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RESUMEN

La actividad de la ATFasn—(Ca2+.Mgz+) de membrana plasmdtica,
al igual que otras enzimas membranales. es regulada por el
amb!ante lipidice, Se ha encontrade que el colesterol reguja la
actividad de esta enzima, de tal manera que al aumentar los
niveles de colesterol en la sarcolema cardfaca, la ATPasa se
inhibe: mientras que al extrasr este lipido de las membranas. la
actividad se estimula. Recientemente se le ha dade un interés
especial, a la posgsibilidad de gque e} colestercl puede conferir
estabilidad térmica a algunas lineas celulares en cultive, asi
como a cisrtas protefnas membranales.

Con la intencion de tener una mayor comprension Egerci del
papel del colesterol en la actividad de la ATPasa-(Ca Y
tratande de probar la hipotesis de que el colesterol conf:are
estabilidad térmica a proteinas membranales, se estudio eé efaﬁgo
del colesterol en la estabilidad térmica de la ATBgsa-(Ca
de sarceolema cardiaco, asi come en una ATPasa-Mg de membranas
microgomales cardiacas. Los resultados obtenidos seflalan que un
aumento en los niveles de colesterol en las membranas, protege a
ambas ATPasas contra la inactivacidén térmica. Los datos sugieren
una correlacion positiva entre el contenido de colegsterol en las

membranas Yy la estabilidad térmica de estas enzimas. Con la
intencidn zge nﬂxestlgar posibles cambicg en la estructura de la
ATPasa-~(Ca™ Mg . inducidos por cambios en los niveles de

colesterol membranal. se encontro que ta Km para el ATP no
cambia, mientras que la Vmax disminuye &l asumentar e! contenido
del esterol en las membranas. Sin embargo. ¢! efecto inhibitorio
del colesterol. unicamente ge observé cuando la ATPasa-
(Ca se encuentra en la sarcolema. ya gue al aislar esta
enzima y ser recontitufda en liposomas. se pierde el efecto
inhibitorio de este lipido.



I.INTRODUCCION

El control del Caz+ libre citoplédsmico es un paso esencial
en la regulacién metabdlica. La concentracién de Caz+ libre en
el espacio extracelular es de 1 — 3 x 10-3 M, aproximadamente 4
ordenes de magnitud mayor a su concentracién en el citoplasma

7

10”" M). El calcio puede entrar a las célulag por difusién

pasiva, en favor de gu gradiente quimico, © por transporte

2+

mediado. Dentio de la célula el Ca se une reversiblemente a una

serie de ligandos anidénicos. o es secuestrado temporalmente por
dos organelos que amortiguan las concentraciones de C52+: la
mitocondria y el reticulo endopldsmico (fig. 1). Sin embargo,
para mantener por un tiempo largo ese gradiente de concentracién
de 10.0000 veces de diferencia en presencia de un influjo pasivo

2+ 2+

de Ca“’, se requieren sistemas que bombeen el Ca hacia el

espacio extracelular a través de la membrana plasmitica (1-3).
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Fig. 1. Mecanismos de regulacién de las concentraciones intrace—
lulares de calcio. 1) reticulo sarco(endo)plésmico; 2)
mitocondria: 3) sistema miofibrﬁlar: 4) calcio unido .2 ég
membrana plasmdtica: 5) ATPgsa-Ca®": 6) intercambigdor, Na'/Ca
acoplado a la ATPasa-Na /K ; 7) intercambiador K /Ca“", y B8)
moléculas citopldsmicas que unen calcio. (tomado de la ref. 4)



Se ha demostrado la existencia de dos mecanismos separados que

2+

median la salida de Ca de las ceélulas, un intercambiador Na*-

Caz+ {5-8) ¥y una ATPasa especifica para Ca2+

(9-12) . Estos dos
gistemas de transporte de Ca2+ tienen propiedades cinéticas
especificas, el intercambiador es un sistema de transporte de

baja afinidad y alta capacidad. y la ATPasa—Caz+

tiene una alta
afinidad pero baja capacidad (12).

En células excitables, se da un incremento rédpido en las
concentraciones intracelulares de C52+ como producto de l;
despolarizacién de la membrana. Este aumento transitorio en las
concentraciones de chz+ esta acoplade a la excitacién—contraccién
en las células musculares y a la liberacién de neurotransmisores
en las células nerviosas (13,14). El proceso de contraccién—
relajacién en el misculo es regulado a través de cambios en la
concentracion de calcio dentro de la célula muscular. Al inicio
de una contraccién muscular, el potencial de accién generado en
la unién neuromuscular se propaga o es conducido de la sarcolema
(SL) a las fibras musculares a través de los tubulos transversos
{tabulos-t), que son invaginaciones de la SL. Por un mecanismoc
aan desconocide, la despolarizacién de 1la membrana de los
tubulos-t dispara la liberacion de calcio del reticulo
sarcoplasmico (RS) y la apertura de canales sensibles a voltaje
localizados en la membrana de estos tubulos (15-18). El calcio
liberado difunde, sSe wune a la troponina C y la contraccién
muscular se 1lleva a cabo. El musculo se relaja cuando se
restablecen las concentraciones basales de calcio en el
citoplasma. por la accién de tres mecanismos. Por una parte la

2+

ATPasa-(Cu2+.Hg ) localizada en el RS bombea el calcio del



citoplasma al lumen de este organelo (19). Por otro lado, en la
membrana plasm&tica se tiene al intercambiador Na*/Ca2+ (5-8) y a
una ATPasa—(Ca2+.Mg2+) (10-12), sistemas que transportan el

calcio del citoplasma al espacio extracelular.

2

1. Caracteriaticas de la ATPasa-Ca + de la membrana plasmatica.

La ATPasa—C52+, una enzima constitutiva de la membrana

2+

plasmética de las células eucariontes, bombea Ca hacia el

exterior de la célula a expensas de la hidrélisis de ATP. Esta
enzima ha seido caracterizada y purificada a partir de wvarios
tejidos y tipos celulares (10~12). Lasg propiedades que
caracterizan a la bomba de ca?* de membrana plasmdtica son:

1. En condiciones o¢ptimas de ensayo (presencia de Mg2+.

2+ es 10_6

calmodulina, pH 7.4). la Kcp para Ca M o menos.

2. Su actividad depende de concentraciones micromolares de Mgz*.
3. Tiene especificidad por el ATP como sustrato,

4. Tiene un peso molecular aproximado de 138,000 Da, determinado
por electroforesis en geles de poliacrilamida con 5DS.

5. La formacién de una fosfoenzima estable al dcido y de recambio
2+

rdpido es dependiente de Ca con un Mr de 130,000 a 150,000,

6. La enzima une calmodulina, la cual aumenta la afinidad

2+ Y su actividad. La remocién o extraccion de

aparente para el Ca
la calmodulina disminuye dicha actividad. La alta afinidad de 1la
calmodulina por la enzima se ha empleado para purificarla por
medio de columnas de calmodulina-sefarosa.

7. En presencia de Mg2+ Y K+ (concentraciones milimolares), el
ortovanadato inhibe a la enzima.

8. Los efectos activadores de ca?t,

Mg2+ y ATP se llevan a cabo
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en 8u regién citopldsmica,

9. Con base en su sensibilidad al vanadatoc y a la formacidn de un
intermediario fosforilado (aspartil-fosfato), esta enzima se ha
clasificado dentro del grupo de las ATPasas aspartil-fosfato o
tipo P. (Los nueve puntos anteriores han sido tomados de las
referencias 10-12)

Aunque la Kg 5 para el ca?* ea ae aproximadamente 1078 M, una
activacion maxima se alcanza entre 107> a 1079 M (10).
Concentraciones mayores de este catidn provocan inhibicién. Un
efecto bifdsico similar en la actividad de la enzima, se observa
con el M92+. calmodulina y cationes monovalentes: los cuales
activan a concentraciones relativamente bajas. y tienen un efecto
inhibitorio a congentracines altas, Se ha sugerido la existencia
de dos sitios de unién para el ATP, un sitio de alta afinidad que
al estar ocupado. la enzima muestra baja actividad y un sitio de
baja afinidad que proveca una actividad alta (10-12).

Recientemente 3Se ha obtenido la secuencia de aminodcidos de

la ATPasa—Caz+ d

e membrana plasmdtica de cerebro de rata (para la
cual se reportan dos isoformas) (20), y de la membrana plasmética
de células de un teratoma humano (21). Al comparar estas

2+ de

secusncias, con la secuencia de aminodcidos de la ATPasa-Ca
RS. subunidad « de la ATPasa-Na®.k*, aTPasa-H' de Neurospora
crasa Yy otras ATPasas tipo P, se ha encontrado un alto gradoc de
similitud en la secuencia de aminodcidos en torno al sitio de
fosforilacion, al sitio de union a la fluoresceina isotiocianato
(FITC) y al sitio de wunién al § ‘p-fluorofosfonil-benzoil

adenosina (FSBA) (ambos andlogos no hidrolizables del ATP). que



sugieren la existencia de dos sitios de unién para el ATP
(20.21) . Por otro lado, los anélisis de hidropatia sugieren la
presencia de 10 cruces transmembranales, una organizacioén

2+ 4e RS, a 1la

transmembranal muy similar a la ATPasa-Ca
subunidad alfa de la ATPasa-Na®-k* Yy a la ATPasa-H' de Neurospora

crasa (20,21), Finalmente, se predice la existencia de dos o

tres posibles sitios de unién para CaZ+. resultado obtenido de

comparar las jecuencias de la ATPasa—Ca2+

con proteinas que unen Cuz+, como son: la calmodulina, la

de membrana plamdtica

parvalbumina y la troponina C, asi como con la secuencia de la

2+

ATPasa~Ca de RS (21,22).

2+

a) Ciclo catalitico de la ATPasma-Ca de ja membrana plasmética.

En la figura 2 sge ilustra la secuencia de reacciones del
ciclo catalitico de la ATPasa—Ccz*. propuesta para el eritrocite
y sarcolema de musculo cardfaco, aparentemente también aplicable
a las ATPasua—Caz+ de ]la membrana plasmética de otros tipos
celulares (23). En este esquema la enzima presenta dos
conformaciones diferentes E; y Ejz. Aparentemente estas dos
conformaciones tienen diferente afinidad por el Caz*, ATP, asi
como una orientacién diferente en el plano de la membrana (12).
La formacion de Ej-P es dependiente de Ca2+ Yy ATP, y el Mgz+
parsce estimularlo. Esta reacién es endergénica, pero debido al
caracter fuertemente exergénico del paso Ex-P a E; + Pi, 1la
reaccién se lleva acabo principalmente en direccién de la
formacion de E; + Pi. El paso E;-P a Ej + Pi parece acelerarse

2+

con Mg y ATP, y la transicién de E; a E; parece estar

favorecida por el ATP (10). Mientras gque las concentraciones



bajas de C52+

favorecen la hidréiisis de ATP, la reaccién en
reversa es favorecida utilizando concentraciones milimolares de

ca?* y fosfato inorgdnico (10,24).

ATP + B, T

Pt E T

Fig. 2., Ciclo catalftico de la ATPasa-Cu2+

plasmatica. (Tomado de la ref. 12).

de la membrana

II. Regulacidén de las propiedades y funciones membranales por la
compomsicidén lipidica. ’

La composicién lipidica de las membranas difiere entre
especies. entre ¢rganos de la misma especie y entre organelos de
una célula, Las grandes diferencias encontradas en la composicidn
lipfdica entre diferentes membranas implica que las propiedades
fi1sicas necesarias de las bicapas se pueden alcanzar de maneras
distintas, o que cada membrana requiere propiedades lipidicas
especificas para sus funciones. Es més, existen evidencias que
seflalan que en una misma membrana hay una distribucién hetero-
génea de sus componentes, formaﬂdo dominios que difieren en
composicién lipidica y proteica. Por lo tanto., una membrana

biolégica puede ser considerada como una coleccién de microdomi-



niog, cada unc de los cuales exhibe propiedades fisicas dnicas y
diferentes. Adem&s, cada uno de estos dominios contribuye de
manera diferente & las propiedades del sistema (25-27). Los
ejemplos mas representativos de este concepto lo constituyen la
membrana plasmatica del hepatocito. dividida en tres regiones:
canalicular, sinusoidal y contigua (28). La membrana plamética de
las células del epitelio intestinal y renal, esta dividida en dos
regiones: bas>lateral y la dirigida hacia el lumen (29~31). Por
su parte. la membrana plasmatica de las células musculares, esta
dividida en dos regiones: sarcolema y tubulos transversos (32).
Cada una de estas regiones tiene una composicién lipidica y
proteica diferente, y es funcionalmente diferente, Esto sugiere
que para cada tipo de membrana, inclusive para cada dominio en la
membrana. se requiere un determinado estado fisico-quimico de sus
componentes, para que las funciones asociadas a ellas se lleven a

cabo de manera adecuada.

a) Composicién lipidica y propledades ffsicas de las membranas,

A través de varias metodologias fisicas, en las que se han
medido diferentes par&metros (coeficiente de difusidén, parametro
de orden, transicién de fase. etc.). se ha encontrade que los
cambios en la longitud y grado de insaturacién de los 4&cidos
grasos, las cabezas polares de los fosfolipidos, el contenido de
colesterol y la temperatura cambian las propiedades fisicas,
tanto en membranas modelo como en membranas biolégicas. Un alto
contenido de &cidos grasos saturados de cadena larga provoca que
las temperaturas de transicién de las membranas (gel a ligquido-—

cristalino) se alcancen a temperaturas relativamente altas,



mientras que un alto contenido de &cidos grasos de cadena corta e
insaturaciones. provoca disminucién en dichas temperaturas de
transicion.

