y se rehomogeniza el tejdo en un Ultra-Turrax 1-25 a
velocidad maxima con 5 pulsos de 5 segundos cada uno. Este segundo
homogenado se licta nuevamente con 2 pulsos de 2 minutos vy se filfra a
través de gasa de algoddn v el fillrado se centrifuga a 8,700 x g x 30
minutos para obtener la pastilla 1 y el sobrenadante 1 que se separa y
almacena . La pastilla 1 presenta dos porciones, una superior de color
café, que se extrae con una cucharilla (se descarta) y otra inferior de color
rosa pdlido, la cual se resuspende en 5 a a 6 volimenes de solucion A,
para homogenizarse nuevamente en licuadora a velocidad maxima con 2
pulsos de 2 minutos. La suspension se centrifuga a 8,700 x g x 30 minutos
para obtener el sobrenadante 2, el cual se mezcla con el sobrenadante 1,
mieniras que la pastilla 2 se descarta. La mezcla de los sobrenadantes 1y 2
se cenfrifuga a 22,000 x g x 60 minutos para obtener la pastilla 3 que se
resuspende en 5 a 6 volumenes de solucion B que contiene Tris-malato 20
mM, KCI 0.6 M, pH 6.8 y se homogeniza en un homogenizador de vidrio,
pasando 5 veces el vastago de teflon, La suspension se centrifuga a 33,000
X g x 60 minutos para obtener la pastilla 4, la cual se resuspende en 5 a 6
volimenes de solucion C que contiene Hepes 10 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4 y
se homogeniza 5 veces en el homogenizador de vidro-tefldn. Este
homogenizado se coloca sobre hielo en un agitador magnético a baja

29



MATERIALES Y METODOS.

HOMOGENADO DEL TENDO
SOLUCION A

Filtrar

I 8,700 x g/ 30"

Pastilla 1 -

Desechar parte superior
Resuspender y homogenizar
parte inferior (rosa)

SOLUCION A (5-6 vols)

Pastilla? -t

8,700 x /30’

- Sobrenadante 1

= Sobrenadante 2

Pastilla 5
SOLUCION b (1-2 vuls)

I

Gunrdarn - 80 C

Pastillad4 &
SOLUCION C (5-6 vols)

22,000 x g /60"

Pastilla 3
SOLUCION B (5-6 vols)

Sobrenadante 3

33,000 x g/ 60"

Sobrenadante 4

50,000 x g/ 300

Sobrenadante 5

Fig. 5. Dlagrama de flujo. Esquema de alslamiento de una fracelén microsomal cardiaca
de bovino deficiente en calmodulina. Los detalles se sehalan en la seccidén de Métodos.
Todo el procedimiento se lleva a cabo a 4°C. Solucién A: NaHCO3 10 mM, NaNg 0.5 mM,
{pH. 7). Solucidn B: Tris-malato 20 mM (pH. 6.8), KCi 0.6 M. Solucion C: Hepes 10 mM (pH,
7.4), EDTA 2 mM, . Solucidn D: Tris-malato 50 mM (pH, 7.4), MgClp 0.5 mM, CaCly 50 pM.
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velocidad durante 20 minutos. Posteriormente, se centrifuga a 50,000 x g x
30 minutos para obtener la pastila 5 que se resuspende en 1 a 2
volimenes de solucién D que contiene Tris-malato 50 mM, MgCl, 0.5
mM, CaCl, 50 uM, DTT 2 mM, pH 7.4, y se homogeniza en el homogenizador
de vidrio-tefldn. Se mide el volumen oblenido y se guarda en dlicuolas
a -80 °C hasta su utilizacion.

I11.2.2. Preparacion de membranas de eritrocito humano deficientes en
calmodulina.

Los fantasmas de erifrocito humano se preparan siguiendo la
metodologia de Waisman y cols. (1981) en relacion a los pasos de
centrifugacion, pero para llevar a cabo la hemdlisis v la exfraccion de
calmoduling, se emplean las soluciones ufilizadas por Niggli y cols. (1979),
debido a que en el primer método se utilizan soluciones que contienen
fosfato, lo cual Inferfiere en nuesiras determinaciones de actividad
enzimdtica.

Cada unidad de paquete globular se pesa y se considera como
peso humedo. El peso de cada unidad es de aproximadamente 200 g. El
procedimiento se lleva a cabo a 4 °C. B paqguete globular se resuspende
en 5 volumenes de solucidon A (isotdnica), que contiene KCI 130 mM, Tris-
HCI 20 mM, pH 7.4 y se centrifuga a 1,475 x g x 10 minutos. Se decanta
suavemente el sobrenadante y la pastilla se resuspende en 5 volimenes
de solucion A para repetir el procedimiento. Las células lavadas se
hemolizan resuspendiendo 2 ml de células por 35 ml de solucion B
(hipotdnica) que contiene Tris-HCI 10 mM, EDTA 2 mM, pH 74 vy se
centrifuga a 29,000 x g x 10 minutos. El sobrenadante se aspira con una
bomba de vacio y se repite el procedimiento 5 a 6 veces o hasta que la
pastilla adqguiere un color blanco. Se redlizan 2 lavados con solucidn € que
contiene Hepes 10 mM, pH 7.4. Los fantasmas libres de hemoglobina y
calmodulina se resuspenden en 1 a 2 volumenes de solucion D que
contiene Trissmalato 50 mM, CaCl, 50 pM, MgCl, 0.5 mM, DTT 2 mM, pH 7.4,
se mide el volumen y se guardan en alicuotas a -80 °C.
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111.2.3. Purificaclon de calmodulina.

La obtencidn de calmodulina se lleva a cabo siguiendo el método
de Gopalakrishna y Anderson (1982), utilizando tejido testicular de bovino.

El tejido (250 g) se homogeniza a 4 °C con 5 pulsos de 30 segundos
cada uno en una licuadora (esperando 3 minutos entre cada pulso), en
500 ml de una solucién que contiene Tris-HCI 40 mM, EDTA 4 mM, NaCl 100
mM (pH 7.4) y 0.5 ml de beta-mercaptoetanol por litro de solucion (solucion
A). El homogenizado se centifuga a 10,000 rpm durante 30 minutos en un
rotor GSA a 4 °C. El sobrenadante resuttante se filtra a tfravés de gasa de
algoddn y se colecta en hielo. Las pastillas se resuspenden en un volumen
igual con solucion A, se centrifugan vy filtran en las condiciones antes
mencionadas. El sobrenadante filfrado se cdlienta de 3 a 5 minutos en
agua hirviendo en fracciones de 100 a 150 ml (hasta que el sobrenadante
cambila de colory se observan grumos). Inmediatamente se enfria en una
mezcla de acetona-hielo seco para centrifugarse a 10,000 rpm x 30
minutos en un rofor GSA a 4 °C. El sobrenadante resultante se dializa
durante toda la noche a 4 °C con 18 litros de Tris-HCl 40 mM (pH 7.4), NaCl
100 mM y beta-mercapitoetanol (0.5 ml/ litro) (solucidn B). Posteriormente
esle sobrenadante se dializa 4 horas a temperatura ambiente con 4 litros
de la solucion B. El didlizado se centrifuga a 8,700 rpm durante 60 minutos
en un rotor GSA a temperatura ambiente. Al sobrenadante se le afade
CaCl, a una concentracién final de 2 mM vy se aplica a una columna de
fenit-sefarosa de 50 ml (a temperatura ambiente, al Igual que los siguientes
pasos) . La columna se equilibra previamente con 500 ml de una solucidn
que contiene Tris-HCI 40 mM (pH 7.4), NaCl 100 mM y CaCl, 2 mM (solucidn
C). Después de eluir la muestra, la columna se lava en primer lugar con un
litro de Tris-HCI 40 mM (pH 7.4), NaCl 500 mM, CaCl, 2 mM (solucion D),
posteriormente se lava con un lito de solucidn C. Las proteinas retenidas
por la columna se eluyen con 300 a 500 ml de una solucién que contiene
Tris-HCl 40 mM (pH 7.4), NaCl 75 mM, EDTA 4 mM (solucidn E) y se colectan
fracciones de 2 a 3 ml. Finalmente se determina la densidad optica de las
fracciones a 280 nm. Las muestras que presentan una densidad dptica
mayor de 0.1 se mezclan y mantienen en refrigeracion hasta su uso. La
concentracion de proteina se determina de acuerdo a la siguiente
relacion:
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x —
valor D.O.()_221 =mg/ ml

donde 0.221 es el coeficiente de extinciéon especifico de calmodulina.

La proteina eluida con la solucién E en presencia de Ca?* 5mMy en
presencla de EGIA 5 mM se somete a electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 12% de acuerdo al método de Laemmii (1970 y se
tinen con azul de Coomassie segun el método descrito por Oakley y cols.
(1980), observdndose una banda polipeptidica con un peso molecular
cercano a los 17 kD y cuya movilidad electroforética se modifica en
presencia de calclo {resultado no mostrado).

Para regenerar la resina de fenil-sefarosa, la columna se lava con
200 ml de solucidn E a la cual se le anade urea é M. Posteriormente con
200 ml de agua destilada (desionizada), en seguida con 200 ml de etanol
al 50% y finalmente con 200 ml de la solucion C.

1l1.2.4. Acoplamlento de calmodulina a Sefarosa 48 CNBr.

La calmodulina que se obtiene por el método de Gopalakrishna y
col. (1982) se acopla a Sefarosa 4B activada con bromuro de cianégeno
siguiendo el método descrito por Niggliy cols. {1979).
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11.2.5. Purificacién de la ATPasa-(Ca?t Mg2t) de fantasmas de eritrocito

humano y de microsomas cardiacos de bovino por cromatogratia
de afinidad.

La purificacion de la ATPasa-{Ca?t Mg?') se lleva a cabo utilizando el
método descrito por Benaim y cols. {1984). Todo el procedimiento se lleva a
cabo a 4 °C. Los fantasmas de eritrocito o los microsomas cardiacos se
llevan a una concentracion final de 5 mg de proteina/ mi con una
sofucion de solubliizacion, la cual contiene KCI 130 mM, Hepes-KOH 10 mM
(pH 7.4), MgCl, t mM, CaCl, 50 pM, DIT2 mM. Se afade Triton X-100 al
10 % (p/v) para llevar a una concentracion final de 0.4 % y se colocan
sobre hielo en un agitador magnético a baja velocidad durante 10
minutos, si se trata de los fantasmas de eritrocito, o durante 20 minulos en
caso de los microsomas cardiacos. El material no solubilizado se refira
centrifugando a 100,000 x g durante 35 minutos. Al sobrenadante que se
obtiene se anade fosfatidilcolina sonicada en Hepes-KOH 10 mM, (pH 7.4)
para obtener una concentracion final de 0.5 mg de PC/ miy CaCl, a una
concentracion final de 100 uM.  El solubilizado se aplica a una columna de
Sefarosa 4B CNBr acoplada a calmoduling, la cual se equilibra con 2 a 3
volumenes de soluclon A que contiene KCI 130 mM, Hepes-KOH 20 mM (pH
7.4), MgCl, 1 mM, CaCl, 100 uM, DTT 2 mM, fosfatidilcolina 0.5 mg/mi y Triton
X-100 0.4 %. Las columnas se cargan con un flujo de 40 mi/h. Después de
eluir el solubllizado, la columna se lava con 10 volumenes de solucion A al
mismo flujo y después con 10 volimenes de solucion B, que contiene Triton
X-100 0.05 % en lugar de 0.4 %. Posteriormente la ATPasa-{Ca* Mg?') se
eluye con solucion € que contiene KCI 130 mM, Hepes-KOR {pH 7.4}, MgCl,
I mM, EDTA 2 mM, DTT 2 mM, glicerol 10 % {v/v), fosfatidilcolina 0.5 mg/miy
Triton X-100 Q.05 % a un flujo de 20 a 25 ml/h, colectdndose fracciones de
0.5 a 0.6 ml. Las soluciones B y C se sonican sobre hielo hasta clarificar,
generaimente 2 a 3 veces durante 2 minutos en un sonicador de vdstago
Branson 250 antes de ser utilizadas en as columnas.