Un interés especial se le ha dado al colesterol. un 1ipido
constitutivo de la membrana plasmdtica de las células animales.
En general se ha aceptado. que en las membranas el colesterol
tiene un efecto solidificante o condensante a temperaturas por
arriba de la transicion de los lipidos, y un efecto fluidizante a
temperaturas por debajo de dichas temperaturas. Sin embargo esto
debe tomarse con reserva, ya que varios estudios en los que se ha
empleado resonancia paramagnética del electrén (EPR) y resonancia
magnética nuclear (NMR). han revelado que el grado de movimiento
o de orden de las cadenas hidrocarbonadas en presencia de
colesterol es altamente dependiente de la posicidn de la sonda
en la cadena. En la region cercana al glicerol, las cadenas
hidrocarbonadas estan muy ordenadas (hasta el C-8 - C-10); sin
embargo, hacia el centro de la bicapa las cadenas hidrocarbonadas
experimentan una considerable libertad de movimiento (33-35).
Esto se puede deber a la posicién que adopta el colesterol en las
bicapas, donde el OH-3' esta cercano a los grupos carbonilo de
los 4cidos grasos y la cadena lateral se dirige hacia el centro
de 1la bicapa (fig. 3). Por lo tanto, la porcién de la cadena
hidrocarbonada de los fosfolipidos que esta en contacto con el
nacleo del estercide (que es relativamente plano y rigido) reduce
su movimiento:; mientras que las regiones que estan en contacto
con la cadena lateral del colesterol, no son afectadas (33-38).

Paralelamsente a los cambios en la fluidez, el colestercl

disminuye la temperatura vy entalpfa de transigiéon de los



Fig. 3. Posicién que adopta el. colesterol! en las bicapas
lipfdicas. (Tomado de la ref. 37).

fogsfolipidos en bicapas modelo, de una manera lineal con respecto
a la concentracién, hasta 20 mol %. Por arriba de esta concen~
tracion. el colesterol ya no produce un cambio en la temperatura
de trangicién de los lipidog. pero si reduce la entalpia de la
transicién. A 50 mol ¥ esta transicion desaparece (39-43). A
temperaturas por debajo de la transicion de los fosfolipidos, Y
concentraciones de colesterol menorés a 20 mol %, el coeficiente
de difusién de varias sondas fluorescentes, de EPR y NMR aumenta:
mientras que a temperaturas por arriba de la transici¢n. el
in¢remento enh el c¢contenido de colesterol dismihuye su coeficiente
de difusion: con un marcado decremento a 20 mcl % de colesterol
(44,45) . Las concentraciones criticas para producir estos
efectos estan entre 20 mol % y 33 mol % de colesterol en las
membranas, debido a que por arriba de estas concentraciones se
pierden los domonios de fosfoldpido puro y se empiezan a formar
Zonas ricas en colestrol, con lo que desaparece el efecto

cooperativo de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos
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{25,36-38,46). Debido a la posicién que adopta el colesterol en
las Dbicapas (fig. 3). se puede unir a los fosfolipidos a través
de puentes de hidrégeno entre el OH-3' y el grupo carbonilo de la
posicidén 2 del fosfolipido., y a través de interacciones de van
der Waals (36,37). Estas interacciones entre fosfolipidos y
colesterol pueden sger las responsables de los cambios en las
propiedades fisicas de las membranas, debido a que el comporta-—
miento de los fosfolipides unidos al colestero! cambia en
comparacién a las membranas formadas Unicamente con fosfolipidos.

Por otre lado, se ha reportado que la adicién de colesterol a
bicapas formadas por fosfolipidos con &cidos grasos menores de 16
carbonos, provoca un aumento en lag configuraciones trans de las
cadenas hidrocarbonadas de estos 4cidos. Como consecuencia de
esto, el grosor de la bicapa puede aumentar. Sin embargo, en
bicapas  formadas por fosfolfpidos con 4cidos grasos de una
longitud mayor o igual a 18 carbonos, el colesterol provoca una
disminucién del grosor de la bicapa. Aparentemente porque hacia
el centro de la bicapa las cadenas hirocarbonadas se doblan para
llenar los espacios dejados por el colestercl, cuya longitud es
menor que la de los dcidos grasos de 18 o mas carbonos.
(38,47,48), Los cambios en el empaquetamiento y orden de las
membranas, asi como en las temperaturas de transicidén dados por
el colesterol, se pierden al emplear epicolesterol, lanostercl vy
otrogs andlogeos del colestercl (37,28), lo que sugiere que tanto
la posicion B del OH-3', como el resto de la molécula son

responsables de dichos cambios.
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b} Regulacidn de las funciones membranales por la compesicion
lipidica.

Una extensa variedad de estudios realizades c¢on membranas
biolégicas vy membranas modelo han sefialado que los cambios en
sus propiedades fisicas, pueden tener una relacién directa con
las actividades enzimdticas y de transporte en dichas membranas.

Numerosos estudios realizados con organismos procariontes. en
los que s8e han variado las temperaturas de crecimiento,
adicionado 4cidos grasos saturados, insaturados, de cadena larga
y corta, anestésicos locales y colesterol (agentes que varian las
propiedades fisicas de las membranas); geflalan que estos
organismos son capaces de responder a estos cambjios ambientales.
cambiando o modificando la composicién lipidica de sus membranas
para mantenerlas en estado liquido-cristalino. Al parecer los
cambios en la composicién de 4&cidos grasos, fluidez ¥y
temperaturas de transicién de los lipidos membranales, no tienen
un efecto importante en las actividades enzimdticas vy de
transporte asociadas a estas membranas, siempre y cuando los
11pidos membranales sge mantengan en estado liquido-cristalino
{que al parecer es la fase bioldgicamente importante}. Sin
emhargo, cuando las membranas pasan a un estado de gel. o a
estados "hiperflufdos", son incapaces de mantener el crecimeinto
celular, asi como las actividades enzimdticas y de transporte
(para revision de este tema. ver la ref, 49).

Los cambios en las propiedades.fisicas de las membranas dados
por el colestercl, parecen jugar un papel importante en la
regulacion de las funciones membranales, y se han relacionado

con: el transporte de azicares (49-52), el transporte de
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aminodcides (49), el transporte active (53,54). la permeabilidad
(51,55-57), inmunoquimica (58}, diversas funciones de los
eritrocitos (59); y otras actividades enzimdticas y de transporte
en las membranas. )

Aunque uha gran cantidad de reportes sugiere que los cambios
en la fluidez de membrana afectan una wvariedad de funcicnes
membranales, en muy pocos de estos estudios se ha probado
rigurosamente esta suposicién. Lo que rsalmente se ha demostrado
83 que cambios en la composicién de 4cidos grasos, contenido de
colesterol, cambios en la temperatura., o la adicién de
anestésicos locales afectan ciertas funciones de membrana, y se
supone que este o estos efectos se llevan a cabo a través de
cambios en la organizacién de los 1fpidos. Sin embarge. la
posibilidad de una accidén directa de estos agentes en el sistema

de interés. rara vez se congidera.

¢) Regulacién de la actividad de la AT?aau-Ca2+

por lipidos.

La actividad de la ATPasa—an+ de membrana plasmética, al
igual que otra serie de enzimas y proteinas de diversas
membranas, estd regulada por la composicidén 1lipidica. Bl
tratamiento de las membranas con fosfolipasas suprime la
actividad de 1la ATPasa—(CaZ+.Mg2+) gin embargo, la actividad se
restablece al adicionar 1ipidos exogenos (60-62). Un efecto
similar se observa al solubilizar a la enzima con detergentes vy
adicionar fosfolipidos al medio de solubilizacidn, 1lo cual
impide la inactivacién de la enzima (63.64). La disponibilidad
de preparaciones de ATPasa pura, en conjunto con el desarrolleo de

los procedimientoz para reconstituir a la enzima en vesiculas de
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una composicién lipidica controlada, facilitan los estudios de

2+) con su ambiente lipidico.

interaccién de la ATPnsa—(Ca2+.Mg
Estos estudios han permitido concluir que para preservar la
actividad de la enzima, no se requiere una clase especifica de
lipido. Por otra parte, los efectos de calmodulina si parecen
depender de las propiedades fisico-quimicas del ambiente lipidico
(10). De esta manera. cuando la enzima se reconstituye con
fosfatidilserina (P8) y otros lipidos &cidos, pierde la capacidad
de ser estimulada por calmodulina, mientras que esta
estimulacién es méxima cuando la enzima se reconstituye con
fosfatidilcolina (PC) !12.65). Los fosfolipidos dcidos
incrementan la Vmax, la afinidad para el calcio y ligeramente 1la

24 2+

cooperatividad por Ca de la ATPasa-(Ca .Mgz*) de la membrana

plasmdtica. Los efectos combinados en la Vmax. la Kp.5 Yy la

2

cooperatividad para el Ca + dan como resultado una estimulacién

en la actividad especifica de la enzima a bajas concentraciones

de Ca2+ (12,66). La potencia relativa de los fosfolipidos &cidos

en la estimulacién de la ATPasa—(Ca2+.Hg2+

) e8 la agiguiente:
fosfatidilinositol difosfato {PIP2} > fosfatidilinositol
monofosfato (PIP) > 4&cido fosfatidico (PA) > fosfatidil inositol
(PI) = PS > PC. El PIP, PIPy vy el PA tienen un efecto bifdsico.
produciendo estimulacién a bajas concentraciones y un efecto
inhibitorio a concentraciones altas; mientras que P3 y PI tienen
un efecto estimulatoric que es dependiente de la concentracioén
(66). Parece que los efectos, pero no la union de calmodulina a
la enzima se pierden en presencia de lipidos 4cidos, ya que la

ATPasa estabilizada con PS es retenida por columnas de
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calmodul ina-gefarosa con la misma eficiencia que al estar
estabilizada por PC (63,64). Un estudio reciente. en el que  se
empled dicroismo circular., seflala que la calmodulina y la PS5
inducen cambios estructurales diferentes en la enzima (67).

Por otro lado, los niveles de colesterol en la membrana
plasmdtica puedsn modular la actividad de la ATPasa—(Cd2+.Mg2+).
Se ha observado que el incremento de los niveles de colesterol en
la sarcolema cardiaca tiene un efecto inhibitorio en la actividad
de esta enzima. mientras que la extraccién de este lIpido de las
membranas estimula la actividad (68.69). Para la ATPasa=Na*/k*
aislada a partir de la membrana plasmética de células renales y
reconstituida en liposomas de PC y diferentes cantidades de
colesterol. se ha enconirado que existe una concentracién critica
de colesterol (0.4 moles) donde la actividad de la enzima es
optima, concentraciones mayores © menores, provocan una
disminucion de su actividad (70). Estec sugiere que para esta
enzima y otras proteinas membranales, como sSe menciona mas
adelante, se requiere la presencia de colesterol en las membranas
para una actividad optima.

No obstante los resultados antes comentados. la mayor parte
de los estudios del papel de los lipidos se han realizado con Jla
AT‘Pusa-—Ca2+ de RS, debido a la abundancia de esta proteina en
dicho organelo, donde llega a constituir entre el 85 y 95 % de la
protefna total. Para esta enzima, la remocidén parcial de
fosfolipidos por medic de fosfolipasas, asi como la delipidacidén
por adicién de cantidades crecientes de desoxicolato. causan
perdida de 1la actividad, la cual se puede recuperar por la

adicién de lipidos exdégenos (71-74). Al recambiar loa lipidos
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endégenos del RS ascciados a la enzima por especies 1ipidicas
conocidas, se encontrd que para mantener la actividad ATPasa se
requieren lipidos con &cidos grasos de 18 carbonos, encontrédndose
una actividad méxima con dioleil-PC. las fosfatidilcolinas con
dcidos grasos més cortos o mds largos dan una menor actividad
(75-79). En estudios similares con dioleil fosfolipidos con
diferente cabeza polar se encontro que la PCy la fosfatidil-
etanclamina (PE) mantienen una mayor actividad de la ATPasa, que
los fosfolipidos &cidos (PA, PS y cerdiolipina) (77-79).