A las fracciones obtenidas de la Ultima elucion, se les determina la
concentracion de proteina y la actividad hidrolitica de la ATPasa-(Ca”,
Mg?). Las fracciones con mayor actividad se relinen vy se les afiade MgCl,
y CaCl, a concentraclones finales de 1 mM y 50 pM respectivamente,
antes de guardarse en alicuotas de 0.5 ml en nitrdgreno fiquido.
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I11.2.6. Reconstitucién de la ATPasa-(Ca2*, Mg2*) soluble en liposomas.

La ATPasa-(Ca’* Mg”™) soluble, procedente de fantasmas de
eritrocito o de microsomas cardiacos se reconstituye en liposomas de
fosfatidilcolina siguiendo la metodologia de Kagawa y Racker (1971) y
como describen Niggli y cols, (1982). Este método consiste en anadir 100 pl
de la solucidn que contiene la ATPasa-(Ca’ Mg®') soluble a 50 pl de una
mezcla de lipido-colalo que contiene 25 mg de asolectina, 100 pl de
colato de sodio 400 mM (pH 7.4 ) y 400 pi de una solucion compuesta de
KCI 120 mM, Hepes-NaOH 20 mM  (pH 7.4), MgCl, 1.5 mM y CaCl, 60 pM.
Antes de afiadir la enzma, la mezcia se sonica hasla claridad,
generalmente 2 a 3 veces de 2 minutos a 4 °C en un sonicador de vastago
Branson 250. Posteriormente, la mezcla lipido-colato con la enzima se
dializa durante 18 a 24 horas a 4 °C contra 1000 volumenes de una solucion
que contiene KCI 130 mM, Hepes-NaOH 20 mM (pH 7.4), DITT 1 mM,
CaCl, 50 uM 'y  MgCl, I mM. Después de dializar las muestras se
emplean inmediatamente para medir transporte de calcio o para llevar a
cabo los experimentos de fosforilacion de la enzima.

111.2.7. Determinacién de la actividad de la ATPasa-(Ca2*, Mg2*).

La actividad de la ATPasa-(Ca® Mg?) se determina cuantificando el
Pi liberado en la reaccién hidrolitica a 37 °C. Se utilizan 50 pg de proteina
microsomal o de fantasmas de erilrocito en un volumen finai de 400 pl de
un medio de ensayo que contiene basicamente Tris-malato 50 mM (pH
7.4), MgCl,, CaCl, y ATP. Las concentraciones y las condiciones del medio
de reaccion se especifican en los pies de figura de los resultados.

Cuando el ensayo se realiza en presencia de calmodulina, la
proteina se preincuba media hora a 0 °C antes de iniciar la reaccion. La
reaccién se inicia al afiadir la mezcla de reaccion a la proteina y se incuba
10 minutos a 37 °C en un bafio de temperatura constanie. La reaccion se
detiene al afladir TCA a concentracion final de 7.5 %. Se centrifugan las
muestras a 3,000 rpm en una centrifuga clinica durante 5 minutos y al
sobrenadante desproteinizado se le determina el Pi liberado en la
reaccion, siguiendo la metodologia de Fiske y Subbarow (1925).
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Para determinar la actividad de la ATPasa-(Ca’ Mg”') soluble, as
como la incorporada a liposomas, se utiliza el mélodo de Lanzetta y cols.
(1979) que cuantifica el Pi liberado en la reaccion. El reactivo de Lanzetta
se prepara mezclando durante 20 minutos las soluciones AB en una
proporcion 3:1, se filtra a través de papel filtro Whatman 1y se ahade 0.8
ml de Triton X-100 al 10 % por cada 100 ml de la mezcla. La solucion A es
una solucién de verde de malaquita al 0.045% y la solucion B es de
molibdato de amonio al 4.2% en HCl 4N. Después de un minuto de haber
afadido el reactivo de Lanzetta a la mezcla de reaccidn, se afiaden 200 ul
de citrato de sodio al 34% (p/v) y se lee a 600 nm en el espectrofotometio
después de 30 minutos.

Las concentraciones libres de los cationes se calculan con el
programa de computo de A. Fablato (1988). Las constantes de asociacion
se tomaron de la publicacion de Martell y Sillén (1971).

111.2.8. Determinacldn de la actividad de la ATPasa-(Na*/K*).

La actividad de la ATPasa-(Na'/K') se determina como la liberacién
de Pi a partir de ATP a 37 °C en presencia de Na' y K', Se emplean 50 pg
de proteina microsomal o de fantasmas de eritrocito en un volumen final
de 400 pul en un medio de ensayo que contiene: MgCl, 4 mM, ATP 3 mM,
EGTA 500 uM (pH 7.4), NaCl 100 mM, KCI 200 mM a 37 °C en un bano de
temperatura constante durante 10 minutos. La reaccion se inicia
afadiendo NaCly KCl, y se detiene con TCA a concentracion final de
7.5 %. El Pi liberado por la reaccién enzimdtica se determina siguiendo la
metodologia de Fiske y Subbarow (1925).

Para determinar el efecto de ouabaina sobre la actividad
enzmdtica de las ATPasa de (Na'/K') y de (Ca® Mg?'), las membranas se
preincuban a 37°C durante 10 minutos en presencia de MgCl, y ATP. La
reaccioén se inicla con la adiciéon de NaCly KCl o CaCl, respectivamente.
Las concentraciones se indican en los pies de figura de los resultados.

Cuando se emplean diferentes concenfraciones de oligomicina en
la determinacién de las actividades de las ATPasas de (Na'/K') y
(Ca® Mg®) de microsomas cardiacos, las membranas se  preincuban
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durante 30 minutos con oligomicina a 0 °C, y la reaccion se inicia con la
adiciéon de la mezcla de reaccion correspondiente,

111.2.9. Determinaciéon de la concentracion de proteina.

La concentracion de proteina de los fantasmas de eritrocito y de los
microsomas cardiacos se determina por el método de Lowry y cols. (1951),
utilizando albumina sérica de bovino como estandar.

La concentracién de proteina en las fracciones purificadas, asi como
las incorporadas a liposomas, se determina por el método de Bensadoun y
Weinstein  (1976). Este procedimienio consiste en afadir 25 ul de
desoxicolato de sodio al 2% a un volumen de 3 ml de la muestra y
precipitar la proteina con TCA al 24 % (1 ml), para evitar la interferencia del
Triton X-100 y del Hepes. Se centrifuga a 3,000 rpm en una centrifuga
clinica durante 30 minutos y se retira el sobrenadante por medio de una
bomba de vacio y con la pastilla obtenida se sigue el procedimiento de
Lowry y cols. (1951).

111.2.10. Transporte de calclo.

El transporte de caicio llevado a cabo por la ATPasa-(Ca*' Mg”) de
microsomas cardiacos, de fantasmas de eritrocito y de la enzma
reconstituida en liposomas se determina colorimétricamente empleando
Arsenazo Il (50 uM) como indicador de Ca®* en un volumen final de 1 ml a
temperatura amblente por medio de un espectrofotémetro de doble rayo
Aminco DW-2 y utilizando como par de longitud de onda 675 y 685 nm,
sigulendo la metodologia descrita por Benaim y cols. (1986). El medio de
ensayo contiene KCi 130 mM, Hepes-KOH 20 mM, pH 7.4, MgCl, 0.5 mM, DTT
1 mM, 10 uM de Ca* libre y 50 ng de proteina de membranas de eritrocito
o de microsomas cardiacos. En el caso de utilizar enzima reconstituida en
liposomas, se emplean 3 a 4 ug de proteina . l.a reacclén se inicia al afiadir
ATP 50 nM.
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111.2.11. Microscopia electronica.

Las membranas de la fraccion microsomal cardiaca se fijan en una
solucion de glutaraldehido al 2.5 % y cacodilato de sodio 0.1 M a pH 7.4, se
postfijan en una solucion de tefradxido de osmio al 1 % y cacodilato de
sodio 0.1 M durante 60 minutos, se deshidratan en etanol absoluto y
posteriormente se embeben en resina Epon 812.

Los cortes finos de fas membranas se tifien con acetalo de uranilo al
5% y citrato de plomo. Los liposomas se tifien a través de tincidon negativa,
con dcido fosfotungstico (pH, 6.2). Posteriormente se observan al
microscopio electronico (Zeiss EM-10).

111.2.12. Electroforesls en geles de pollacrilamlda-SDS.

Las muestras se someten a electroforesis en geles de poliacrilamida
al 7.5% y al 12 % con dodeclisulfato de sodio de acuerdo al método de
Laemmli {1970} y se fifien con plata, como describen Oakley y col. (1980).

La incorporacion de [P%] del ATP [y P%] a la ATPasa-(Ca?, Mg?)
dislada de sarcolema cardiaca se observa en placas de autorradiografia
de geles de poliacrilamida-SDS al 7.5 % de la enzima purificada expuesta a
ATP [y P32, La fosforllacion de la enzima soluble se lleva a cabo incubando
a la proteina en un medio que contiene Triss-malato 20 mM, pH 7.0, KCI 80
mM, MgCla 10 mM y CaCl: 100 uM a 0 °C. La reaccidn se inicia con la
adicion de ATP [y P2} 100 uM vy se defiene a los 3 segundos con TCA al 10 %
{concentracién final). La proteina se lava 3 veces en un medio dcido que
contiene TCA 10 %, NasP20; 10 mM y HaPO4 20 mM, centrifugando a 1,300 x
g a 4 °C durante 5 minutos en cada lavado y se resuspende en una
soluclon que contiene NaHzPOs 70 mM, NazHPO4 30 mM, pH 6.3, SDS 0.1 %,
glicerol 10 % y azul de bromofenol 0.005 %. La desfosforilacion de la enzima
se lleva a cabo sigulendo el procedimiento anterior, excepto que antes de
detener la reaccidén con TCA al 10 %, se aifade ATP frio 5 mM vy se espera
10 segundos antes de detener la reaccion. De las mezclas anteriores se
toman 20 ug de proteina y se someten a electroforesis en geles de
poliacriamida-SDS al 7.5 %. Despues de la eleciroforesis los geles se secan y
se exponen en una pelicula Kodak X-OMAT AR a -70 °C.
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111.2.13. Determinacion de la actividad de la succinato deshidrogenasa.