2+ 4.

En relacioén al efecto del colesterol sobre la ATPasa-Ca
RS existe controversia, ya que algunos trabajos sostienen que al
aumentar la cantidad de este estercl en el RS se produce una
inhibicién proporcional en la actividad (80,81); mientras que
Metcalfe y «col. (B2.83) reportan que el colesterol no tiene
efectos en la actividad de la enzima. Realizando estudios con la
enzima reconstituida en liposomas de PC/colestrol (PC/COL), se
encontré que el colestercl nc tiene efecto en la actividad de la
ATPasa a temperaturas mayores de 30°C. 8in embargo, a
temperaturas menores de 30°C, el colesterol aparentemente inhibe

la actividad de la enzima (83).

III. Efecto de la temperatura en el funcionamiento celular.

La elevacién de la temperatura puede provocar muerte celular
por hipertermia, debido a la inactivacién y desnaturalizacién de
las proteinag y otros componentes celulares. Se ha pensado que en
este proceso., las membranas tienen un papel importante. ya que un
aumento congiderable en la temperatura pueds propiciar la

perdida de las propiedades de las membranas, haciendolas
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“hiperfluidas", por lo que pusden mostrar un aumento en - su

permeabilidad y perdida de selectividad (84).

a) Efecto de la temperatura en la composicién lipidica y
funcionss membranales

Se piensa que las membranas juegan un papel importante en la
muerte celular por hipertermia, bajo ciertas condiciones la
gengibilidad celular al calor se modula por la composicion
lipidica (84). Numerosos estudios realizados con procariontes
seflalan que estos organismos pueden alterar la composicién
lipidica de sus membranas como una respuesta a la temperatura.
De tal manera que cuando se cultivan a temperaturas altas se
induce la sintesis de dcidos grasos saturados de cadena larga.
mientras que cuando son cultivados a temperaturas bajas,
sintetizan cantitades importantes de &cidos grasos insaturados.
lo que prevoca que la relacién de 4cidos grasos
insaturados/saturados aumente en sus membranas. Debido a estos
cambios, loa organismos crecidos a bajas temperaturas por varias
generaciones ge hacen md&s gengibles a incrementos en la
temperaturas que las cepas nativas. Tal wvez el caso mds
representativo lo constituyen las bacterias terméfilas, las
cudles tienen un contenido elevado de dcidos grasos saturados de
cadena larga y ramificados en sus membranas, lo que da como
resultade membranas mds estables que las de los organismos
meséfilos (para revision de este tema, ver ref. 49 y 85).

Algunos estudios realizados con células de mamifero normales
y malignas, han permitido 1llegar a conclusiones similares

(84,86-89). Recientemente se le ha dado mucho interés a la
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posibilidad que el colesterol puede influir en la sensibilidad
térmica celular. Cress y Gerner encontraron que algunas lineas
celulares con un mayor contenido de colestroi son m&s resistentes
a la hipertermia (87,88). por lo que concluyeron gue el nivel de
colesterol en la membrana puede influir en la sensibilidad
celular a la hipertermia. En adicién Anderson y col. (89).
encontraron que las células de ovario de hamster mantenidas a
bajas temperaturas tienen un menor contenido de colesterol y
fueron m&s termosensibles que aquellas mantenidas a temperaturas
m43 altas,

De manera contraria a estas correlacidénes positivas entre el
contenido de colesterol y termoresistencia. hay varios trabajos
que reportan una carencia de correlacién o una correlacién
negativa (90-52). Esto sugiere que ni el colesterol, ni alguna
eapecie lipidica en particular son los unicos determinantes de la
termosensibilidad. Durante la hipertermia ocurre desnaturaliza-
cién de proteinas. incluyendo las protefnas membranales, esto
contribuye al dafio y muerte celular (93,94), Tratando de probar
la hip6tesis de que el colesterol protege a las proteinas
membranales de la inactivacié térmica, se usé como modelo a la

2+

ATPasa-Ca de RS reconstituida en liposomas con diferentes

cantidades de colesterol: encontrandose que tanto el transporte
de Ca2+. como la actividad ATPasa son ma&s termoresistentes, a

mayor contenide de colesterol en los liposomas (95).

b) Efecto de la temperatura en la eastabilidad de las enzimas.
La mayoria de las reacciones quimicas proceden a una

velocidad mds rdpida a medida que la temperatura (T) 8e
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incrementa. Un incremento en T imparte mds energia cinética a las
moléculas reactantes. lo que da como resultado mds colisiones por
unidad de tiempo. Las reacciones catalizadas por enzimas. también
obedecen estos principios. La actividad catalitica de lag enzimas
resulta de una estructura terciaria precisa y ordenada. que se
mantiene bdsicamente por interacciones débiles no covalentes, Si
la enzima absorbe mucha energia. la estructura terciaria se puede
dafiar o romper y la molécula se puede inactivar y desnaturalizar.
Esto es, a medida que T aumenta hay un incremento en las
colisiones de E + S provecando un aumentc en la velocidad de la
reaccién, pero esto va acompafiado de un aumento en la tasa de
desnaturalizacién. Como consecuencia de esto., una grdfica de v vs
T usualmente muestra un pico, algunas veces referide como
“temperatura o6ptima". 3in embargo. la temperatura "dptima™ para
un ensayo e3 la mixima temperatura a la cual la enzima muestra
una actividad constante en un periodo de tiempo, por lo menos tan
grande come el tiempo de ensayo. Esto se puede establecer
facilments preincubando a la snzima a diferentes temperaturas vy
tiempos y finalmente medir la actividad a una temperatura baja,
para no causar desnaturalizacién. La estabilidad de una enzima a
la temperatura depende de varios factores incluyendo pH. fuerza
iénica del medio, asi como la presencia o ausencia de ligandos.
Los sustratos frecuentemente protegen contra la desnaturalizacién
por temperatura. En general, una enzima puede ser mids estable en
extractos crudos que en forma aislada, al contener una

concentracién alta de otras proteinas (96).
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c) Andlismis térmico de las actividades enzimdticas

La investigacién de la dependencia de la temperatura de las
reacciones quimicas y enzimdticas es importante para la
comprension de los mecanismos moleculares de estos procesos. Los
efectos de la temperatura en lag constantes de velocidad que
caracterizan a una reaccion quimica son analizados en terminos de
una energifa de activacion empirica {E,) de acuerdo a la ecuacion
de Arrhenius,

log k= (-En/2.3R) (1/T)

donde k es la constante de velocidad de interes, R la constante
de los gagses y T la temperatura absolu£a. En la practica el valor
numérico de E, se determina a partir de la pendiente de una
grdfica de log k va 1/T (gréfica de Arrhenius). Para la gran
mayoria de las reacciones quimicas. y para las reacciones
catalizadas por la mayoria de enzimas solubles. las grdficas de
Arrhenius son lineales en un intervalo amplio de temperatura,
aunque hay sus excepciones, Para los sistemas de transporte y
enzimas de membrana, se obtienen con frecuencia gr&ficas de
Arrhenius no lineales (49,97-99). En muchos trabajos se han
asociado estos cambios en las energias de activacién con cambios
en la transicién de fase de los lipidos de las membranas (gel a
liquido-cristalino). Sin embargo, se debe ser cuidadoso en 1la
interpretacién de estos cambios, ya que inclusive algunas enzimas
citoplasmicas solubles muestran graficas de Arrhenius no lineales
(100) . Ademés, las proteinas membranales pueden tener
transiciones conformacionales a temperaturas fisiolégicas, que
pueden afectar la actividad de estas protelnas aun cuando no

ocurran transiciones de fase en el ambiente lipidico, sobre ésto
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existen wvarios ejemplos en la literatura: 1los sistemas de
transporte de lactosa y prolina en E. coli (49,101): la ATPasa-

(Na+.Mg2+) de algunos micoplasmas (102): la ATPasa—Caz+

de RS.
Esta Gltima enzima muestra un cambio conformacional intrinsecoc a
18°C (103.104). Aun la abolicidn de los quiebres en las graficas
de Arrhenius, por agentes como detergentes o anestésicos locales
no son pruebas contundentes de que la transicién de la fase
lipfdica esta involucrada., ya que estos agentes pueden y afectan
directamente la estructura y funcién de las proteinas, asi como
la fluidez y la fase 1lipidica (49), Es importante recordar
que unpa grafica de Arrhenius de una reaccion enzimética serd
normalmente lineal solamente si una especie de catalizador es
responzable del proceso quimico, y solamente Si un paso en
particutar de toda la reaccién es limitante en todo el intervalo
de temperatura examinado. Las reacciones enziméticas y procesos
de transporte membranales son generalmente complejos.
involucrando varios pasos, donde cada reaccion parcial del
proceso global puede tener wuna dependencia de temperatura
diferente e inclusive una diferente dependencia lipidica (84).
Dixon y Webb (105) y Han (100) han sefialado que la temperatura
induce cambios en el pH de los amortiguadores acuosos, en la
viacosidad de la solucién y en la afinidad de unién de! sustrato
(Km) .

El an&lisis térmico ha sido aplicado exitosamente al estudio
de muchos materiales y macromolécuias. La aproximacién general es
monitorear transiciones de las moléculas en funcién de la

temperatura. Para las proteinas esto ha permitido la
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determinacién de la desnaturalizacién o deasdoblamiento de una
proteina completa o de dominios especificos (106). <Cualquier
técnica fi{sica que refleje ampliamente el proceso del
desdoblamiento puede ser wusada, sin embargo la calorimetria
diferencial de barrido es la mas cominmente empleada. El andlisis
térmico permite cbtener informacién de la presencia de dominios,
la fuerze de interaccidn de estos dominios, y los ;fectos de la
unién de ligawdos o sustratos en la estabilidad de estos. Bajo
condiciones favorables se puede obtener un esquema de balja

resolucién de una macromolécula compleja (107,108).
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II.OBJETIVOS

Con la intencién de tener una mejor comprensién del mecanismo
© ‘mecanismos de regulacién de la actividad de la ATPasa-
(Ca2+.Mgz+) de membrana plasmdtica por el colesterol. y de probar
la hipétesis de que el colesterol confiere estabilidad térmica a
varias lineas celulares en cultivo. asi como a ciertas proteinas

membranales: se plantearon los siguientes objetivos:

1, Estudiar el efecto del colesterol en la estabilidad térmica de
la ATFasa-(Caz*.MQZ+) de sarcolema cardiaco. Empleando para esto
membranas c¢on diferente contenido de colesterol: asi come a la
enzima aislada y reconstituida en liposomas de fosfatidilcolina y

liposomas de fosfatidilcolina/colesterol,

2, Monitorear posibles cambioz en la estructura de la ATPasa-—
(Caz*,Hg2+), inducidos por cambios en los niveles de colesterol
en las membranas. Egspecificamente estudiar el efecto de este
l{pido sobre la constante de uniodn para uno de sus sustratos, el

ATP.

3. Por medio del andlisis térmico diferencial, determinar el
papel del colesterol en la estabilidad térmica de la A'I‘Pasa—Mgz+
de membranas microsomales cardfacas, Esto ultimo con la finalidad
de demostrar, que el efecto protector del colesterol contra la
inactivaciOn térmica, puede ser general para varias proteinas

membranales.
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III. MATERIALES Y METODOS

Qufmicos. El colestercl, la sefarosa 4B (activada con bromuro de
cianégeno), el DTT, el MOPS, el EGTA., el EDTA, el Tris, el SDS.
el 4cido mdlico. el B-mercaptoetancl, el HEPES, el Triton X-100,
la acrilamida, los marcadores de peso molecular Yy la
fosfatidilcolina tipo IV-S de frijol de soya, se obtuvieron de
Sigma Chemicals (5t. Louis., MO.). La fenil-sefarosa, el sephacryl
S~200 de Pharmacia. El resto de los quimicos empleados en el
presente trabajo fueron de un alto grado de pureza. La
fosfatidilcolina empleada a lo largo de este trabajo se lavé
previamente con acetona-eter (adicionando tocoferol como agente
antioxidante), para eliminar d&cidos grases libres y lipidos
peréxidados, de acuerdo al procedimiento descrito por Kagawa y
Racker (109).
Omitiré la descripcion de los métodos que ge reportan en el

articulo anexo.