La aclividad de la enzima succinato deshidrogenasa en los
microsomas cardiacos se determina a temperalura ambiente, siguiendo el
método descrito por Green y cols, (1955). Se emplean 37.5 ng de proteina
en un volumen final de 2 ml de una solucidon amorliguadora de fosfatos
que contiene (KH,PO, / K,HPO,) 0.1 M, succinato de sodio 20 mM, EDTA 0.1
mM, albUmina sérica de bovino 0.05 %, metasulfato de fenanzina (PMSF)
0.81 mM, 2-3-diclorofenolindofenol (DCIP) 0.04 mM, pH 7.4. La aclividad de
la  endma se determina colorimétricamente empleando  un
espectrofotébmetro de doble rayo Aminco DW-2 a 660 nm de longifud de
onda.

111.2.14. Determinacion de la actividad de la citocromo oxidasa.

La actividad de la citocromo oxidasa se determina a temperatura
ambiente, siguiendo el método descrito por Di Mauro y cols. (1987). El
método consiste en medir la velocidad de oxidacion enzmdtica del
cltocromo ¢ reducido por la citocromo oxidasa del tejido cardiaco en un
volumen final de 1 mi de una solucion que contiene KH,PO, / K,HPO,
0.01 M, pH 7.4 y citocromo c reducido al 1%, se afaden 20 ng de proteina y
la actividad enzimdtica se determina como la velocidad en ta disminuciéon
de la extincidn a 550 nm de longitud de onda durante 3 minutos en un
espectrofotdmetro Lamba 25 Perkin Eimer.

1i.2.15. Determinacion del nivel de fosfoenzima.

La fosforilacion de la enzima se lleva a cabo siguiendo el método
descrito por Mas-Oliva (1992). Et método consiste en medir la incorporacion
de fosfato [P¥?] de el ATP [y P ] a la ATPasa-(Ca®' Mg™). La enzima se
incuba en una soluciéon (A) que contiene 100 ug de proteina / mi, iris-
malato 20 mM (pH, 7), KCI 80 mM, CaCl, 100 pM y MgCl, a las
concentraciones que se indican en las tablas y figuras de los resultados.
Posteriormente, se mezcla con un volumen igual de solucidn (B) que
contiene los mismos componentes que la solucion A, excepto que en lugar
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de la enzima conliene ATP . La reaccion se detiene con una solucion acida
(C) que conliene TCA al 30%, PPi 30 mM y Pi 60 mM. La mezcla rapida de
las soluciones se realiza con la ayuda de un aparato Froehlich-Buerger de
tres jeringas, las cuales contienen las soluciones AB y C. Alicuotas de la
mezcla anterior se fillran a través de fillros Millipore de 0.45 ym vy la
proteina que se obliene se lava ocho veces con 5 ml de una solucion que
contiene TCA 10%, PPi 10 mM y Pi 20 mM. Los filtros se secan, se colocan en
miniviales y se disuelven en 0.5 ml de dimetilfformamida. La radioactividad
se mide en un contador de centelleo Beckman LS 100C después de
agregar liquido de centelleo. La enzima se preincuba en la solucion A en
ausencia o en presencia de calmodulina (10 mg/mi) durante dos horas en
hielo antes de iniciar la reaccion.

La desfosforilacion de la enzima se lleva a cabo siguiendo los pasos
anteriores pero antes de detener la reaccion se afade ATP 10 mM no
radioactivo y CaCl, 1 mM, la reaccion se detfiene a los 3 segundos.

Bl P! [P™) liberado durante la reaccién con ATP [P ] se determina
utilizando el primer filtrado del procedimiento anterior. Se extrae en una
fase orgdnica de n-bufilacetato como complejo de fosfomolibdato,
siguiendo el método descrito por Carvatho y cols. (1976).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La calmodulina estimula la actividad hidrolitica de la ATPasa-
(Ca* Mg?') de la sarcolema cardiaca, al aumentar la afinidad por el ion
calcio e incrementar la velocidad maxima de la bomba de calcio (Gopinath
y col,, 1977, Jarrett y col., 1977, Larsen y col., 1981, Waisman y cols., 1981; Carafoli y col,,
1982; Rega y col, 1986; Mas-Oliva, 1987); sin embargo, el nivel al cual la
calmodulina ejerce su regulacion durante el ciclo catalitico de la enzima
ha sido poco estudiade. Con base en lo anterior, decidimos investigar la
regulacion de calmodulina sobre los intermediarios fosforilados de la
ATPasa-{Ca®* Mg®) de sarcolema cardiaca.

Una de nuestras limitantes consistié en obtener suficiente cantidad
de la ATPasa-(Ca” Mg™) soluble, para poder llevar a cabo los estudios, por
lo cual, fue necesario disefar el aislamiento de una fraccidon enriquecida
de sarcolema cardiaca para escalar a nivel preparativo su purificacion.
Para este fin, desarrollamos una modificacion al método descrito por Van
Alstyne y cols, en 1980 para el aislamiento de una fraccion microsomal
cardiaca deficiente en calmodulina a partir de musculo cardiaco de
bovino. En nuestro laboratorio, el procedimiento habitual de aislamiento de
la sarcolema cardiaca (Mas-Oliva y cols., 1979) fue adaplado al que
describen St. Louis y Sulake (1976), utilizando tejido ventiicular cardiaco de
conejos adultos machos de la raza Nueva Zelanda. Sin embargo, a pesar
de que esta metodologia produce una fracciéon altamente enriquecida de
la sarcolema, su desventaja es el bajo rendimiento en proteina sarcolemal
[alrededor de 2 mg/ 100 g de tejido).

La Tabla 3 muestra la cantidad de proteina sarcolemal obtenida a
partir de tejido cardiaco de varias especies dislada por diferentes métodos
y las actividades de las ATPasas de [Na'/K'), (K'/Ca®)y (Ca* ,Mg®)(St. Louis
y col., 1976; Jones y cols., 1979; Mas-Oliva y cols.,1979; Morcos y Drummond, 1980; Van
Alstyne y cols., 1980.). Sin embargo, la fraccién sarcolemal aislada con esias
metodologias no estd libre de contaminacion de ofras membranas. A
pesar de que estos autores cuantifican una variedad de actividades
enzimdaticas para caracterizar a las membranas obtenidas, todos estan de
acverdo en tomar a la actividad de la ATPaso-(Na'/K') como uno de los
marcadores de la sarcolema. No fodos cuantifican la actividad de la
ATPasa-(Ca®, Mg®) y ninguno de ellos la actividad de esta enzima
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Tabla 3. Canfidad de proteina y actividades de ATPasa-(Na*/K*), ATPasa-(K*/Ca2*) y ATPasa-(Ca2t Mg2*) de
sarcolema cardiaca aislada por diferentes métodos.

Proteina ATPasa(Na*/K*} ATPasa(Kt/ca?h)a ATPasa-{Ca2t/mg2h®
Especie y método Tejido sarcolemal
g mg u molas Pi/mg/hr u molas Pi/mg/hr 1 molas Pi/mg/hr

hamster _ P
- 0.53 34-56 227 - 3.15
St. Louis y Suiakhe homogenadc
(1978)

erro
Jones y cols. 15C-20C 30-40 369+22 833£2.2
(1979}
Morces y Drummend
Morcos y Drummaond 10-25 31-775 139 o728
{1980)
Van Alstyne y cols. "

‘ H 10.6 999 +£3.2 27=10

{1980} 00 0 <
conejo
Mas Oliva y cols. 100 2 9.76 %23 21

(1979}

a) coemo marcador de RS
b) en cusencia da calmoduling
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estimulada por calmodulina, a excepcion del método descrito por Mas-
Olivay cols. en 1979.

De los mélodos que se muesiran en la Tabla 3, tomamos la
metodologia descriia por Van Alstyne y cols. {1980) como fundamenio
para establecer una modificacidon que nos permitiera aumentar el
rendimiento en la purificaciéon de la ATPasa-(Ca’,Mg”) de membrana
plasmdtica, con base en su allo rendimiento en proteina sarcolemal
(10.6 mg/ 100 g de tejido) y su mayor actividad de ATPasa-(Na'/K') (99.9 +
3.2 umolas Pi/ mg/ h).

IV.1. Aislamiento de la fracclién microsomal cardiaca de bovino deficiente
en caimodulina.

Cuando llevamos a cabo las condiciones de homogenizacion del
tejido ventricular desarrolladas en otras metodologias (St. Louis y col., 1976,
Jones y cols., 1979, Morcos y Drummond, 1980; Van Alstyne y cols., 1980), los andlisis
de microscopia electrénica mostraron fibras conirdctiles completas (Fig.
6a). Por lo cual, decidimos aumentar el tiempo de homogenizacion inicial
del tejido en un volumen mayor de solucion amortiguadora (7-8 vols.) para
favorecer la ruptura de la sarcolema y disminuir la agregacion del material
fragmentado. El tejido coneclivo, las proteinas contrdctiles y algunas
mitocondrias se remueven por filtracion del homogenado a través de gasa
de algodony por centrifugacion a baja velocidad (8,700 x g).

La Tabla 4 muesira la concentracion de proteina y las actividades
enzimdticas obtenidas en los diferentes pasos del procedimiento, El
sobrenadante 1 que se obtiene de centrifugar el homogenado crudo del
tejido, mantiene mas del 65% de la actividad de las ATPasas de (Na'/K') y
de (Ca®™ Mg®), el 50% de la actividad de la succinato deshidrogenasa y el
38 % de la actividad de la citocromo oxidasa. La pastilla 1 presenta dos
porciones, una supetior de color café y una inferior de color rosa. En ambas
porciones el incremento en las actividades de las ATPasas de (Na'/K') y de
(Ca** Mg¥) es similar; sin embargo, la porciéon superior presenta un
aumento de 1.5 veces en la actividad de la succinato deshidrogenasa que
la que se presenta en la porcidn inferior, asi como un aumento de mas de
3 veces en la actividad de la citocromo oxidasa. Por este motivo y con
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Tabla 4. Actividades enzimdaticas y cantidad de proteina obtenidas en cada fraccién por el método modificado de
aislamiento de microsomas cardiacos de bovino.

Tejido Proteina Proteina ATPasa-(Na*/K*) ATPasq-(Caz*/Mgz*) Citocromo oxidasa Succinato
200g totatl mg/mi nmolas Pi/mg/min nmolas Pi/mg/min nmolas/mg/min deshidrogenasa
g __umolas/mg/min

Fitr |

iraco cde £42.30 22.50 3i1.20 42.24 0.61 1.52
homogsnado
Sobrencdante 1 £.99 6.36 21.30 28.96 G.23 0.7%
Pasiilia 1
ccié (cescariada) 2.30 19.60 £9.14 47.70 .43 4.2
jelte] B8.90 13.C0 49.530 4530 Q.13 2.74
Sobrencdante 2 1.37 2.66 41.00 68.74 0% e
Bostill
Pastila 2 0.88 .36 2080 89.40 AP 576
{Cescericda)
Posiiic 3 0.73 3.9 S1.40 133.48 8.27 2.28
Pgostilic 4 G.55 16.80 65.9C 129.C6 0.7 354
Pastile 5 0.20 722 213.70 234.1C 1.10 3835

NOISNDSIT A SOAvVLIINSIY



RESULTADOS Y DISCUSION

el fin de disminuir la contaminacior de membranas mitocondriales, la
porclén superior (café) se descarta. La porcion inferior{rosa) de la pastilla |
se rehomogeniza y centrifuga a baja velocidad para obtener el
sobrenadante 2, el cual mantiene la actividad de la ATPasa-(Na'/K'),
incrementa la actividad de la ATPasa-(Ca’ Mg”'] v de la citocromo
oxidasa y disminuye la actividad de la succinato deshidrogenasa.