Purificacién de calmodulina. La calmodulina se purificé a partir
de testiculc de bovino de acuerdc al método de Gopalakrishna
(110). El tejido {250 g) se homogenizd a 4°C con 5 pulsos de 30
gsegundos cada uno en una licuadora (esperando 3 min. entre pulso
y pulso), en 500 ml de una solucidn que contenia Tris-HC1 40
mM, EDTA 4 mM, NaCl 100 mM (pH 7.4) y 0.5 ml de B-mercaptoetanol
por litro de solucion (seclucion A). El homogenizado se centrifugo
a 10.000 rpm durante 30 min. en un rotor GSA a 4°C. El
sobrenadante resultante se filtré a través de gasa doble y se
colectd en hielo. Las pastillas se resusgpendieron en un voltmen

igual de solucién A, se centrifugaron y filtraron en las
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condiciones antes mencionadas. E}@ sobrenadante filtrado ae
calent6 de 3-5 min. en agua hirviendo en fracciones de 100-150 ml
(hasta gque el sobrenadante cambid de color y se observaron
grumos), inmediatamente se enfrid hasta 10°C en una mezcla de
acetona-hielo seco, para ser centrifugade a 10,000 rpm durante 30
min. en un rotor GSA a 4°C. El sobrenadante resultante se dializé
durante todo la noche a 4°C con 18 litrog del siguiente
amortiguador: Tris-HCl 40 mM (pH 7.4), NaCl 100 mM y B-~mercapto—
etanol (0.5 ml/litro) (solucién B). posteriormente a3e dializé
durante 4 horag a temperatura ambiente con 4 litros de la
golucién B. El dializado se centrifugd a 8.000 rpm durante 60
min., en un rotor GSA, a temperatura ambiente. Al scbrenadante
ge le adiciondé CaCly a una concentracion final de 2 mM y se
aplicé a una columna de fenil—-sefarosa de 50 ml (a temperatura
ambiente, al igual que los pasos siguientes). La columna habia
gido previamente equilibrada con 500 m! de una solucion que
contenia Tris~HC1 40 mM (pH 7.4). NaCl 100 mM y CaCly 2 mM
(solucién C). Después de pasar la muestra. la columna se lavé en
primer lugar con un litro de la siguiente solucién: Tris-HCl1 40
mM (pH 7.4), NaCl 0.5 M. CaCly 2 mM (solucion D). posteriormente
se lavé con un litro de solucion C. Las proteifnas retenidas por
la columna se eluyeron con 300-500 ml de una solucién de Tris-HCl
40 mM (pH 7.4), NaCl 75 mM, EDTA 4 mM (sclucién E) y se
colectaron fracciones de 2-3 ml. Finalmente., se determino Ila
densidad ¢ptica de las fracciones a 280 nm. Las muestras con una
D.0O. mayor de 0.1 se juntaron y mantuvieron en refrigeracién

hagta =su uso. La concentracién de proteina se determinéd de
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acuerdo a la giguiente relacién:

Valer D.0. 0’;2

donde 0.221 es el coeficiente de extincién molar de la

.= myfml

calmodulina. Para regenerar la resina de fenil-sefarosa, la
columna se lavé con 200 ml de solucién E que contenia urea 6 M.
posteriormente con 200 ml de agua destilada (desionizada), en
‘seguida con 200 ml de etanol al 50 % y finalmente con solucién C.
La calmoduline obtenida se acoplé a sefarosa 4B activada con

bromuro de ciandgeno, siguiendo métodos convencionales.

Aislamiento de microsomas cardfacos de bovino. El aislamiento de
las membranas microsomales se realizdé de acuerds a un
procedimiento establecido en el laboratorio (111). 200 ¢ de
tejido wventricular de bovino. libre de tejido conectivo se
homogenizaron en una licuadora (dos pulscs de 2 min) en 2
volumenes de una solucién que contenia: NaHCO3 10 mM y azida de
sodio 0.5 mM (pH 7.0) (solucién A)., El homogenizado se
rehcmogenizé en 5 volumenes de solucion A, con 5 pulsos de 5 seg.
en un politron, este segundo homogenizado se licudé nuevamente con
dos pulsos de 2 min y ge filtrd a travées de gasa triple. EI
filtrado se centrifugé a 8.700 x g durante 30 min. se recuperd el
sobrenadante (1), y la pastilla se resuspendi¢ en 5-6 volamenes
de solucién A, para homogenizarse nuevamente con licuadora (dos
pulsos de 2 min) y centrifugarse a 8,700 x g por 30 min. EIl
sobrenadante resultante se mezclé con el sobrenadante 1 y se
centrifugaron a 22,000 x g durante 60 minh. posteriomente las
pastillas se resuspendiercn en 5-6 volumenes de sclucién B que

contenfa: Malato-Tris 20 mM y KC} 0.6 M (pH 6.8)., para sger
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homogenizadas con un homogenizador de vidrio y centrifugadas a.
33,000 x g durante 60 min. Se tird el sobrenadante y la pastilla
Se resuspendid y homogenizdé en 5~6 volumenes de HEPES 10 mM. EDTA
2 mM (pH 7.4). y se agité durante 10 min, con el fin de extraer
la calmodulina. Después de centrifugar las membranas a 50,000 x g
durante 30 min., la pastilla resultante se resuspendio en: Tris-
malato 50 mM. MgClp 0.5 mM. CaClp 50 uM. DTT 2 mM (pH 7.4) y sge
congelé en alfcuotas en nitrogeno liquido. Todos los pasos

anteriores se realizaron a 4°C.

Incorporacién de colesterol a las membranas microsomales. La
incorporacién y determinaciones de colesterol en las membranas
microsomales se realizd de acuerdo al procedimiento mencionado en
el articule anexo. Este procedimiento consiste en el
enriquecimiento del plasma sanguineo (lipoproteinas} con
colesterol. Al incubar las membranas microsomales con este medio,
el colesterol difunde del plasma hacia las membranas. obedeciendo
su gradiente de concentracion. lo que permite incrementar el

contenido de colestercl de las membranas.

2+

Purificacién de la ATPasa—(Cuz+.Hg ). La ATPasa—(CaZ+

.ng+), se

purificé a partir de microsomas cardfacos de bovinc libres de
calmodulina, siguiendo el método descrito por Niggli y col. (63),
con las modificaciones seflaladas en (112). Las membranas se
solubilizaron durante 20 min en un medio que contenfa KCl 130 mM,
HEPES-KOH 20 mM, MgClz 1 mM. CaClj 100 uM. Triton X-100 0.4 %,
DIT 2 mM (pH 7.4) (solucidn A} y se centrifugé a 100.000 x g
durante 35 min. Al sobrenadante recuperadc se le adiciond PC

sonicada en HEPES~KOH 10 mM (pH 7.4) a una concentracién final de
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0.5 mg/ml y se aplicé a una columna de calmodulina-sefarosa 4B
previamente equilibrada con la solucién A que contenia PC 0.5
mg/ml. Después de pasar la muestra. la columna se lavé con 10
volumenes de solucidn A y subsecuentemente con 10 wvolumenes de
una solucién similar que contenfa Triton X~100 0.05 % (solucisn
B). Finalmente la enzima se eluydé con KC1 130 mM, HEPES-KOH 20
mM, MgClp 1 mM. EDTA 2 mM, DTT 2 mM, PC 0.5 mg/ml. Glicerol 10 %
y Triton X-100 0.05 % (pH 7.4), colectdndose fracciones de 0.5
ml.- En las fracciones colectadas se midié ia actividad ATPasa-
(Ca2+,Mgz+). como se describe mas adelante., Las fracciones con
mayor actividad se juntaron, ge les adicionsé CaCly 50 uM, el
MgClz se ajusto & 2 mM, y se guardaron en alicuotas en nitroégeno

liquide hasta su uso. Todos lo3 pasos anteriores se realizaron a

4°C.

Incorporacién de la ATPnaa-(CAZ+,Mg2+) de marcolema cardfaco en
liposomas.

La enzima se incorporé en liposomas de PC y PC/COL por medio
de congelacién, descongelacisdn y sonicacién. giguiendo el
procedimiente descrito por Racker (113), S50 mg PC o 45 mg PC/5
mg coleaterol/ml se sonicaron con 4 pulsoz de 4 min en un
sonicador de véstago Branson 250, en un medic que contenfa KCl
130 mM. CaClp; 50 uM, MgCl; 2 mM y HEPES-KOH 20 mM (pH 7.4).
Posteriomente los liposomas se centrifugaron a 25,000 x g durante
30 min. con el fin de remover particulas de titanio y de lipidos.
Para incorporar a la enzima se tom¢ un velumen de liposomas y se
mezcléd con dos volumenes de ATPasa (0.1-0.15 mg/ml) recien

descongelada. La mezcla se sonicéd con dos pulsos de 30 seg en un
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sonicador de bafio a 4°C. Finalmente los liposomas se filtraron a
través de columnas de Penefsky (114) que contenfan 0.7 ml! de
Sephacryl S-200, centrifugandc a 2,000 rpm en una centrifuga
clinica durante 10 min. a 4°C. con el fin de separar a la snzima

recontituida de la enzima libre.

Inactivacion térmica. Las membranas microsomales. con alto y bajo
contenido de colesterol resuspendidas a una concentracicn de
proteina de 0.5 mg/ml con MOPS-KOH 20 mM. KC1 80 mM, DTT 1 mM (pH
7.4)., se calentaron en baffo de agua a una velocidad de 70°'C/hr.

Yy Se tomaron muestras cada grado, de 30 a 70°C. Estas muestras

ge pusieron en hielo hasta gque todas las muestras fueron
colectadas (115). para finalmente determinar la actividad de
ATPasa—Mg2+/C=2+ a 25 °C, Las g¢urvas de inactjvacion se
obtuvieron de graficar la fraccioén de la actividad residual vs
temperatura (tomando como 1 la actividad control de muestras no
calentadas). La temperatura de inactivacién (Tp). definida como
la temperatura a la que se alcapza la mitad de la inactivacion,
ge obtuvo a partir de la derivada de las curvas de inactivacion
{115).

Para 1las curvas de inactivacion en funcion del tiempo. lasg
membranas microsomales con alto y bajo contenido de colesterol (a
una concentracioén de proteina de 0.5 mg/ml), se preincubaron en
un bafio de agua a cada una de las diferentes temperaturas (54—
62°C). A diferentes tiempos se tomaron alicuctas de 30 ul que se
pusieron en hielo hasta gue todas las muestras fueron colectadas.

La actividad residual se determiné a 25°C como se describe mds

adelante.
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Calorimetria diferencial de barrido. Los experimentos de calo-
rimetrfa se realizaron con un microcalorimetro diferencial de
barrido de alta resolucion (Microcal MC2), conectado a una compu-—
tadora para colectar automdticamente los datos, como se describe
en (108). Las membranas microsomales con alto y bajo contenido de
colestercl. resuspendidas a una concentracién de protefna de 10
mg/ml con un amortiguador que contenia: MOPS-KOH 20 mM, KC! 80
mM. DIT 1 mM (pH 7.4), se calentaron a una velocidad de barrido
de 1°'C/min. de 10 a 100'C. Posteriormente las muestras se
enfriaron hasta 10°C e inmediatamente se les corri¢ un segundo
barrido. Esto ultimo, con el fin de determinar si el proceso de
desnaturalizacién de las proteinas de estas membranas es reversi-—
ble o irreversible. La desnaturalizacién fue totalmente irrever-
sible después del barrido a 100°C, Por lo tanto, la desnaturali-
2acioén de las proteinas membranales, asi como las curvas de

+ X
2 fueron analizadas,

inactivacioén de la actividad ATPusa—Mg2+/Ca
tomando en cuenta que se trata de procesos irreversibles (108).
El procedimiento de an&lisis requiere que la desnaturalizacién e
inactivacién. puedan ser aproximados a una reaccion de dos esta-
dos Nativo 8> Desnaturalizado o Active ﬁ> Inactivo obedeciendo
una cinética de pseudo primer orden. dende la dependencia de la
temperatura de la k de velocidad esta dada por la relacion de
Arrhenius. Se ha demostrado que esta suposicidén se cumple para
M92

la ATPasn-—(Caz+ +) de RS (108). La fraccién de cada componente

desnaturalizado o inactivado (fp} esta dado por:

fD [T(f)] =l exp {;§:~j Cxp LF\TE (T- 12?[}

donde Ty es la temperatura a la cual k=1, E, la energia de
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activacion, y v la velocidad del barride. La derivada de fp en
funcién de la temperatura permite obtener el exceso de Cp.
pardmetro que es proporcional a la derivada de la actividad. Las
curvas de exceso de Cp y la derivada de la actividad come funcion
de la temperatura fueron separadas en sus componentes

individuales, usando una rutina recursiva de minimizacién (108).