En el método descito por Van Alstyne y cols. (1980) los
sobrenadantes 1 y 2 que se oblienen a través de centiifugacion a baja
velocidad se descartan, y la pastila 2 la emplean para continuar el
procedimiento, debido a que el incremento en la aclividad de la ATPasa-
(Ca” ,Mg”] lo atribuyen a membranas de reticulo sarcopldsmico. Sin
embargo en nuestro procedimiento la pastilla 2 se descarta porque «
pesar de presentar un incremento en la aclividad de la ATPasa-
([Ca®,Mg®), la actividad de la ATPasa-(Na'/K') es baja. Por lo anterior, se
mezclan ambos sobrenadantes (1 y 2 ) y se centrifugan para obiener la
pastilia 3. Esta pastilia presenta un enriquecimiento en las actividades
enzZmdticas, pero sobre todo en la de la ATPasa-(Ca®*,Mg”). Para
solubilizar las proteinas miofibrilares (Jones y cols,, 1979) y extraerias en la
sigulente centrifugacion, la pastilla 3 se resuspende en una solucién que
coniiene 0.6 M de KCI. Se ha comprobado que esta concentracion de
cloruro de potasio no inactiva a las enzimas sarcolemaies (St. Louis y Sulakhe,
1976). La pastilla 4 que se obtiene se resuspende en una solucién que
contiene 2 mM de EDTA y se mezcla en un agitador magnético como
describen Niggii y cols. (1979} para extraer ia calmodulina de los fantasmas
de eritrocito; sin embargo, en la fraccion microsomal cardiaca fue
necesario aumentar el tiempo de agitacién a 20 minutos para favorecer la
extraccion de calmodulina, La pastilla 5 presenta las siguientes actividades
especificas de las ATPasas de (Na'/K’), de (Ca® Mg?), de la succinato
deshidrogenasa y de la citocromo oxidasa con valores de 213,7 nmolas Pi/
mg/ min, 234.1 nmolas Pi/ mg / min , 38 p molas/ mg/ min y 1.1
nmolas/mg/min respectivamente,

Como se muestra en la Tabla 4, la fraccion microsomal cardiaca
obtenida por la modificacion al método de Van Alstyne y cols. {1980),
enconframos un enriquecimiento en la actividad de la ATPasa-(Na'/K') de
6.9 veces, lo cual es simliar a lo reportado previamente (St. Louis y col., 1976;
Jones y cols., 1979; Morcos y col., 1980; Van Alstyne y cols., 1980), Otfro parédmetro
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que nos indica la presencia de sarcolema, es el enriquecimiento en la
actividad de la AlPasa-(Ca’ Mg®') sensible a calmodulina en eslas
membranas de 5.5 veces con respecto al homogenado. Si bien no
fue posible alcanzar el enriqguecimiento de 20 veces que obtienen
Morcos y Drummond (1980} en esta actividad enzmdtica, el
enriquecimlento de marcadores de membrana plasmdatica alcanzado por
nuestra metodologia es muy superior al de 025y 0.5 que se alcanza con
otros métodos (St. Louis y col., 1976; Jones y cols., 1979, Van Alstyne y cols., 1980).

La fraccidén microsomal cardiaca obtenida por nuestra modificacion
al método de Van Alstyne y cols. {1980}, presenta un enriquecimiento en las
actividades de las ATPasas de (Na'/K') y de {Ca™ Mg®), pero no estd
exenta de contaminacion de otras membranas. Esto se deduce con base
en que también se presenta un enriquecimiento en la aclividad de la
succinato deshidrogenasa de 1.5 veces, que va de 1.52 pmolas/mg/min en
el filtrado del homogenado a 3.8 pmolas/mg/min en la Ultima fraccion. De
igual manera, la actividad de la citocromo oxidasa aumenta de 0.6!
nmolas/mg/min en el filtrado del homogenado a 1.1 nmolas/mg/min en la
pastila 5, lo cual es un enrquecimiento de 1.8 veces en esta actividad
durante el proceso.

Tomando en cuenta el grado de enriquecimiento en los marcadores
de la sarcolema cardiaca, se decidid no emplear la centrifugacién en
gradientes de sacarosa que se utilizan en otras metodologias para producir
fracclones mdas puras de sarcolema cardiaca (St. Louis y col., 1976; Jones y
cols., 1979, Mas-Oliva y cols., 1979; Morcos y Drummond, 1980; Van Alstyne y cols.,
1980; Kuwayama y Kanazawa, 1982). lLa disminucién en el tiempo del
procedimiento fue un punto a tomar en cuentq, pero la decision de
concluir el proceso sin llevar a cabo la centrifugacion en gradientes de
sacarosa fue tomada con base en la relacion entre el material obtenido y
el rendimlento en la purificacién de la ATPasa-(Ca™ Mg?') de la fraccién
microsomal ({Tabla 5), io cual es similar a lo reportado en la literatura [Niggli
y cols., 1979; Caroni y col., 1981a, Benaim y cols, 1984). Esta relacion fue
sumamente importante cuando fue necesario obtener a la ATPasa-
(Ca** Mg*") soluble.
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Tabla 5 Rendimiento en la puiificacién de la ATPasa-(Ca2t,Mg2*) sensible
calmodulina de sarcolema cardiaca de bovino y de fantasmas de eritroclto

humano.
ATPasa-(Ca?* Mg?*)
nmolas Pi/mg/min
Proteina - calmodulina  + calimodulina
Tejido ventricular cardiaco
200g de tejido
Profeina microsomal 500 - 600 mg 200- 210 320 - 340
ATPasa-(Ca2t Mg2*)
microsomal soluble 400 - 500 pg 507 - 515 730 - 845
Fantasmas de erifrocito 800 - 825 mg n5 30 55 - 60
ATPasa-(Ca2* Mg2t)
de fantasmas soluble 200 - 225 ug 900 - 1000 2000 - 2100

Nuestra metodologia permite partir de 200 g de tejido cardiaco de
bovino y recuperar entre 500 y 600 mg de proteina microsomal . El andlisis
de microscopia electrénica verifica su morfologia vesicular (Fig. éb) con
didmetros de entre 0.05 y 0.15 pm y el andilisis enzimdatico asociado a éstas
demuestra actividad hidrolitica de la ATPasa-(Ca* Mg?*) estimulada por
calmodulina (Tabla 5), acoplada al fransporte de cailcio , lo cual serd
analizado maés adelante.

El dgislamiento de la membrana plasmdatica de musculo cardiaco con
un alto grado de pureza y libre de contaminacion de ofras membranas,
como son las de reticulo sarcopldsmico y las de mitocondria, ha
representado muchas dificultades. De los numerosos métodos descritos en
la literatura, varios involucran el fratamiento con sales de potasio (St. Louis y
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col,, 1976; Jones y cols.,, 1979; Morcos y col,, 1980; Kuwayama y col., 1982) en alfas
concentraciones para extraer las proteinas contractiles en combinacion
con centrifugacién diferencial y/o separacion por centrifugacion en
gradientes de sacarosa. Las complicaciones que pueden presentarse con
la extraccion prolongada de sales son remover a las proteinas exirinsecas
de la membrana o la inactivacion de las proteinas intrinsecas (St. Loius y
col.,1976).

En este trabgjo desarrollamos una modificacion al meélodo descrito
por Van Alstyne y cols. en 1980, para aislar una fraccion microsomal
cardiaca deficiente en calmodulina que nos pemite aumentar el
rendimiento ulterior en la purificacion de la ATPasa-(Ca™ ,Mg®') sarcolemal
a través de cromatografia de dfinidad para llevar cabo los estudios de
fosforilacion de la enzima.

La modificaciéon consiste en aumentar el tiempo de homogenizacion
del tejido en un volumen mayor de la solucion amortiguadora para
favorecer la ruptura de la sarcolema y disminuir la agregacion del material
fragmentado. Las soluciones de dislamiento fueron bdsicamente las
mismas que emplean Van Alstyne y cols. {1980) antes de la centrifugacion
en gradientes de sacarosq, excepto que se incluye en el proceso una
homogenizacion suave con KCI 0.6 M como describen Jones y cols.[1979)
para solubllizar a las proteinas miofibrilares y liberar a la sarcolema y a los
tubulos T adheridos a ellas y a los fragmentos celulares, lo cual produce un
mayor contenido sarcolemal. En lugar de desechar los sobrenadantes 1y 2
que se obtienen por el mélodo original y continuar el proceso con la
pastila 2, nosofros utilizamos los sobrenadantes para continuar el
procedimiento debido a su alto contenido en ias actividades de 1a ATPasa-
(Na* K"} y de la ATPasa-(Ca*,Mg®') y desechamos la pastilla 2 por su baja
actividad en ATPasa-(Na*/K'} y alta actividad en succinato deshidrogenasa
(Tabla 4). Por Ultimo, se incluyd en el proceso una homogenizacion con
EDTA 2 mM como describen Niggli y cols. {1979) para extraer la calmodulina
de las membranas y producir una fraccion microsomal cardiaca deficiente
en calmodulina. El total de la proteina recuperada fue de 25 a 30 veces
mas {500-600 mg/ 200 g de tejido ventricular) que en el procedimiento
original,
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Las actividades enzimdticas especificas andlizadas  durante el
proceso fueron las de AlPasa-(Na'/K'), ATPasa-(Ca®' ,Mg®') sensible a
calmoduling, citocromo oxidasa y succinato deshidrogenasa. El aumento
en las actividades de las ATPasas de [Na'/K') y de (Ca”™, Mg?') de 6.9 y 5.5
veces respectivamente en la fraccion microsomal con respecto al
homogenado, sugieren que el procedimiento modificado de Van Alstyne y
cols. (1980) produce una fraccion de membranas relativamente
enriquecida de sarcolema cardiaca. Sin embargo, el enriquecimiento en la
actividad de la citocromo oxidasa de 1.8 veces y de la succinato
deshidrogenasa de 1.5 veces reflejan la contaminacion de marcadores
mitocondriales. Sin embargo, a pesar de que la fraccibn microsomal
cardiaca presenta gran contaminacion de ofras membranas, nos permite
aumentar el rendimiento en la puificacién de la ATPasa-(Ca®* Mg™)
sarcolemal a través de cromatografia de afinidad, que produce del 0.08 %
al 0.1 % de enzima del total de la proteina del solubilizado aplicado a la
columna de afinidad (Tabla §).

IV.2. Actividad hidrolitica de la ATPasa-(Ca2*,Mg2*) en microsomas
cardiacos y fantasmas de eritrocito.