Determinacién de las actividades ATPaau—(Cn2+.Mq2+) y ATPasa-

ng+

., Para los ensayos de actividad, se tomo¢ aproximadamente 1 ug
de enzima incorporada en liposomas por punto eXperimental y se
incubé a los diferentes tiempos y temperaturas en un medio que
contenia KC! 130 mM, HEPES-KOH 20 mM. MgClp 6.2 mM, CaCl; 0.37 mM
Yy EGTA 0.1 mM {pH 7.4). con el fin de obtener una concentracién
de Ca2+ libre de 10 uM. calculado mediante un programa de cémputo
digefiado por Fabiato (116). Para la determinacién de las
actividades ATPasa—Mg2+/Ca2+ de microsomas cardfacos de bovino,
se tomaron 15 pug de proteina membranal por cada punto de ensayo.
y =se incubaron durante 10 min a 25°C en la mezcla de reaccién
antes menciconada. El fosfato liberado se determind colorimé-
tricamente como se feporta en (117) . La proteina por el método
Lowry (118) para la fraccién miCrosomal y para la enzima aislada

e incorporada en liposomas de acuerdo al método descrito por

Bensadoun y Weinstein {119),

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. La electro-
foresis en geles de poliacrilamida con SDS se realizé de acuerdo
al método de Laemmli (120). Los geles se tifieron con azul de

Coomﬁssie 6 con plata segun el método de Oakley et al (121).
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IV.RESULTADOS

Los resultados presentados en el articulo que acompafia a esta
tesis, gefialan que la estabilidad térmica de la ATPasa-

(€a?* mMg?*

} es dependiente del contenido de colesterol en la
sarcolema y del tiempo de preincubacidn. Al aumentar el contenido
de colesterol en las membranas, la enzima muestra una mayor
resistencia a la inactivacion por temperatura,

Con base en los resultades reportados en dicho articulo, se
decidio investigar el papel del colesterol en la estabilidad
térmica de la ATPasa—(Caz+,M92+) aislada y reconstituida en
lipoaomas de diferente composicion lipfdica. Para lograr esto,
fue necesario recurrir a un procedimiento para el aislamiento de
membranas a gran escala, a partir de musculo cardiaco de bovino,
en lugar de tejido cardiaco de conejo. Las ventajas que presenta
este 3istema 3on principalmente la disponibilidad de tejido,
costo y cantidad de membranas obtenidas. La fraccién microscmal
libre de calmocdulina. obtenida de acuerdo al procedimiento
descrito en la seccién de materiales y métodos, y caracterizada
previamente en el laboratorio (111). se empled para la

2+.Mg2+

purificaciéon de la ATPasa-(Ca ) de sarcolema cardiaco, por
medio de cromatografia en columnas de calmodulina-sefarosa.

Sin embargo, antes de describir los resultades de la purifi-
cacisn ds la ATPasa—(Caz*.Mgz+). presentaré en primer lugar los
datos obtenidos en la purificacién de la calmodulina. La figura
4A muestra el perfil de elucién de la columna de fenil-sefarosa y
la figura 4B el patron electroforético las fracciones 26 a la 34,

comprendidas en el pito de absorbencia a 280 nm de la fig. 4A.
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Fig. 4. Purificacion de la calmodulina. A) perfil de elucién de
la columna de fenil-sefarosa. B) electroforesis en gel de
peliacrilamida al 12 % con SDS delas fracciones obtenidas durante
la purificacién: 1) marcadores de peso molecular en KkD: 2)
golubilizado aplicado a la columna: 3) proteinas 59 retenidas por
la columna: 4 y 6) calmeodulina en presencia de Ca S5mM; Sy 7)
calmodulina en presencia de EGTA 5 mM. Tincidén con azul de
Coomassie.
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En el gel se observa claramente una banda polipeptidica con
un pesc molecular cercano a los 17 kD. y cuya movilidad
electroforética se modifica en presencia de calcio,
caracteristicas distintivas de la calmodulina. Esta proteina

2+ 2+) de sarcolema

estimula la actividad de la ATPasa-(Ca“" .Mg
cardiaco (resultado no mostrado).

La calmodulina obtenida se acopld a sefarosa 4B activada con
bromuro de cianégeno. Los resultados obtenidos durante la
purificacién de la ATPasu—(C52+.Hg2+). por medio de la columna de
calmodulina—-sefarosa se muestran en la figura 5. La figura 5A
muestra el perfil de actividad de las fracciones eluidas de la
columna de calmodulina-sefarosa. Las fracciones con actividad de

2+.M92+)

ATPasa-(Ca se concentrarocn y analizaron por medio de
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (fig. 5B). En
egta figura se puede observar un componente principal de

2+) de

aproximadamente 140 kD que corresponde a la hTPasa—(CaZ+,Hg
membrana plasmética. y un componente menor de aproximadamente 100
kD, que podria corresponder a un produnto de proteélisis de la
banda principal de 140 kD, descrito previamente (122). Aunque la
mayor parte de la informacidn en la literatura sefiala que la

2+.Mg2+) de RS no se une a calmodulina, esta afirmacioén

ATPasa-(Ca
parece ser valida unicamente para 1la enzima de misculo
esquelético. Sin embargo. para la ATPasa-(Ca2*,Mg2*) de RS de
misculo cardfaco, recientemente han surgido evidencias que
seflalan que la calmodulina puede unirse directamente a esta
enzima (123). Por lo tanto. existe la posibilidad de que la banda
de 100 XD corresponda a una peqheﬂa contaminacién de la ATPasa-

(Ca2+,Mg2+) de RS,
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Fig. 5. Purificacién de la ATPasa—(C52+.Mg2+) de sarcolema

cardiaco. A) perfil de actividad de las muestras eluidas de la

columna de calmodulina-sefarosa 4B. B) electroforesis en gel de

peliacrilamida al 7.5 % con SDS, de las muestras obtenidas

durante la purificacion: 1) marcadores de peso molecular; 2)

membranas microsomales: 3) proiginag+del solubilizado aplicado a
)

la columna; 4) ATPasa-(Ca” Mg correspondiente .3 las
fracciones 5-10 del panel A. Tincidn con plata.
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En nuestras condiciones de aislamiento. partiendo de 500 mg
de proteina de membranas microsomales (libres de calmodutina), se
obtienen entre 400 a 500 ug de ATPasa—(Ca2+,Mg2+). rendimiento
aproximado a lo reportado en la literatura (63,112,122).

La enzima aislada se incorporé en liposomas de PC y PC/COL.
como se sefiala en la seccién de materiales y métodos. Una vez
incorporada en los liposomas, sSe realizaron curvas de actividad
de la enzima ~n funcién de la temperatura. Para esto la enzima sge
incubd con sus sustratos a las diferentes temperaturas, es decir
para este grupo de experimentos la enzima nc fue preincubada.
Los resultados obtenidos de estos experimentos se muestran en las
figuras 6, 7 y 8. En primer lugar, se encontré que el efecto
inhibitoric del colesterol., observade en la actividad de la
enzima en la sarcolema. se pierde cuando la enzima ha sido
aislada de las membranas nativas e incorporada en liposomas de
PC/COL. Por otro lado, el efecto protector del colesterol contra
la inactivacién térmica de la enzima, unicamente se observa a
tiempos “largos” de incubacidn. A los 5 min de incubacidn las
curvas de actividad de la enzima incorporada en liposomas de PC y
PC/COL son practicamente idénticas (fig. 6), mientras que al
aumentar el tiempo de incubacidén a 10 min (fig. 7). se empieza a
marcar una diferencia en la actividad de la enzima a temperaturas
altas. observéndose una diferencia clara a los 20 min de
incubacion (fig. 8). En esta ultima figura, la enzima incorporada
en liposomas de PC/COL mostrd una mayor actividad a temperaturas
altas. en comparacién con la enzima incorporada en liposomas de
PC. Esto sugiere que el colesterol estabiliza a la ATPasa-

(Ca2+.Mg2+) y retarda o la protege contra la inactivacion
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térmica.

En las figuras 6B, 7B y 8B se muestran las grdficas de
Arrhenjus correspondientes a los datos de actividad presentados
en el panel A de cada una de las figuras. A partir de eatas
grédficas, se obtuve una E, aproximada de 10 kcal/mol, para el
proceso de activacion (25-46°C). Este valor es independiente del
tiempo de incubacidn (5. 10 ¢ 20 min) y de la composicidén de los
liposomas. Aunque se puede obtener un cdlculo de E, de
aproximadamente 30 kcal/mol. para la fase de inactivacidn de la
enzima (48-60°C), este dato es dificil de interpretar. Debido a
que a temperaturas altas se tiene una mezcla de efectos. por un
lado., el aumento en la temperatura acelera la catdlisis,
mientras que por el otro. provoca la inactivacién de la enzima
por desnaturalizacién, De tal manera que a temperaturas por
arriba de los 46°C la desnaturalizacién se hace mn&s fuerte o
importante que la activacion. Este efecto se puede observar
claramente en las fig. 6A, 7A y BA, donde a los 5 min de
incubacion las actividades especificas a 48, 50 y 55°'C son més
altas que a los 10 y 20 min de incubacién (fig. 7A y BA). Esto
sugiere que la enzima se mantiene activa durante pocos minutos a
temperaturas altas y la actividad observada a los 10 o 20 min
probablemente se realizé en los minutos iniciales., antes de la
inactivacién de la enzima por la temperatura. Por lo tanto 1la
actividad especifica calculada para los 10 o 20 min debe estar
subestimada. Para evitar este problema. la manera de obtener las
energias de activacién del proceso de inactivacién para una

enzima, es realizar curvas de inactivacidén en funcion del tiempo
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Fé§2+ 6.Ffecto de la temperatura en la actividad de la ATPasa-
( .Mg“") de sarcolema cardiaco. reconstituida en liposomas de
PC ( ©) y liposomas de PC/COL (®). A) actividad de la enzima
incubada durante 5 minutos a diferentes temperaturas., B) grafica
de Arrhenius correspondiente a los datos presentados en A.
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Figy, 8., ,Efecto del colesterol en la actividad de la ATPasa-
(Ca“" .Mg“") de sarcolems cardiaco. reconstituida en liposomas de
PC ( o} y liposomas de PC/COL ( #)}. A) actividad de la enzima
incubada durante 20 minutos a diferentes temperaturas. B) grafica
de Arrhenius de los datos presentades en A.
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a diferentes temperaturas, Al graficar las constantes de

.inactivacién (obtenidas de las curvas antes mecionadas) en
gréficas de Arrhenius, se puede(n) obtener los valores de E,., de
manera similar a lo realizado para la actividad ATFasa—Mgz+/Caz+
de microsomas cardlacos, cuyos resultados se muestran mas
adelante (figura 11.)

Con base en los resultados antes mencionados, se decidio
determinar la actividad de la enzima a diferentes tiempos, a 4
temperaturas: 37, 40, 50 y 52°C. los datos obtenidos de estos
experimentos se muestran en la figura 9. A temperaturas de 37 vy
40°C la actividad de la enzima en liposomas de PC y PC/COL es
practicamente idéntica, debido a que el efecto desnaturalizante
de la temperatura es minimo o nulo: mientras que a 50 y 52°C
donde el efecto desnaturalizante de la temperatura es un factor
importante, la enzima reconstituida en liposomas de PC/COL se
inactiva a tiempos mayores. Los resultados obtenidos con la
ATPasa-(Ca2+,M92+) recongtituida en lipogsomas, sugieren que la
presencia de colesterol en los ljposomas protege y retarda la
inactivacioén térmica de la enzima.

Tratando de probar la hipétesis de que el colestercl confiere
estabilidad térmica a variag proteinas membranales, Y
aprovechando la disponibilidad de las membranas microsomales, se
investiges el efecto de este lipido en la estabilidad térmica de

+ : i
2 de microsomas cardiacos de bovino. Para esto. se

una ATPasa-Mg
realizaron curvas de inactivacion en funcién de la temperatura
{como sSe describe en materiales y métodos). Los datos de

+

actividad se reportan como ATPasa—Mgz+/Caz total, debido a que

el medio de incubaci¢n contenia, tanto magnesio, como calcic y no
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Fig. 9. Actividad de la ATPasa—(Caz',MgZ+)surcolemal en funcidn
del tiempo de incubaci¢n y de la temperatura. 37 (o , e ): 40
(a .ad: 50 (o, m) y32°C (6. ¢). Simboclos vacios. enzima
reconstituida en liposomas de PC; simbolos rellenos. enzima
reconstituida en l}iposomas de PC/COL, AT, actividad total,
Promedio de 4 experimentos.

se reatd la actividad ATPasa—Caz+

que corresponde a unas 20-30
nmol Pi/mg/min de la actividad total. La actividad residual,
determinada a 25°C, se normalizé a 1, donde 1 corresponde a una
actividad de 380-400 nmol Pi/mg prot./min y 8e graficé en
funcion de la temperatura de barrido (fig. 10). En las membranas
con alto contenido de colesterol (32 ug de colesterol/mg de
proteina) la inactivacion de la ATPasa—M92+/Cn2+ se alcanza a
temperaturas mis altas, que en las membranas con bajo contenido
de colesterol (15 ug de colesterol/mg de proteina) (fig. 10A). Al
derivar los datos de las curvas presentadas en la figura 10A, se
obtuvieron otro par de grdficas (fig. 10B)., a partir de las

cudles se calculd la temperatura de inactivacién de la enzima
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(T1). definida como la temperatura a la cual se alcanza la mitad
del A4rea bajo cada una de las curvas (115). De esta manera, los
valores de Ty obtenidos para la actividad ATPnsa-Mgz+/Ca2+ son
los siguientes: 59.873 + 0.128°C (n=8) para las membranas con
alto colesterol y 58.86B + 0.267°C (n=8) para las membranas con
bajo contenido de colesterol. A partir de estos datos, age
tomaron diez temperaturas cercanas a las Tr (53 a 62'C) y se
realizaron curvas de inactivacién en funcién del tiempo (fig. 11A
y 11B). En estas curvas se puede apreciar claramente que la
actividad residual a cada una de las temperaturas y tiempos es
mayor en las membranas con alto contenido de colesterol. Las
constantes de inactivacion, obtenidas de las cinéticas de inacti-
vacion, se graficaron en grdficas de Arrhenius (fig. 11C). A
partir de estas grdficas se calcularon las energias de activacion
para el proceso de inactivacidn de la AT?asa—M92+/Ca2+. sienda
estos valores de 98.02 + 5.28 (n=9) y 102.35 % 6.4 kcal/mol
{n=9%), para las membranas con alto y bajo contenido de colesterol
respectivamente. Independientemente de los cambios observados en
las conatantes de inactivacion de la enzima a las diferentes
temperaturas ensayadas (fig 11A y 11B). la E5 del proceso de

2+/Cc2+, practicamente no cambia al

inactivacién de la ATPasa-Mg
aumentar el contenido de colesterol en las membranas (fig. 11C).
Es mds, la E, de dicho proceso de inactivacién es ligeramente
menor en las membranas con alto contenido de colesterol.

Llaman 1la atencion los valores de E, obtenidos para el

2 2+

proceso de inactivacién de la ATPasa—(Ca +.Mg ) sSe sarcolema

cardiaco, 6.58, 8.83 y 13.48 kcal/mol, para las membranas
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Fig. 10. Inactivacién termica de la ATPasa—Mgz*/Caz+ de membranas
microsomales cardfacas. A) curva de inactivacion de la enzima en
funcién de 1la temperatura. B) derivada de las curvas de
inactivacién presentadas en A. Simbolos: (x ) membranas con bajo
contenido de colesterol; (© } membranas con alto contenide de
colesterol, Promedio de 8 experimentos.
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Fig. 11. Inactivacioén térmica de la ATPnsa—Mg2+/C52+ en funcion

del tiempo a diferentes temperaturas. A) membranas con bajo
contenido de colesterol. B) membranas con alto contenido de
colesterol. Simbolog (©) 53, (® ) 54, (a4 ) 55, (a4 ) 56, (o) 57,

(™ ) 5B, (V) 59, (¥) 60, (0) 61y (+) 62°C. C) grdfica de
Arrhenius de las constantes de inactivacioen obtenidas de las
curvas presentadas en A y B. ( o) membranas con bajo contenido de
colesterol; ( e ) membranas con alto ceontenido de .colesterol.
Experimento representativo de una serie de 9.
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extraidas de colesterol, nativas e incorporadas con colesterol
respectivamente (ver trabajo anexo). Estos valores estan por
debajo de los obtenidos en este trabajo para la ATPasa-Mgz+
microsomal y a los reportados para la mayoria de las protefnas.
los cuales son mayores de 60 kcal/mol (96)}. La diferencia es
practicamente de un orden de magnitud. Por otro lado, las
temperaturas elegidas para realizar las cindticas de inactivacién
contra tiemp:. no corresponden necesariamente a temperaturas
cercanas a la temperatura de inactivacién de la ATPasa~
(CaZ+,Mgz+). como en el caso de la ATPasa-Mgz*/Ca2+ microsomal.
Ademas. para la elaboracién del grdfico de Arrhenius se tomaron
unicamente tres constantes de inactivacioén, lo que puede o no
reflejar la tendencia real del procesc de inactivacién de ATPasa-—
(Ca2+.Mgz+) sarcolemal (ver trabajo anexo).

Una vez demostrado el efecto del colesterol en la

+ N P
2 microgomal, se decidio

inactivacion térmica de la ATPasa-Mg
estudiar el efecto del colesterol en la desnaturalizaci¢n térmica
de esta enzima, por medio de calorimetria diferencial de barrido.
Los resultados obtenidos de esta serie de experimentos se
muestran en la figura 12. La figura 12A muestra el perfil de
desnaturalizacion de las membranas con bajo contenido de
colesterol y la figura 12B el perfil correspondiente a las
membranas con alto contenido de colesterol. La desnaturalizacion
térmica de las proteinas es un procesc endotérmico gque muedtra un
exceso de capacidad calorifica (Cp). La temperatura de transicién
(Tm) y los pardmetros termodindmicos de cada componente 3e

determinaron por deconveolucion de los perfiles, de manera similar

a lo realizado para las curvas de inactivacién (fig. 10)}. La
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desnaturalizacidén fue completamente irreversible después de
calentar las muestras a 100 °C, por lo tanto la deconvolucidn se
realiz¢ suponiendo que cada pico representa una transicién de dos
estados nativo ji) desnaturalizado, donde Kk representa la
velocidad del deadoblamientoe (unfolding) irreversible. la cual
tiene una dependencia de temperatura de acuerdo a la ecuacién de
Arrhenius (108). Siguiendo este formalismo, 1los perfiles de
desnaturalizacién obtenidos con el calorimetro (fig. 12), se
separaroen en cinco componentes (A~E). Cada uno de ostos
componentes tiene una temperatura de transicioén (Tpm)
caracteristica, definida como la temperatura a la cudl se alcanza
la mitad de la desnaturalizacioén, o la mitad del 4rea bajo la
curva. Las temperaturas de transicidn de estos cinco componentes
gon: A 45.99°C: B 51.53°C; C 58.25°C: D 64.29°C y E 77.8°C para
las membranas microsomales con bajo colesterol: mientras que para
las membranas microsomales con alto contenido de colesterol los
valores son 45.27, 53, 60.1, 64.52 ¥y 75.2°C respectivamente. La
transicion C (subrayada) correlaciona muy bien con la temperatura

de inactivacién de la actividad ATPasu-Mgz+

(Ty= 56.868 y 55.83
*C para las membranas microsomales con bajo y alto contenido de
colesterol respectivamente, fig. 10). Esto sugiere fuertemente
que la desnaturalizacién del componente membranal C corresponde a
la ATPasa-Mg2*.

De manera adiciocnal, los datos obtenidos con el calorimetro
diferencial de barrido muestran que el colesterol puede proteger

a otras proteinas membranales contra la desnaturalizacién

térmica, como lo gon las comprendidas en los componentes By D.
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Fig. 12, Calorimetria diferencial de barrido de las membranas
microscmales. A) perfil de desnaturalizacién de las membranas con
bajo contenido de colesterol. B) perfil de desnaturalizacién de
las membranas con alto contenido de colesterol. La linea continua
representa el perfil original: lineas discontinuas componentes
individuales A~E, obtenidos de descomponer el perfil original, ¥y
la linea punteada perfil]l obtenido de la suma de los componentes
A-E. Promedio de dos experimentos.
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Donde la temperatura de transicién aumenta, al aumentar el
contenido de colesterol de las membranas microsomales. Sin
embargo, para los componentes A y E la temperatura de transicién
disminuye en las membranas con alto contenido de colesterol. Esto
sugiere que el efecto protector del colesterol contra la
desnaturalizacién térmica, puede ser una propiedad aplicable a
varias proteinas membranales, incluyendo a la ATPasa-Mg2+
microsomal. S.n embargo, la disminucidén de los valores de Ty, de
los componentes proteicos A y E. de las membranas con alto
contenide de colesterol, sugieren que el efecto protector del
colestercl contra la desnaturalizacidén térmica no es aplicable a

todas las proteinas.
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V.DISCUSZION

De manera general los resultados seflalan que el colesterocl

2 2+ de

proteje a la ATPasa-(Ca *.Mg2+) sarcolemal y a una ATPasa-Mg
microsomas cardiacos contra la inactivacién térmica. y sugieren
una correlacién positiva entre niveles de colesterol en las
diferentes membranas empleadas y la termcestabilidad de las
enzimas, Es decir a mayor contenido de colesterol en las
membranas, mayor estabilidad térmica de las actividades
enzimdticas mencionadas.

Los efectos del colestercl en 1la actividad {ATPasa~
(Cﬂ2+,Hg2+) Y en la estabilidad témica de las enzimas estudiadas.
se pueden interpretar por cambios que este esterol provoca en las
propiedades fisicas y organizacion de las membranas., como 3Son:
cambios en la fluidez de los lipidos membranales. cambios en la
transicion de fase de las membranas. cambios en las dimensiones
membranales (espesor), cambios en la hidratacién de las
membranas, Y finalmente por un efecto o interaccidén directa del
colesterol con la proteina.

Se ha menciocnado, que la inclusidén de colesterol a las
bicapas lipidicas puede provocar cambios en su grosor. En
bicapas formadas por fosfolipidos con Acidos grasos menores de 16
carbonos, el colesterol provoca un aumento de aproximadamente 3-4
A en su grosor. mientras que en bicapas formadas por fosfolipidos
con 4&cidos grasos mayores a 16 carboneg el colesterol disminuye
de 3-4 A dicho grosor (47-48). La composicion lipidica de la
sarcolema cardiaca indica una abundancia de &cidos grasos de 18 y

20 carbonos, los cuales constituyen mas del 70 % del total de
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dcidos grasos (68). Es probable que la inclusion de colesterol a
estas membranas provoque una ligera disminucién en su grosor., lo
que a su vez provoque que regiones muy pequefias de la proteina
(aproximadamente 2 A a cada lade de la bicapa) que normalmente se
encuentran embebidas en la bicapa. ahora se expdéngan al medio
acuoso. Estudios recientes seflalan que uno de los sitios de unién
para el calcio, esta muy cercano a la bicapa lIpidica del lado
citopldsmico 120-22). Por lo tanto. los posibles cambios en el
espesor de la membrana, dados por 1la inclusion del colestercl
pueden afectar la estructura de la protefna, en especial la del
gitio para unidn del calcio, reflejdndose en una disminucién de

2+,Mgz+) sarcolemal. En apoyo a lo

la actividad de la ATPasa-(Ca
anterior, estudios realizados con la ATPasa—Caz+ de RS, en los
que se recambiaron los lipidos enddgenos del RS por especies
lipidicas conocidas, se encontrd que para mantener la actividad
de la enzima S8Se requieren lipidos con d&cidos grasos de 18
carbones. obteniendose una actividad mdxima con 1la dioleil-PC,
las fosfatidil-colinas con dcidos grasos mds cortos o mds largos
dan una menor actividad (75-79). Lo anterior sugiere que tanto
para la sarcolema, como para el RS debe existir ''un punto
6ptimo" en el grosor de las membranas (dado por la abundancia de
dcidos grasos de 18 carbonos) para que estas dos enzimas tengan a
sSu vez una “actividad optima™. La disminucién o aumento en el
grosor de las membranas puede propiciar cambios en la estructura
de estas ATPasas que se reflejen en una disminucidn de su
actividad.

Paralelamente a los cambios en el espesor de la membrana, la

presencia de colesterol reducé el grado de hidratacién y
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penetracién del agua a las bicapas lipidicas (124). Estudios
realizados con proteinas solubles y membranales, en sistemas de
micelas invertidas en solventes orgdnices, sefialan que al
disminuir el contenido de agua, 1las enzimas disminuyen su
actividad, sin embargo adgquieren un grado muy importante de
termoestabilidad (125-128). Con base en estas evidencias. es
probable que el efecto protector del colesterol contra la

2+.M92+) ¥y ATPasu—M92+. este

inactivacién térmica de la ATPasa-{Ca
dade en relacién a una disminucién en la hidratacion de las
membranas.

A temperaturas por arriba de la transicién de fase de 1los
lipidos membranales (gel a liguido-cristalino), el incremento en
el contenido de colesterol provoca un incremento en el orden y un
decremento en la velocidad de rotacién de las cadenas de los
4cidos grasos. Este aumento en el orden o empaquetamiento, y la
reduccién de la movilidad y flexibilidad de las cadenas de los
Acidos grasos, puede estabilizar a las protefnas. Esto puede
disminuir 1la frecuencia y/o amplitud del desdoblamiento de
ciertos regiduos de aminodcidos localizados en sitios
funcionalmente importantes en las proteinas membranales. ]
provocar una sestabilizacion generalizada de la proteina. Por lo
tanto. los cambios derivados de la inclusién del colesterol a las
membranas, pueden estar asociados con el hecho de tener gque
incrementar la temperatura para poder observar la inactivacion y
desnaturalizacisn de las proteinas membranales estudiadas.