Para tener un pardmetro comparativo en la actividad y en la
purificacién de la ATPasa-{Ca* ,Mg®) de sarcolema cardiaca de bovino,
decidimos llevar a cabo en paralelo el disikamiento de fantasmas de
eritrocito y la purificacion de la enziima a parlr de ambos tipos de
membranas. La Tabla 5 muestra el rendimiento en la purificacion de la
ATPasa-(Ca* ,Mg?*) sensible a calmodulina procedente de sarcolema
cardiaca de bovino y de faniasmas de eritrocito humano, donde se
observa que la fraccion purificada de ambas membranas presenta un
enriquecimiento en la actividad enzmafica que es estimulada por
calmodulina.

Con el fin de establecer ia relacidén optima calmodulina/ ATPasa-
(Ca*Mg*) tanto en la fraccidn microsomal cardiaca como en 1os
fantasmas de eritrocito, se determind la actividad hidrolitica de la enzima
en ambos tipos membranales bajo las condiciones de ensayo que se
sefalan al pie de la figura 7. Durante la maxima estimulacion en la
actividad de la ATPasa-(Ca”, Mg”) en los fantasmas de eritrocito, la
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relacion es de 10 pg de calmodulina por 100 pg de proteina membranal, lo
cual estd de acuerdo a lo reporfado previamente por Schatzman vy
Vincenzi {1969), asi como por Carafoli y Zurini {1982). En la fraccion
microsomal cardiaca, la concentracion optima corresponde a 30 pg de
calmodvulina por 100 pg de proteina microsomal, Sin embargo, cuando la
enzima sarcolemal se encuenira soluble, la relacién es de un mol de
calmodulina por mol de enzima,
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Fig. 7. Electo de calmodulina sobre la aclividad hidrolilica de la ATPasa-(Ca2* Mg2*) en
fantasmas de erllrocito (a) y en microsomas cardiacos (b). El medio de ensayo contiene
50 ng de proteing, Tris -malato 50 mM (pH,7.4), MgCly 10 mM, CaCly 100 uM y ATP 6 mM.
La reacclén se lleva a cabo a 37 °C. Llos resuitados son representativos de 4
preparaciones diferentes por duplicado.,
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IV.3. Efecto de las concentraciones libres de Ca2* y Mg2* sobre la
actividad de la ATPasa-(Ca2+,Mgz*‘) en microsomas cardiacos,

En la figura 8 se muestra la actividad de la ATPasa-(Ca’ Mg”') de
microsomas cardiacos deficientes en calmodulina. Fn ausencia de Ca™, la
concentracién de Mg” libre en el orden micromolar incrementa la
actividad hidrolitica de 21.93 a 452.7 nmolas Pi/ mg/ min y se inhibe a
concentraciones mayores de Mg® libre (Fig. 8a). La actividad bajo estas
condiciones de ensayo sugiere la presencia de una ATPasa-Mg” de
membrana plasmdlica, la cuadl se ha reportado como una enzima
separada de la ATPasa-(Ca® ,Mg®') en fantasmas de eritrocito (Niggli y cols.,
1979 y 1981; Auland y cols., 1994); o bien, podria ser la manifestacién de la
actividad de la ATPasa-Mg®* de reficulo sarcoplasmico de musculo
cardiaco, que se ha reportado como un estado funcional de la ATPasa-
(Ca® Mg®) en éste organelo (de Meis y cols., 1980; Taffet y Tate, 1992). En
ausencia de Mg”, la actividad de la ATPasa-({Ca® Mg*) aumenta de 5.1 a
84.2 nmolas Pi/ mg/ min en el orden micromolar de Ca® libre y
concentraciones mayores de 100 uM inhiben la actividad (Fig. 8b). La baja
aclividad enzimdatica en estas condiciones de ensayo sugiere la presencia
de una ATPasa-(Ca* Mg”') sarcolemal, debldo a que la actividad puede
ser sostenida por ATP libre o Ca-ATP como se reporta en el eritrocito
(Muallem y Karlish, 1981) y en la sarcolema cardiaca (Caroni y col., 1981a).

La actividad enzimdtica a diferentes concentraciones de Ca®' libre,
mantenlendo fija la conceniracién de Mg®" (Fig. 8c), muestra un aumento
enla actividad de 194 a 269.8 nmolas Pi/ mg/ min en el intervalo de 1 a
10 M de Ca* libre , la cual se inhibe por arrba de esta concentracion y
presenta un ligero incremento con 1 mM de Ca®' libre para inhibirse hasta
el 70 % de la actividad inicial con concentraciones mayores de 1 mM. Estos
datos sugieren la presencia de una ATPasa-(Ca® Mg®) activada por
concentraciones milimolares de este cation como reportan Niggli y cols.
(1981) y Caroni y col. (1981). La estimulacidon de la actividad a
concentracién de 1 mM de Ca® libre suglere la presencia de una ATPasa
mitocondrial que es activada por concentraciones milimolares de Ca* o
M92+(l’ellel’s;ky y cols., 1960: Pullman y cols., 1960). Con base en los resultados
anteriores se decldié investigar el efecto de diferentes inhibidores sobre Ia
actividad enzimdtica en microsomas cardiacos deficientes en calmodulina.
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Fig. 8. Efecto de las concentraclones libres de cationes sobre la actividad de la ATPasa-
(C02+,M92+) de microsomas cardiacos deficientes en caimodulina. a) Efecto de la
concentracién de Mg?* libre en ausencia de Ca?*, b) Efecto de la concentracion de
Ca?* libre en ausencia de Mg?*. ¢) Efecto de Ca?* libre en presencia de 4 mM de Mg2*
libre. El medio de reaccion contiene 50 pg de proteina, Trissmalato 50 mM (pH, 7.4), ATP é
mM y EGTA 0.1 mM. Los resultados muestran la media + e.e. de 10 diferentes
preparaciones microsomales por duplicado.
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IV.4. Efecto de ouvabalng, oligomicina, vanadato y lantano sobre la
actividad de la ATPasa-(Ca?t Mg2t) en microsomas cardiacos.

Con el fin de caracterizar la fraccion microsomal cardiaca en su
contenido sarcolemal, se cuantificd la aclividad de la ATPasa-(Na*/K') en
esta preparacion (Fig.9). La actividad de esta enzima preincubada con
Mg* vy ATP es de 344.4 nmolas de Pi / mg / min. En presencia de ouabaina
1 uM, la actividad enzimatica se inhibe, hasta en un 30 %. Esta inhibicién es
similar a la reportada por ofros autores (Schatzmann y Rossi, 1971; Rega y col.,
1986). El efecto de ouabaina sobre la actividad de la ATPasa-(Ca** . Mg®')
sensible a calmodulina en la fraccidén microsomal cardiaca, bajo las
condiciones de ensayo que se indican al pie de la figura 9, no modifica la
actividad de ésta enzima.

360 I
340
320
300
280
260

nmolas Pi/mg/min

05 1 1.5 2
[ouabaina] M

Fig. 9. Efecto de ouabaina sobre la aclividad de la ATPasa de (Cu2+,Mg2*) (¢—o) y de la
ATPasa- (Na*/K*) (o--o0) de microsomas cardiacos, La aclividad de la ATPasa-
(Ca?*,Mg?*) se determina después de preincubar con ouabaina durante 10 minutos a
37 °C en un medio que contiene: 50 ng de proleina, Tris-malato 50 mM (pH.7.4), MgClp 10
mM, ATP é mM, EGTA 0.1 mM. La reaccién se inicla al ainadir CaCly 100 pM vy se incuba
durante 10 minutos a 37 °C antes de detener la reaccién. La actividad de la ATPasa-
(Na*/K*) se determina después de preincubar con ouabaina durante 10 minutos a 37 °C
en un medio que contiene: MgCly 4 mM, ATP 3 mM, EGTA 0.5 mM (pH, 7.4). La reaccion se
inicia al afiadir NaCl 100 mM y KCI 200 mM y se incuba durante 10 minutos a 37 °C antes
de detener la reaccion. Los resultados son representativos de 4 diferentes preparaciones
microsomales por duplicado.
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Con el propdsito de inhibir la actividad mitocondrial en la fraccion
microsomal cardiaca, se emplearon diferentes concentraciones de
oligomicina en la determinaciéon de la actividad de la ATPasa-(Ca?' . Mg®')
(Fig.10). Ei efecto de oligomicina sobre esta aclividad es de inhibicion hasia
de un 62% a una concentracion de 1 pg de oligomicina/ mi de la mezcla
de reaccion. Ademds, cuando se delermind el efecto de oligomicina
sobre la actividad de la ATPasa-(Na“/K') en los microsomas cardiacos
(Fig.10), también se observdé una inhibicion del 65% con 1pug de
oligomicina/ ml. Los datos sugieren la confaminacion de membranas
mitocondriales; sin embargo, diferentes trabajos (Pratap y col., 1991; Esmann,
1991; Taniguchi y col., 1993) han demostrado que la dligomicina inhibe a la
ATPasa-(Na'/K*) en concentraciones que varian entre 2 y 10 pg de
oligomicina / ml, alcanzandose el 90 % de inhibicion. Por lo anterior, se
decidid Investigar sl realmente la oligomicina tiene un efecto sobre la
actividad de la ATPasa-(Ca® Mg?*) sarcolemal y se procedid a probar el
efecto de oligomicina sobre la enzima purificada (datos que se muestran
mas adelante).
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Fig. 10. Etecto de oligomicina sobre la actividad de la ATPasa-(Na*/K*) (o-—o) y de Ia
AIPasa-(Ca2",Mg2+) (e—e) de microsomas cardiacos deflcientes en calmodulina. Los
microsomas se preincuban con oligomicina durante 30 minutos en hielo. El medio de
reacclon para determinar la actividad de la ATPasa-(Nat/K*) contiene: NaCl 100 mM,
KCl 200 mM. MgCly 4 mM, ATP 3 mM, EGTA 0.5 mM (pH, 7.4). El medio de reacclén para
determinar la actividad de la ATPoso—(Coz'*,Mg?*) conliene: Triss-malato 50 mM (pH, 7.4},
MgCly 10 mM, ATP 6 mM, CaCly 100 uM, EGTA 0.1 mM. La aclividad se defermina después
de incubar las membranas durante 10 minutos a 37 °C. Los resultados muestran la media
+ e.e, de 6 diferentes preparaciones microsomales por duplicado.
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La figura 11 muestra el porcentaje de inhibicion de la actividad de la
ATPasa-(Ca?" Mg®] de la fraccién microsomal cardiaca por vanadato,
lantano y oligomicina. Antes de preincubar a las membranas con 1os
inhibidores, se les agrego Triton X-100 a concentracion final de 0.05 % como
indican Barrabin y cols. (1980} para fa determinacion de la inhibicion de la
actividad de la AlPasa-(Ca’* Mg”) por vanadato en fantasmas de
erifrocito. Los valores del 100 % de actividad en las curvas de inhibicion
corresponden a 424,58, 389.12 y 469.27 nmolas Pi/mg/min para vanadato,
lantano vy oligomicina, respectivamente. En la curva de inhibicion con
vanadato {Fig.11a) se observa que la actividad de la ATPasa-{Ca®’ ,Mg?')
disminuye hasta 60 % con 50 uM de vanadato y aumenta hasta 80 % con la
adiciéon de 2.5 pug/ml de oligomicina. La actividad enzimdélica con
diferentes conceniraciones de lantano (Fig.11b} disminuye hasia 55 % con
15 uM de lantano vy la inhibicion aumenta 10 % mas con la adicion de
oligomicina (2.5 pg/ml). La inhibicion con diferentes concentraciones de
oligomicina {Fig.11c) alcanza hasta el 80 % con 2 ug/ml del antibidtico y
aumenta hasta 85 % con la adicion de 50 uM de vanadato. Estos datos
sugleren que la preparacion microsomal cardiaca presenta un alto
contenido de membranas de RS y mitocondriales; sin embargo, cuando
se determind el efecto de estos inhibidores sobre la actividad de la ATPasa-
(Ca® Mg®) soluble, se observd un efecto inhibitorio directo sobre esta
enzima, lo cual se muestra mas adelante,