En apoyo & 1o anteriomente comentado. estudios realizados con

la rodopsina reconstituida en liposomas, seflalan que la inclusién
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de colesterol en los lipoeomasbinduce cambicos conformacionales en
la proteina (129). Estos cambios se han relacionado con los
cambios en el orden y empaquetamiento de los 4cidos grasos en las
bicapas. inducidos por el esterol (129). Por otro lado, estudios
de dicreoismo circular realizados con dos proteinas de la membrana
del eritrocito (la banda 3 y la glicoforina), asf como con el
receptor para aceticolina, han reportado que un aumento en el
contenido de c«lestercl en las membranas provoca un incremento en
el contenido de alfa hélice de estas proteinas, (130,131). Es
probable que un mecanismo similar este involucrado en la mayor
estabilidad térmica de la ATPasa—(Caz+,Mg2+) sarcolemal y la
ATPasa—MgZ+ de microsomas cardifacos, asi como en el aumento en la
temperatura de transicion de la ATPasa-Mgz+ microsomal, inducidos
por el incremento en el contenido de colesterol en las membranas.
En este sentido, actualmente se ha iniciado el estudio de
posibles cambios en la estructura secundaria de la ATPasa-
(Ca2+,Mg2+) sarcolemal inducidos por el colesterol. Para esto, la
enzima se ha incorporado en liposomas de PC y PC/COL Yy se
investigardn (por medio de dicroismo circular), posibles cambiog
en la estructura secundaria de la enzima en funcioén del contenido
de colesterol y de la temperatura.

Para algunas enzimas membranales, su actividad parece ser
dependiente de la fase lipidica . La actividad de la ATPasn—Caz+
de RS disminuye marcadamente cuando los lipidos membranales pasan
de una fase de liquido—-cristalinc a una fase de gel {72,132). Sin
embargo, en sistemas reconstituidos se ha demostrado que los
cambios en la fluidez de membrana no tienen una correlacién con

los cambios de actividad de la ATPusa—C52+ de RS (132). Esto
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sugiere que la fluidez de membrana no es un factor determinante
en la actividad de esta ATPasa (132-134). Al adicionar moléculas
hidrofobicas a las membranas como: colestercl (un agente
rigidizante); &4cido oleico o aicoholes {agentes fluidizantes), se
logran cambios en 1la fluidez de la membrana. La adic¢ién de
colesterol a la ATPasa-Caz+ de RS, reconstituida en lipogsomas de
dioleil-PC tiene efectos minimos en la actividad. mientras que la
adicidén de colesterol a la ATPasa reconstituida con dimiristoil-
PC provoca un incremento en la actividad, a pesar de que hay una
disminucién en la fluidez (133), La adicién de &cido oleico vy
alconol oleilico tiene pequefios cambios en la actividad de 1la
ATPasa reconstituida con dioleil-PC. mientras que en la enzima
reconatituida con dimiristoil-PC proveocan un incremento en la
actividad (132,136). Estos resultados sugieren que los cambios en
la actividad de la ATPasa—ca2+ dependen de la estructura e
interaccion directa de los lipides con la enzima, mds que de los
cambios en la fluidez de membrana (132—i34). Una interpretacién
aimilar se ha dade a la actividad de varias proteinas de
membrana, para las cuales la fluidez de membrana no parece sger un
factor importante (25-27.49).

Tratande de dilucidar las interacciones lipido-proteina, se
han realizado wvarios estudios con lipidos marcados con sSondas
fluorescentes. de EPR y NMR. Estos estudios seflalan que el
colesterol es excluido del anillo lipidiceo de la ATPusu—Ca2+ de
RS. donde se encuentra prefarenteménte PC (133,135,137): mientras
que el colesterol esta fuertemente asociado al receptor para

acetilcolina, asi como a la banda 3 y glicoforina del eritrocito
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{138~141). La asociacién del colestercl con el receptor para
acetilcolina parece ser muy importante, y se ha reportado gque 32
de sus 44 moléculas lipidicas de su anillo son colesterol
(138,139). Estos estudios indican que algunas proteinas
integrales de membrana estan rodéadas por una capa de lipidos
anulares, que son inméviles en la escala de tiempo de ESR (108/5)
Yy de un recambio m&s lento que el resto de los ]ipidos de 1la
membrana. lo jue da como resultado que la composiciéon lipidica
del! anjllo sea diferente a la del resto de la membrana
(25,26,132-134). Los lipidos anulares pueden interactuar con las
proteinas por medio de interacciones de van der Waals,
interacciones electrostdticas de sus cabezas polares y contactos
hidrofobicos (26,37,38). Una funciodn importante del anillo puede
ger el seleccionar lipidos especificos y excluir a otros (25,26).
Por ejemplo., la B-hidroxibutirate deshidrogenasa y la ATPnsa-Cn2+
de RS interacciona preferencialmente con PC, la 5'-nucleotidasa
con esfingomielina, citocrome ¢ oxidasa con cardiolipina o
foafolipidos 4cidos. y la glicoforina. la ATPasa-—Na"—K+ y la
rodopsina con fosfolipidos dcideos (25.26,132).

El hecho de que el colesterol sea excluido del anillo

lipidico de la ATPasa—Caz+ de R3. no excluye la posibilidad de

una interaccién directa de este lipido con la ATPasa—(Ca2+,Mg2*)
de la membrana plasmética. donde la concentracién de colestercl
es mayor que en el RS. Un estudio previo, realizado en el
laboratorio. en el que se determiné la unidén de calmodulina a la

2%) jocalizada en sarcolema cardiaco, demostrd que

ATPasa-(Ca?t Mg
la union de calmodulina esta en funcién del contenido de

colesterol. lo que se interpreté como un efecto directo del
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colestrol en la estructura de la proteina (69). En este sentido,
existe la posibilidad de una interaccidn directa del colesterol

con la ATPasu—(Ca2+.Mg2+) de sarcolema y la ATPasa—MgZ+

de
microsomas cardiacos. La interacion directa del colesterol con
estas enzimas, puede provocar cambios estructurales, que & su vez
se pueden ver reflejados en cambios en sSu estabilidad -]
gensibilidad térmica.

Una interpretacion adicional de los resultados, puede ser que
la inclusién de colesterol en las membranas cambie el patrén de
interacciones entre fosfolipides y/o entre fosfolipidos Y
protefna ({puentes de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas y
contactos de van der Waals) (36-38). Asi mismo. la naturaleza
relativamente plana y rigida de los anillos que conforman al
colesterol., .puede rigidizar las membranas vy dificultar los
cambios conformacionales de la enzima. necesarios durante su
ciclo catalitico, a través de un mecanismo directo o indirecto.
Estos cambios pueden afectar la estructura de la protefna. lo que
se puede reflejar en cambios en su estabilidad térmica.

Por otro lado, los resultados obtenidos para 1la ATPasa-

2 2+

(Ca +.Mg ) de sarcolema cardfaco. seflalan que la Km para el ATP
no se modifica con la adicidén de colesterol a las membranas, lo
que sugiere que algunas regiones de la enzima, como el sitio de
baja afinidad para el ATP no son afectados por la inclusisén de
colestercl a las membranag. Ademds. estudios recientes en los que
se reporta la secuencia de aminddcidos y predicciones de la
estructura secundaria y terciaria de la ATPasa-(Ca2+.Mg2+) de

membrana plasmidtica, seflalan que el sitio de baja afinidad para
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el ATP esta en el dominio citopldsmico, relativamente alejado de
la membrana (20-22). Es probable gue la(s) modificacion(es)
causadas por el colestercl en la estructura de la enzima, que la
hacen mas estable contra la inactivacion térmica, sucedan o se
den en regiones cercanas a la membrana. Por lo tanto. existe la
posibilidad de que la organizacién de la regién transmembranal
sufra los cambios estructurales m&s importantes. Si se considera
que durante 1 transporte de calcio, el ion tiene que atravesar
la membrana., es probable que loa cambios inducidos por el
colesterol! en la estructura de la proteina puedan afectar en
mayor grado esta funcidén, gque la actividad ATPasa. Para probar
esta hipdétesis. proximemente sSe realizarin experimentos de
inactivacién térmica de la actividad de transporte de calcio con
la enzima reconstituida en liposomas de PC y PC/COL.

No obstante 105 resultados presentados en este estudio., y los
obtenidos por otros autores, en relacion al efecto protector del
colesterol contra la inactivacién térmica de algunas proteinas de
membrana Yy algunas lineas celulares en cultive, existen otra
serie de moléculas y mecanismos que confieren estabilidad térmica
a las protefnas. El1 glicerol, que tiene un c¢oeficiente de
particion lipido/agua muy bajo., también protege a las proteinas
de la desnaturalizacion por temperatura, no a través de sus
efectes en la fase lipidica, gi no por contacto directo con lag
regiones polares de la protejna {(95). La incorporacidén de d4cidos
grasos de cadena larga y saturados, protegen y estabilizan a
varias enzimas membranales contra la inactivacion térmica (49).
La citocromo oxidasa mitocondrial de bovino y de levadura,

reconstituidas en liposomas de dioleil-PC son m4s estables a la
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desnaturalizacion térmica, que al ser reconstituidas en liposomas
de dimiristoil-PC (142-144). Un resultado similar se obtuvo para
la banda 3 del eritrocito (145).

Estudios realizados con cé¢lulas procariontes, seflalan que
estos organismes son capaces de modificar la composicion lipidica
de sus membranas. para hacer frente a cambios extremos de
temperatura. Tal vez el caso mids representativo 1o constituyen
las bacterias termofilas. Estos microorganismos tienen un
contenido elevado de 4cidos grasos saturados y ramificados. lo
que aparentemente incrementa la estabilidad de las membranas vy
aumenta la temperatura de fusion de los lipidos (49.85,146). La
cepa silvestre de Bacillus sterothermophillus tiene un 6ptimc de
crecimiento a 65°C. mientras que una mutante, que es incapaz de
incrementar la proporcidén de dcidosg grasos de punto de fusién
elevado, en respuesta a temperaturas elevadas, muestra un ¢ptimo
de crecimiento a 58°C (147). Una conclusion similar se obtuvo en
un estudio de Yersinia enterocolitica, donde las células
cultivadas a 5 o 22°C no pueden crecer al cambiarlas a 45°C.
mientras que las células cultivadas a 37°C pueden crecer a &
45°C. Las células cultivadas a 22 y particularmente a 5°C tienen
relaciones mucho mds altas de dcidosg grasos insaturados/saturados
Yy una temperatura baja de transicién de fase de los 1lipidos
membranales (gel a ligquido-cristalino), en comparacién a las
células cultivadas a 37°C. Las alteraciones en la composicién de
&cidos grasos inducidas por la temperatura, parecen ser
necesarias para que este organismo explote su potencial de

crecimiento a temperaturas altas. aparentemente por evadir una
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condicion “hiperfluida". De manera interesante, las células
cultivadas a 37°C pueden crecer normalmente a 5°C, aparentemsnte
porque la transicién de fase lipidica. determinada por
calorimetria diferencial de barrido es de 1°C por debajo de la
temperatura de crecimiento. por lo que la mayoria de los 1lipidos
esta en estado liquido-cristalino a 5°C (148). Resultados
similares se han obtenido con diferentes cepas de E. goli vy
varias especiss de micoplasmas (para revision de este tema, ver
la ref. 49).

Lo anterior lleva a una pregunta interesante, sai los
organismos procariontes que en general carecen de colesterol son
capaces de regular eficientemente las propiedades de sus
membranas, aparentemente de una manera m&s econémica. como lo son
los cambios en los 4cidos grasos; entonces (que ventajas
representa la presencia de colesterol y otros esteroles en las
membranas de los organismos eucariontes?. Aunque la sintesis de
colesterol es energéticamente més cara que la modificacién de las
cadenas hidrocarbonadas de los &cidos grasos. la presencia del
colesterol en lag membranas conatituye un mecanismo altamente
eficiente para regular las propiedades de las membranas de manera
"instantanea™ Yy no a través de un mecanismo a mediano y/o a largo
plazo. como lo es la medificacidn y sintesis de novo de 4cidos
grasos. Por arriba de la transicion de fase de 1los lipidos
membranales, el colesterol rigidiza ¢ eatabiliza a las membranas;
mientras que por debajo de estas temperaturas de transicion., la
presencia del westerol aumenta la fluidez de los lipidos
membranales. Por ssto, se ha considerado que en las membranas el

colestero]l funciona como un amertiguador de los cambios de
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fluidez inducidos por la temperatura.