La actividad de la ATPasa-(Ca®',Mg®) de la fraccién microsomal
cardiaca tratada con los diferentes inhibidores se determind en ausencia y
en presencia de calmodulina (30 pg/ 100 ug de proteina) (Fg. 12). En las
vesiculas fratadas con ouabaina (2.5 uM) la calmodulina incrementa un
poco mas del 50 % la actividad enzimdtica, que es el mismo porcentaje
de incremento en la actividad de la enzima en ausencia de inhibidores, En
los microsomas tratados con oligomicina (2.5 ug/mi) y vanadato (50 uM) el
incremento en la actividad enzimdtica con caimodulina es de 142 % v
13.6 % respectivamente. En presencia de 15 uM de lantano la calmodulina
solo aumenta la actividad en un é %. Lo anterior nos muestra que adn en
presencia de oligomicina, vanadato y lantano la calmodulina estimula
ligeramente la actividad de la ATPasa-{Ca® ,Mg™"), sin llegar a alcanzar el
porcentaje de estimulacion que se observa en ausencia de los inhibidores.
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Fig.11. Efecto de vanadalo (a), lantano (b) y oligomicina (c) sobre ia actividad de la
ATPasa-(Ca?*,Mg?*) de microsomas cardiacos. Los microsomas se solubilizan con Triton X-
100 a concentracion final de 005 % antes de preincubarios durante § minutos a 37 °C
con vanadato, 10 minutos en hielo con lantano y 30 minutos en hielo con oligomicina. El
medio de ensayo contlene 50 pg de proteina, Tris-malato 50 mM {pH.7.4), MgCl2 10 mM,
ATP 6 mM, CaClz 100 uM, EGTA 0.1 mM. La actividad se determina después de incubar las
membranas durante 10 minutos a 37 °C. Los resultados son representativos de 3
preparaclones microsomales diferentes por duplicado.
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Fig. 12. Aclividad de la ATPasa-(002+,M92+) en microsomas cardiacos en avsencla y
presencla de calmodulina e inhibldores. Los microsomas se preincuban en ausencia de
inhibldores (1.2); en presencia de ouabaina 2.5 uM (3,4}, oligomicina 1 pug/ml (5.6).
vanadato 50 uM (7,8} y lantano 15 pM (9,10}, La reaccidn se lleva a cabo como se indica

al ple de las figuras 10y 11 en ausencia ((}} y presencia {(}} de caimodulina 30 pg/ 100 ny
de proteina,
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IV.5. Purificacién de la ATPasa-(Ca2t Mg2t) de sarcolema cardiaca.

Con la fraccion microsomal cardiaca deficiente en calmodulina
obtenida por la modificaciéon al método de Van Alstyne y cols. (1980), se
procedié6 a purficar a la ATPasa-(Ca®’ Mg?) sarcolemal medianie
cromatografia de dfinidad en columnas de sefarosa-calmodulina. En la
figura 13 se muestra el perfil de elucidn y de aclividad de la enzima
solubilizada con Triton X-100. La Tabla 6 resume los resulfados obtenidos en
la elucion. El sobrenadante de los microsomas cardiacos solubilizados
contiene del 18 al 20% del total de la proteina microsomal y el 153% de la
actividad hidrolitica de la ATPasa-(Ca®* Mg®") de los microsomas cardiacos
sin solubilizar, debido a la activacion de la enzima por el Triton X-100.
Después de cargar la columna de afinidad con el solubilizado, el 90 al 92%
de la proteina aplicada a la columna se eluye por las soluciones | A y B)
que contfienen 100 yM de Ca®. Es importfante hacer notar que eslos
porcentajes no dependen de la cantidad de material aplicado a la
columna. Cuando se remplaza el Ca** por 2 mM de EDTA en la solucidn de
elucion, se eluye una pequeia fraccion de material que absorbe a 280
nmy que corresponde con el 0.08 al 0.1% de la proteina microsomal usada
para cargar la columna. La actividad especifica mdas alta es de 507 a 515
nmolas Pi/ mg/ min a 37°C en presencia de 50 pM de Ca”. La ATPasa-
(Ca® Mg?) de fantasmas de eritrocito se purifica siguiendo la misma
metodologia empleada para purificar a la enzima de los microsomas
cardiacos (Benaim y cols., 1984) y se observa un patron de elucion similar para
ambas membranas (resultados no mostrados).

Las fracciones con actividad de ATPasa-(Ca”,Mg*') se concentraron
y analizaron por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS. observandose un componente principal de aproximadamente 140
kDa que corresponde a la ATPasa-(Ca®, Mg*) de sarcolema cardiaca vy
tres componentes menores de aproximadamente 100, 84 y 72 kDa, que
podrian corresponder a productos de protéolisis de la banda principal de
140 kDaq, descrito previamente por Caroni y Carafoli (1981a). Por lo cual, se
llevd a cabo el proceso de purificacion con metasulfato de fenazina
(PMSF) para Inhibir la aclividad de las proteasas y las fracciones con
actividad de ATPasa-{Ca®* Mg*) se sometieron a eleciroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS (Fig.14.A.a} en donde se observa que la banda de
84 kDa desaparece vy las bandasde 140, 100y 72 kDa permanecen. El
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Fig. 13. Puiificacion de la ATPasc-(CaZ+,M92+) de sarcolema cardiaca por cromatografia
de aflnldad en columnas de sefarosa-calmoduling, La actividad de la enzima (o—o0) se
determina como se indica en la seccidén de Métodos, utilizando 20 pl de cada fraccion
eluida. La Absorbancia (—) se determina a 280 nm. La columna se lava con soluciones A
y B que contienen 100 uM de Ca?*, Posteriormente con una solucion que contiene 2 mM
de EDTA.

Tabla 6. Hoja de bdalance, Resultados en la obtencion de ATquq-(CQQ"‘,Mgz") de
microsomas cardiacos a través de cromatografia de afinidad.

Fraccion Proteina Proteina Acfividad de la ATPasa-
mg % (Ca2t mg2*)
nmolas Pi/mg/min

Microsomas cardiacos 500 100 200-210

Microsomas cardiacos
solubllizados con Triton X-100  90-100 18 -20 305

Cromatografia de Afinidad
Fraccién eluida con Ca2t 87 -89 17 -19 75

Fraccion eluida con EDTA 04-0.5 0.08-0.10 507 - 515

6h
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componente de 100 kDa podria coresponder a una ATPasa-(Ca’ Mg™')
de reticulo sarcoplasmico cardiaco sensible a calmodulina, descrita en
1992 por Mas-Oliva. O bien, coresponder a contaminaciéon de ofras
profeinas junto con la banda de 72 kDa. La figura 14.Ab muesira un gel
de poliacrilamida al 12% con SDS con 15 pg de proteina aislada de
sarcolema cardiaca y fantasmas de erifrocito humano tefidos con plata.
En ambos casos se observa una banda de aproximadamente 140 kDa . En
el carril corespondiente a los fantasmas de eritrocito se observa un
componente principal de aproxmadamente 148 kDa, lo que ha sido
descrifo por Niggli y cols. en 1979.

Con el propésito de identificar el componente proteico responsable
de la actividad de la ATPasa-(Ca* Mg*') en la fraccidn eluida de la
columna con EDTA, se fomaron 2 muestras de la proteina eluida con el
quelante y se incubaron con [y P %] ATP 100 uM en presencia de Ca” y
Mg®. A una de las muestras se le afadid ATP frio 5 mM para favorecer el
paso de desfosforilacion en la reaccidn catalitica como se indica en la
seccion de Métodos. La radioactividad incorporada a la proteina se
determind por autorradiografia después de someter las muestras a
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y se compard con un
control tefido con plata. Los resultados se muestran en la figura 14.B, en
donde se observa que la incorporaciéon de la radioactividad se presenta
solamente durante la fosforilacion en el componente de 140 kDa (Fig.
14.B.b, caril 1), lo que sugiere que la proteina fosforllada por [ y P32] ATP en
presencia de Ca? (M) es una forma fosforilada dcido estable de la
ATPasa-(Ca® Mg®) sarcolemal. Los componentes proteicos de 100 y 72
kDa invariablemente se encuentran en la fraccion eluida con EDTA y no se
fosforilan bajo las condiciones antes mencionadas. Estas proteinas
interactuan con la calmodulina unida a la columna de sefarosa, o bien, se
asocian a la ATPasa-(Ca® Mg?) durante el proceso de purificacién; sin
embargo, por el momento no conocemos su identidad. En presencia de
concentraciones milimolares de Ca?t y ATP, no se detectd fosfoenzima (Fig.
14.B.b, carril 2).
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Fig. 14.A. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. Tincién de plata. a) Gel de poliacrilamida-
SDS al 7.5 %. Marcadores de peso molecular {1}. 25 ug (2} y 20 ug {4) de preteina de! solubiiizado de
microsomas cardiacos que se aplica a la columna de afinidad. 20 pg (3} v 15 ug {5} de proteina eluida
de la coiumna de cfinidad con EDTA 2 mM. b) Gel de poliacrilamida al 12 %. 15 ug de proteing elvide
de la columna de afinidad con EDTA 2 mM procedenie de sarcolema cardiaca (1) y de fentasmas de
entrocito (2}. Marcadores de peso molecular (3).
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Fig. 14.B. Fosforilacién dependiente de Cq2* Y Mg? de la fraccién elvida de la columng
con EDTA. a) Gel de poliaciilamlda-$DS al 7.5 % teiildo con plata. Marcadores de peso
molecular (1), 15 ug (2) Yy 20 pug (4) de proteina eluida con EDTA. 15 ug (3) de proteina
del solubilizado de microsomas cardiacos que se aplica a la columna de afinidad.
b) Autorradiografia de gel de poliaciliamida-SDS al 7.5 %, Fosforilacion con (y P32) ATP
de 20 ug (1) de la proteina eluida con EDTA. Desfosforilacion con ATP frio 5 mM de 20

Kg (2) de la proteina eluida con EDTA. Las condiciones de ensayo se describen en la
seccion de Métodos.
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Para comprobar el acoplamiento de la hidrdlisis de ATP al transporte
de Ca® por la ATPasa-(Ca®' Mg*') purficada de fa fracciéon microsomal
cardiaca, se reconstituyd ala enzima en liposomas de fosfatidilcolina (PC),
utilizando el método de Kagawa y Racker (1971} descrilo en la seccion de
Métodos. La Tabla 7 muestra los valores de el fransporte de Ca”™ por la
ATPasa-{Ca* Mg®') en fantasmas de eritrocito, microsomas cardiacos y de
la enzima reconstitvida en liposomas de PC, en donde se observa una
mayor capacidad de fransporte de la enzma en las preparaciones
reconstituidas que en las membranas y que: es estimulado por calmodulina.
El transporte de Ca** de la ATPasa-[Ca®, Mg®) purificada de eritrocitos y
reconstifuida en liposomas, presenta un incremento de 2 veces
comparado con el fransporte de Ca* realizado por la enzima en los
fantasmas, tanto en ausencia como en presencia de calmoduiina. Estos
resultados corresponden a los obtenidos por ofros autores (Niggli y cols., 1981;
Caroni y cols., 1983). Sin embargo, el fransporte de Ca’' realizado por la
ATPasa-(Ca* Mg”) de sarcolema cardiaca reconstituida en liposomas,
presenta un aumento de 9 veces comparado con el transporte del ion que
se lleva a cabo por la enzima en jos microsomas cardiacos. Estos datos nos
indican que a pesar de que la preparacion microsomal cardiaca presenta
diferentes tipos de membranas, e proceso de purificacion por
cromatografia de afinidad nos permite oblener a la ATPasa-{Ca® Mg®)
sarcolemal manteniendo su actividad hidrolitica acoplada al transporte de
calcio y su sensibilidad a calmodulina.
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Tabla 7. Transporte de Ca2* por la ATPasa-(Ca2* Mg2*) en fantasmas de eritrocito
humano, microsomas cardiacos y reconstifvida en liposomas de fosfalidil-colina
(PC). El medio de ensayo contiene KCI 130 mM, Hepes-KOH 20 mM (pH.7.4), MgCly
0.5 mM, DTT 1 mM, [Ca2*] libre 10 tM, Arsenazo Il 50 pM, ATP 50 WM y 50 pg de
proteina membranal o 3-4 pg de proteina reconstituida en liposomas. Los
resultados son la media + e.e. de 6 preparaciones diferentes por duplicado.

Preparacion Transporte de Ca?*
nmolas Cq2+/mg/mln
- calmodulinag + calmodulina

Fanlasmas de eritrocilo 18.22 1:3.06 28.104 2.1
APasa-(Ca?t Mg?*) de eiitrocilos 38,00+ 2.1 56.80 30
reconstitufda en PC

Microsomas cardiacos 5251+ 1N 8012+ 10
AlPasa-{Ca?* Mg?*} sarcolemal 462,054 25.8 786.40 415
reconstilulda en PC
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IV.6. Efecto de ouabaina, vanadato, lantano y oligomicina sobre la

actividad de la ATPasa-(Ca?*Mg?*) purticada de sarcolema
cardiaca.

La actividad de la ATPasa-{Ca?*,Mg?') purificada de sarcolema
cardiaca se determind a diferentes concentraciones de ouabaina, como
se mueshra en la figura 15.A, donde se observa que el glucdsido no
modifica la actividad de esta enzima,

la figura 15B muestra el efecto inhibitorio de diferentes
concentraciones de vanadato, lantano y oligomicina sobre la actividad
de la ATPasa-(Ca” Mg?) solubiizada . En presencia de vanadato, la
actividad enzimdtica alcanza el 70 % de inhibicién con 6 pM de vanadalo
(Fig.15a) y no aumenta con la adicion de 2 pg/ml de oligomicina. En
presencia de 1.5 uM de lantano (Fig.15b), se observa que la aclividad
disminuye hasta 80 % y no se modifica con la adicion de oligomicina
(2 ug/mi). La actividad enzimdtica en presencia de 1.5 pg/ ml de
ofigomicina disminuye hasta 80 % y la inhibicién no aumenta con la
adicién de vanadato 6 pM (Fig.15c). Los resultados sugieren que la
oligomicina inhibe directamente a la  ATPasa-(Ca? Mg®) sensible @
vanadato y lantano. Sin embargo, en la literatura no se ha reportado a la
oligomicina como inhibidor de la ATPasa-({Ca®* ,Mg*") pero si de la ATPasa-
(Na*/K*}, lo que ha permitido caracterizar a los intermediarios fosforilados
de esta enzima. La oligomicina (10 ug/mi) inhibe hasta el 90 % la actividad
de la ATPasa-{Na*/K') de riidn de perro (Pratap vy cols., 1991) y hasta el 80 %
de la actividad de la ATPasa-{Na'/K') purificada de rifidn de cerdo con 2
ng/ml de oligomicina (Taniguchi y col., 1993). Esmann (1991} y Taniguchiy col.
(1991) han demostrado que la oligomicina aumenta la afinidad de la
ATPasa-(Na'/K*) por Na' e inhibe a la enzima duranie su ciclo catalitico
actuando sobre el estado no fosforilado (E1) de la ATPasa-(Na*/K*). Esto
sugiere que la oligomicina podria tener un efecto similar en la ATPasa-
(Co* ,Mg”) debldo a que la enzima presenta la misma caracteristica de la
ATPasa-(Na®/K*) de formar un intermediario fosforiiado durante su ciclo
catdlitico. Sin embargo, es necesario investigar con mas detalle el efecto
de oligomicina sobre la ATPasa-(Ca®* Mg?) para determinar si el antibiético
podria ser de utiidad para estudiar al intermediario fosforilado de esta
enzima,
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Fig. 15.A. Electo de ovabaina sobre la aclividad de la ATPasa-(Ca? Mg?t) puiliicada de
sarcolema cardiaca, La enzima se preincuba durante 10 minutos con ouabaina a
37 °C en un medio de ensayo que conliene: Tris-malato 50 mM (pH.7.4), MgClz 10 mM, ATP
6 mM, EGTA 0.1 mM. La reaccion se inicia al afadir CaClz 100 yM vy se incuba 10 minutos
a 37 °C antes de detfener la reaccion. Los resuvilados son representativos de 3
preparaciones diferentes,
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Fig.15.8. Efecto de vanadato (a), lantano (b) y oligomicina (c) sobre la actividad de la
ATPasa-(Ca?, Mg?*) purificada de sarcolema cardiaca. La enzima se prelncuba 5 minutos
a 37 °C con vanadato, 10 minutos en hielo con lantano y 30 minutos en hielo con
oligomicina. El medio de ensayo contiene Tris-malato 50 mM {pH.7.4), MgCla 10 mM, ATP 6
mM, CaClz 100 pM, EGTA 0.1 mM. La actividad se determina después de incubar a la
enzima durante 10 minutos a 37 °C. Los resultados son representativos de 3 preparaciones
diferentes por duplicado.
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IV.7. Efecto de calmodulina sobre el nivel de fosfoenzima de la ATPasa-
(Ca2*,Mg2*) sarcolemal.

Lla figura 16 muesira el curso femporal de formacion del
intermediario fosforilado (EP) de la ATPasa-(Ca® . Mg®') sarcolemal, En esta
grdfica se observa que en ausencia de calmoduling, la concentracion de
EP aumenta rdpidamente hasta un nivel méximo alrededor de los 90 mseg
y posteriormente disminuye a un nivel estacionario similar al alcanzado en
presencia de calmodulina. La concentracidon de Pi en presencia de
calmodulina aumenta antes de que la fosfoenzima llegue al nivel
estacionario y alcanza valores mayores que en ausencia de calmodulina.
Estos datos estan de acuerdo con lo reportado por Muallem y col. (1981) y
Adamo y cols. (1988) para el erifrocito humano, en donde indican que la
calmodulina estimula la velocidad de fosforilaclén de la  ATPasa-
(Ca® Mg?¥) sin cambiar el nivel del estado estacionario de EP y sugleren
que la calmodulina cambla el equilibrio de la reaccidn catalitica hacia Ei.
Sin embargo, los tiempos utilizados es estos experimentos no permiten
observar los cambios que se producen en EP y en la liberacion de Pi antes
de que la enzZma alcance el estado estacionario, por lo cual se decidid
llevar a cabo la determinacion de estos compuestos a tiempos menores
de un segundo.

Como se muestra en la figura 17, el primer evento medido después
de la adicién de ATP a la ATPasa-(Ca” Mg?®) preincubada con Ca?* es la
formacién de EP. En ausencia de caimodulina (Fig.17a), la concentracion
de EP presenta un aumento pronunciado hasta llegar a un valor méximo
alrededor de los 10 mseg y posteriormente disminuye al mismo nivel del
estado estacionario que se presenta cuando la enzZma se preincuba con
calmodulina (Fig.17b). En la figura 17c se observa que la calmodulina
iniciaimente aumenta la concentracién de EP; sin embargo, esta
formacién es mds lenta que en ausencia de calmodulina. En contraste, la
liberacidon de Pi en ausencia de calmodulina muestra un mayor refraso
seguldo a la formacién de EP con respecto a la liberacion de Pi que se
produce en presencia de calmodulina. Este comportamiento que se
observa antes de que la fosfoenzima alcance el estado estacionario
demuestra que la formacion de EP es un paso obligatorio en el ciclo
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n moias / mg

segundos

Fig. 18. Formacion de fosfoenzima y produccién de fostafo Inorgdnico. Los experimentos
se redlizan con la ayuda de un aparalo de mezcla rdpida. La enzima se preincuba en
ausencia (s-ojo en presencia (W-0} de calmodulina (10 pg/mi] durante dos horas. La
soluciéon A contiene la enzima purificada (0.1 mg/ml), Tris-maiato 20 mM ({pH.7.0), KC! 80
mM, MgCly 10 mM y CaCly 100 pM. Se mezcla con un volumen de solucion B con los
mismos componentes de la solucién A, exceplo que en lugar de la enzima contiene ATP
ly P32). La concentracién final de ATP en el medio de reaccion (A+B) es de 200 M. La
reacclén se lleva a cabo a 4°C y se deliene automdticamente a los flempos indicados
en la figura. Lo fosfoenzima (simbolos cerrados) y ei fasforo inorgdnico (simbolos
ablertos), se miden como se describe en Métodos.

70



RESULTADOS Y DISCUSION

030

0.20

0.10

0.30

0.20

0.10

nmolas / mg

0.2
016
0.12
0.08 -
0.04

001 002 003 004 005
segundos

Fig.17. Curso temporal de formaclén de fosfoenzima (simbolos ablertos) y liberacién de P
(simbolos cerados). La reaccion se lleva a cabo como se indica al pie de la figura 16, a)
Fosfoenzima (o) y Pi (¢} en ausencia de calmoduiina. b) Fosfoenzima (C1) y Pi (®) en
presencla de calmodulina, ¢) Datos de la parte inicial de las figuras a y b.

7l



RESULTADOS Y DISCUSION

catadlitico de la ATPasa-(Ca®' ,Mg™) v que la aclividad hidroliica de la
enzima es mayor en presencia de la proteina reguladora.

La Tabla 8 resume el efecio de calmodulina sobre los pardmetros
cinéticos de la reaccion de fosforilacion que se obtienen de las figuras 16 y
17. La velocidad inicial (vo) de fosforilacion es mayor en ausencia que en
presencia de calmoduling, con valores de vo de 5.6 y 2.1 nmolas/mg/seg
respectivamente. Los valores de la constante de velocidad aparente de la
fosforilacion (kep) se calculan de la relacion de veo entre la concentracion
de EP en el estado estacionario. La ke para la fosforilacién es menor
(kap = 8.75 seg?') cuando la enzima se preincuba con calmodulina que
cuando la calmodulina esta ausente (ke = 22.4 seg'). Sin embargo, la
actividad de la ATPasa-{Ca*,Mg®*') aumenta de 507 a 730 nmolas/mg/min
cuando la caimodulina esta presente en el medio de incubacion. Por ofro
lado, el nivel de EP en el estado estacionario es similar en ambos casos

Tabla 8. Pardmeiros cinéticos de la fostorllacién de la ATPasa-(Ca2t Mg2*). Los valores
de v, kg Y [EP] en ausencia y presencia de calmodulina se obtuvieron de las
figuras 16 y 17, respectivamente, El nUmero de recambio se calculd de la
relaclon Actividad de la enzima / [EP] en el estado estacionario en cada
serie de experimentos (fig. 16). El valor de kgp s€ caleuld de la relacion v, /

(EP].
- calmoduiina + calmoduiina

vO
nmolas / mg / seg 5.60 2.10
[EP]
nmolas / mg 0.25 0.24
Kap
seg ! 22.40 8.75
Actividad
nmolas / mg / min 507 730
Recambio
min -! 2028 3042
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El nUmero de recambio se obtiene de la relacion enfre la aclividad
de fa ATPasa-(Ca**Mg®) y la concentracion de EP en el esfado
estacionario. El valor en el nimero de recambio de EP en ausencia de
calmodulina es menor (2028 min-') que en presencia de calmodulina {3042
min-'). Adamo y cols. en 1988 reporiaron los valores en el nimero de
recambio para las ATPasas de (Na'/K') y de (Ca®, Mg®') de reliculo
sarcopldasmico, los cuales se encuentran en el infervalo de 5,000 a 10,000
min y 400 a 1,000 min! respectivamente. Los resultados obtenidos en este
frabajo sugieren que en términos de recambio, la ATPasa-(Ca*' Mg®')
sarcolemal estd mds cercana a la AlPasa-(Na'/K') que a la ATPasa-
(Ca® Mg?) de RS.

La calmodulina maodifica los parametros cinéticos de la fosforilacion
de la ATPasa-(Ca?*" Mg?*) disminuyendo la vo v la kaep de fosforilacion y
aumentando la actividad de la enzima y el nUmero de recambio. Los
datos sugieren que aparentemente, la actividad de la ATPasa-(Ca* Mg®)
en presencla de calmodulina esta asociada a un aumento en el nimero
de recambio de la fosfoenzima.

Diferentes trabbajos (Muallem y col., 1981; Schatzmann, 1982; Rega y col., 1986;
Adamo y cols., 1988) han demostrado que en el ciclo de reaccion de la
ATPasa-({Ca* Mg?), la fosforilacién depende de Ca®' y no requiere Mg®* v
el Mg v la calmodulina aceleran la fosforilacion en presencia de Ca®. Sin
embargo, no se ha reportado el efecto de calmodulina durante la
desfosforilacion hacia adelante en el ciclo de reaccion de la enzima. Por
este motivo, decldimos investigar el efecto de calmodulina durante este
proceso. La desfosforilacion en direccion hacia adelante de la reaccion se
lleva a cabo mediante la adicion de ATP y Mg®* a concentraciones
milimolares como se indica al ple de la figura 18. En esta figura se observa
que el nivel de EP disminuye hasta el 40 % en presencia de calmoduling,
tanto en la fosforilacion como en la desfosforilacion. Estos datos sugleren
que el efecto de calmodulina se asocia preferentemente a un aumento
en la velocldad de desfosforilacion de la enzima. Sin embargo, este
aumento en la velocldad de desfosforilacion podria estar dado por el
aumento en la concentracién de Mg®', debido a que se ha demostrado
(Schatzmann, 1982; Rega y col., 1986) que concentraciones milimolares de este
ion aceleran la desfosforilacién y que concentraciones micromolares de
Mg?*" no afectan la desfosforilacion de FP formado en presencia de Ca”, a
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menos que se anada una concentracion alta de ATP (1 mM). Con base en
esto Ultimo, se decidio investigar el efecto de Mg”" sobre el nivel de
fosfoenzima en ausenciay en presencia de calmodulina.
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Fosforiiacion Destosforilaclon

Fig. 18. Nivel de fosfoenzima de la ATPasa-(CaZ* Mg2*) durante la fosforliacién y ia
desfosforliacidn, en ausencia y presencla de calmodulina .  Para la reaccién de
fosforilacién la enzima incorporada en liposomas de PC se incuba en una solucién A que
contiene: Trissmalato 50 mM (pH.7.0), MgClp 1 mM y CaClp 100 uM. Posteriormente se
mezcla con un volumen igual de soiuclén B con los mismos componentes que la solucién
A, excepto que en lugar de la enzima, contiene ATP [y P32, La concentracién final de ATP
en la mezcla de reaccion (A+B) es de 5 pM . Para la reaccion de desfosforilacion se
sigue el procedimiento anterior pero antes de detener lareaccion se afiade CaCly | mM
y ATP 10 mM. La enzima se preincuba en la solucion A en ausencia (1) o en presencia ([))
de calmodulina (10 pg/ml} durante dos horas a 0° antes de iniciar la reaccién. Los
resultados son la media + e.e. del nUmero (n) de experimentos por duplicado marcados
en cada columna.
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Los resultados en la Tabla 9 muestran que en ausencia de Mg, la
calmodulina aumenia la actividad de la ATPasa-(Ca?* Mg?') de 730 a 1980
pmolas/mg/min (2.7 veces), el nivel de EP aumenta de 214 a 32.2
pmolas/mg (1.5 veces) vy el nUmero de recambio se incrementa de 34.11 a
61.4 min"'. En presencia de Mg”', la calmodulina incrementa la  actividad
de 1490 a 4930 pmolas/mg/min (3.3. veces), mientras que el nivel de EP

Tabla 9. Eecto de la preincubacion con cdimodulina sobre el nivel de fosfoenzima de la
ATPasa-(Ca?* Mg?2*) sarcolemal en ausencia y presencia de MgCly. La enzima
incorporada a liposomas de PC se incuba en una solucidon A que contiene
Triss-malato 50 mM  (pH, 7.0}, CaClp 10C uM, en ausencia o en presencia de
MgCly. Se mezcla con un volumen igual de solucién B que conliene los mismos
componentes que la solucion A, excepto que conliene ATP [y P32} 10 yM en
lugar de fa enzima, La concentracién final de ATP en la mezcla de reacciéon A+B
es de § pM. La enzima se preincuba en la solucidbn A en ausencia o en
presencia de calmodulina (10 pg/ml) durante 2 horas a 0 °C antes de iniciar la

reaccién.,
- calmodulina + calmodulina
Actividad de la ATPasa-(Ca?t Mg?*)
pmolas/mg/min
MgClz 0 730 1980
MgClz  1TmM 1490 4930
Fosfoenzima (EP)
pmolas/mg
MgCl: 0 214 322
MgClz I mM 69.01 34.7
Recamblo
min -1
MgCl 0 34.1 61.4
MgClz 1T mM 21.59 142
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disminuye casi 2 veces, de 6901 a 34.7 pmolas/mgy el numero de
recambio se incrementa 6.5 veces de 21.59 a 142 min'. Los resulfados
anteriores nos indican que la actividad de la ATPasa-(Ca” Mg™') es mayor
en un medio que contiene Mg®' y que esle ion no es esencial para la
activacién de la enzima, pero modifica la respuesta de la ATPasa-(Ca®',
Mg?") a calmoduling, produciendo un aumento en la desfosforiiacion de
EP, debido a que el nivel de EP alcanzado en presencia de calmodulina
es similar en ausencia y en presencia de Mg™ (32.2 y 34.7 pmolas/mg
respectivamente). Ademds, el incremento en la actividad enzimdlica
producida por calmodulina en ausencia de Mg®* resulta de un aumenlo en
el nivel y en el recambio de EP.

Adamo y cols. (1988) han demostrado que el Mg” aumenta la
velocidad de desfosforilacion de EP dependiente de Ca® de la ATPasa-
(Ca® Mg¥) en fantasmas de eritrocito humano. Estos autores sugieren que
el Mg” acelera la conversidn de la enzima fosforilada de la forma EiP a la
forma E2P y que esta Uitima se desfosforila a una mayor velocidad que P,
dado probablemente por un cambio conformaclonal del intermediario
fosforilado, por lo cual el nivel de EP disminuye. En el presente frabajo se
muestra que la calmodulina en presencia de Mg® disminuye el nivel de EP,
lo que suglere que el efecto de la proteina reguladora sobre ia ATPasa-
(Ca* Mg®) es aumeniar la velocidad de desfosforilacion de EP y el
incremento en la actividad hidrolitica de la enzma esta dado
principalmente por un aumento en la velocidad de recambio de la
fosfoenzima, indicando que bajo esltas condiciones de ensayo, la
calmodulina podria acelerar la descomposicion de EzP, por lo cual el nivel
de EP disminuye.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir:

1

2)

Contamos con un método de aislamientio de una fraccion
microsomal cardiaca de bovino deficienle en calmodulina, que
permite aumeniar el rendimiento en la purificacion de la ATPasa-
(Ca® Mg?) sarcolemal (225 ug de enzima/ 500 mg de proteina
microsomal), medianie cromatografia de afinidad.

la aclividad de la ATPasa-(Ca’ Mg®') sarcolemal sensible a
vanadato y lantano se inhibe 80 % con oligomicina 1.5 ng/ml. Este
efecto inhibitorio no ha sido reportado para la ATPasa-(Ca”* ,Mg™'),
pero si para la ATPasa-(Na* K" (Pratap y cols., 1991, Esmann, 1991;
Taniguchi y col., 1993} y ha permitido caracterizar a los intermediarios
fosforilados de esta enzima. La inhibicidn de la ATPasa-{Ca®' ,Mg®')

por oligomicina hace interesante estudiar con mas detalle este
efecto, para determinar si el antibidtico podria ser de utilidad para

estudiar a los infermediarios fosforilados de la ATPasa-(Ca® . Mg™').

3) En el estado estacionario de el ciclo catdlitico de la ATPasa-

(Ca? Mg¥), la calmodulina disminuye el nivel del intermediario
fosforilado tanto en la fosforilacion como en la desfosforilacion de
la enzima.

4) La velocidad inicial (v } de fosforilacion de |a ATPasa-(Ca’ Mg”')

en ausencia de calmodulina es mayor que en presencia de esia
proteina reguladora; sin embargo, en presencia de calmoduling
la actividad de la enzima aumenta a mds del doble, la k__ de

ap
fosforilacion disminuye y aparentemente disminuye el periodo de
latencia en la liberacién de P, durante los primeros ciclos de la

enzimd.
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5) El aumenio en la aclividad de la ATPasa-(Ca™ Mg™) por
calmodulina estd asociado a un aumento en el recambio de la
fosfoenzima y a un aumento en la velocidad de desfosforilacion
de la fosfoenzima.
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