En resumen se puede decir, que el efecto del colesterol en la
estabilidad térmica de la ATPasa—(Ca2+.Mg2+)sarcolemal Yy ATPasa-
Mgz+ microsomal puede estar dado por cambios en las propiedades
fisicas de las membranas., a través de un efecto directo del
esterol en la estructura de las enzimas, o la combinacién de
ambos mecanismos., Sin embargo, es necesario realizar estudios
exhaustivos para entender el papel del colestercol en la actividad
Yy entabilidad térmica de estas enzimas membranales. En relacién a
esto, actualmente se estan realizando en el laboratorio
experimentos encaminados a demostrar, si el efecto del colesterol
descrito en este estudio es un efecto directo o indirecto scbre
la estructura de la ATPusa—(Caz+.Mg2*) de membrana plasmatica.
Para este fin, la enzima ha sido aislada y reconstituida en
liposomas de composicién lipidica conocida. Con este sistema
experimental se investigran posibles cambios en la estructura de
la protefna. en funcién del contenido de colesterol y de la
temperatura. As! mismo. se pretende investigar }a posibilidad de
una interaccion directa del colesterol con esta anzim&, empleando
para ello colestercl marcado con sondas fluorescentes y/o de EPR.
Para probar la posibilidad de un mecanismo indirecto, dado por
cambios en las propiedades fisicas de las membranas, se
realizardn experimentos de calorimetria para investigar posibles
cambios en las temperaturas de transién de los liposomas de PC y
PC/COL.

Por otro lado,. los resultados presentados sugieren que el

efecto protector del colesterol contra la inactivacion -]
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desnaturalizacioén térmica, puede ser una propiedad comin de una

gerie de proteinas membranales, Para probar esta hipétesis, ge

podria estudiar el efecto del colesterol en la actividad vy

desnatural izacion termica de diferentes protefnas membranales.
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VI. CONCLUSIONES
Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir:

El aumento en el contenido de colesterol en la sarcolema
cardfaca tiene un efecto inhibitorio en la actividad de Ila

ATPusn—(C52+,Mg2+). Este efecto inhibitorio se pierde al
aislar a esta enzima de Su membrana nativa y reconatituirla

en liposomas de PC/COL.

Un incremento en las concentraciones de colestercl en los
tres sistemas membranales estudiados (sarcolema, liposomas Yy
microsomas cardifacos), confiere estabilidad térmica a la
ATPasa—(C52+.MgZ+) sarcolemal; asi como a la ATPasa-Mgz+

microsomal .

La inactivacion. asi como la desnaturalizacioén de la ATPasa~

2+

Mg microsomal sSe alcanza a temperaturas mayores al

incrementar el contenido de colesterol en las membranas.

Para la ATPasu—(Ca2+.Mgz+) de sarcolema cardiaco, el
incremento en el contenido de colesterol de las membranas.
provoca un aumento en la energia de activacion necesaria para
inactivar a la enzima: mientras que para la ATPasa—Mg2+
microgomal. la inclusién de colesterol a las membranas

produce una ligera disminucién de este pardmetro.

5. Los resultados obtenides por medio de calorimetrfa diferencial

de barrido sugieren, que el efecto protector del colesterol
contra la desnaturalizacién e inactivacién térmica. puede ser

una caracteristica comin de varias protefnas membranales.
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SUMMARY. When the cholesterol concentration in the sarcolemmal system 1am
raised, the (an"'.Hg“')-ATPnae activity acquires an important degree of
thermostability; phenomena that is completely lost if the experiment is
carried out with cholesterol depleted sarcolemma. In this system, a gradual
depletion of sarcolemmal cholesterol, renders the ATPase remarkably sensitive
to temparature. At different concentrations of ATP, 1t {s found that
cholesterol affects the Vmax of the (CaZt,MgZ*)-ATPase but not its Km, These
results support our earlier suggestion of a direct effect of cholesterol upon
the enzyme, and opens a possible mode of action of cholesterol on the enzyme.
It iz suggested that the inverse relationship botween catalysis and thermoa~-
tability is due to differences in the flexibility of the enzyme directly
relared to hydrophobicity changes caused by cholesterol.

Although there {s general scientific agreement rhat the level of
cholestarol in mammalian cellular membranes profoundly Influences the
activity of wmany properties associated with those wumembranes, like for
instance petabolite permeability and enzyme activity (1,2); there are many
specific instances {n the literature of confusion over the extent and even
the direction of this influence., Nevertheless, it is well accepted that the
optimum physiological rate showed by several 1f not all functions carried out
by the cell membrane, responds to an optimum association with the 1lipids
contained in these membranes (3). Therefore, although the function of chese
membranes 15 per se represented by the properties of the different menmbrane

proteins, this function namely: enzyme activity, ligand binding, metabolite

Abbreviations wused: Tris, tris (hydroxy-methyl) aminomethane;

Ea, activation energy; PC, phosphatidylcholine; PE, phosphatidylethanolamine;
SM, sphingomyelin; PG, phosphatidylglycerol; PS, phoaphatidylserine; Te»
phase tranaition temperature.
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transfer, etc,, invariably requires of conformational changes of the proteins
involved in the specific wechanisms, that in turn wmight be profoundly
affected by the different membrane lipida {4-6). Based in our results as well
as in.the reports of other groups, it has been proposed that among these
lipida, cholesterol in particular can be effective in the control of the

expression of these conformational changes (6-10).

Recent studies from our laboratory employing natural 1lipid membranes,
investigating the (CaZt,Hg2*)-ATPase from cardisc sarcolemma, consistently
have shown that this activity {s inversely proportional to the cholesterol

ion of the ; showing a low ATPase activicty with a high

choleaterol content, and vice versa, a high ATPase activity with low
concentrations of the lipid (7,8). These results support the concept that for
each cell membrane, there 18 a certain optimum physico-chemlcal 'status' for
its 1ipid components with cholesterol in particular. In a collective way,
this phenomena represents a cruclal factor in the regulation of membrane
function (11).

Directly related to the concept above mentioned, much interest has been
acquired by the possibility that membrame cholesterol could influence the
thermnl sensitivity of lipids and proteins {(12,13). Although it is known that
the propercies of cholesterol are not the only factor for membrane
thermostability, our results suggesting 8 direct assoclation of cholesterol
vith the sarcolemmal (Ca2+,Mg2*)-ATPase (7,8), together with the positive
correlations of thermostability between cholesterol and several other protein
aystems studied (12,13), 4ndicate that cholesterol might carry out an
important conditioning of the properties of the different membrane proteins,

reflected on activity and ther bility. This astudy was undertaken
to explore if the activity changes observed for the sarcolemmal (CaZt, Mglt)-
ATPase modulated by cholesterol might be related to the phencmena of
protection of the enzyme from thermal inactivation.

MATERTIALS AND METHODS

Incorporation and depletion of cholesterol from isolated cardiac sarcolemma,
The garcolemmal preparation waas isolated from the ventricular muscle of New
Zealand White rabbits as previously reported (7,14). Changes 4in the
sarcelemmal cholestercl content were accomplished by incubating the vesicles
in treated human plasma supplemented with or without cholesterol (Sigma
Chemical Co., St, Louis, MO) based on the method described by Shinitzky (15)
8s previously modified by us (7). The cholesterol level of the diffarent
sarcolemnal fractions was decermined by means of a colorimetric assay kit



Vol. 21, No. 2, 1990 BIOGCHEMISTRY INTERNATIONAL

employing an enzymatic system kit based on the oxidation of cholesterol
(Boehringer, Mannheim).

Thermal inactivation. Aliquota of contrel and treated sarcolemmal vesicles
depleted or incorporated with cholesterol, contained in 50 mM Tris —malate
(Sigma) (pH 7.4), were preincubated in a circulating water bath at different
temperatures. After the different times ewployed had elapsed, the preincuba-
tion was terminated by diluting the samples two-fold with the ATPase assay
medium containing no ATP (Sigma). The reaction tubeg containing the diluted
samples were left at room temperature for 1 min before the (Calt,MgZt)-ATPase
sctivity was initiaced at 37°C with the addition of the dindicated ATP
concentrations. A1l preincubation mixtures contained a mixture of
streptomycin/gentamycin 100 ug/ml in order to prevent bacterial growth.

Measurement of the sarcolemmal (CaZ* Mg2*)-ATPase activity. The sarcolemmal
(CaZ¥,HgZl¥)-ATFase activity was asssyed for 10 mim at 37°C in an incubation
medium containing 50 mH Tris=-malate (pH 7.4), 10 mM MgClp, 100 yH CaCly and
2 mM ATP or different ATP concentrations as indicated in several specifie
experiments. In all instances, the reaction was initiated with the addition
of ATP-Tris {pH 7.4) to give the different final concentrations, and stopped
with trichlorcacetic acid to give a final concentration of 10%. All assays
were carried out utilizing an average protein concentration of 100 to 200 g/
assay point. The protein concentration of the different samples vwas assayed
following the method described by Bradford (16), and the liberation af
phosphate measured according to the method described by Fiske and Subbarow
(17). All reagents used were of the highest qualiey,

RESULTS

Followed by the in vitro Iincerporation pracedure, the cholesterol
concentration of the sarcolemmal vesicles was increased from the normal value
of 52 ug cholesterol for the native membranes, to 216 ug cholesterol/mg
protein; whereas the depletion assay reduced the concentration of sarcolemmal
cholesterol to 26 Mg/mg protein. These changes in the sarcolemmal cholesterol
concentration directly influenced the basal (Ca®t,MgZt)-ATPase activity at
the different temperatures tested, 1in comparison to the activity observed
in native sarcolemmal vesicles (Fig. 1). Figure 1 also shows a typical
experiment of thermal inactivation of the ATPase activity when the
sarcolemmal vesicles containing different levels of cholesterocl were
subjected to preincubation at diliferent temperatures 40, 45, 30°C. From
these experiments, 1t 1is first observed that thermal 1inactivation is a
function of time and the cholesterol concentration of the membranes; with the
highest dinactivation kinctics shown by the cholesterol depleted sarcolemma.
In contrast, the highest thermostabflity of the enzyme activity was obtained
with the cholesterol incorporated sarcolemms, Figute 2 shows the inactivation
plots of the (CaZ*,Mg2*)-ATPase activity at the three temperatures tested, as

a function of the time of preincubation for the nati{ve, cholesterol depleted
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Fig. 1. Thermostabilicy of (Ca?¥,Mg2+)-ATPase as a Eunction of sarcolemmal
<holesterol content and heat princubation., Native ( @ ), cholesterol depleted
( 0), and cholesterol incorporated (a ) sarcolemma.

Representative experiment in a series of three.

and cholesterol incorporated sarcolemma. The (an+.ﬂgz+)-ATPuB! activity was
expressed as the parcentage of the origlnal activity with vcespect to the
control activity obtained from the b directly yed for the ATPase

with no heat preincubacion. From these experiments, 1t 18 clearly obaserved
that the rate of inactivation of the ATPase for the native and the
choleatercl incorporated sarcolemma are lower than that obtained for the
cholesterol depleted sarcolemma (Fig. 2). Arrhenius plots shawed that the
rate of thermal inactivation of the ATPase for cthe native and the cholesterol
incorporated membranes are lower than the one obtained when cholesterol
depleted membranes were used (Fig. 3). The ATPase accivation energies (Ea)
calculated from these plots correspond to 6.58, 8.83 and 13.48 Kcal/mol for
the cholesterol depleted, native, and cholesterol lncorporated membranes
respectively. This set of results suggeats that a high cholesterol concentra-

tion protects the (CaZ*,Mg?¥)-ATPase from hear-induced inactivation.

Interestingly, when the sarcolemmal vesicles containing different

cholasterol comcentrations were assayed for their ATPase activity im the
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Fig. 2. Inactivation of (Ca2*,Mg2*)-ATPase as a function of cime of
preincubation at 40, 45 and 50°C. Cholesterol {ncorporated <{A), native {B),
and cholesterol depleted sarcolemma (C).

presence of different ATP concentrations, it was observed that depending
on the membrane <holesterol level, only the Vmax was affected with no
apparent changes {n the Km of the enzyme for ATP (Fig. 4). From these plota
the calculated Km value corresponda to 0.29 mM ATP.

DISCUSSION

Several reports studying the phenomena of thermostability im eukaryotic
aystems have suggested similarities with the physical changes observed
during the acclimation to elevated temperatures of proksryotic wmembranes
incorporated with choleaterol (12). in general, 1f these membranes that
normally de not contain sterols are exposed to elevated temperatures, an
increase in membrane permeability is observed; phenomena that can be reversed

with the intreduction of cholestercl to the membrane {12).
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Fig. 3. Arrhenius plots of the rate of inactivetion (ki) for the native
(e), cholesterol incorporated (a ), and cholesterol depleted (0 )
sarcolemma. Bars represent the standard error of three experiments.

An  dimportant explanation of this phenomena has been thought to be
related to the unfolding of the proteins during thermal inactivation, that
night result from a decrease in the covalent forcea responsible for
wmaintaining their native conformation {13), Moreover, there is evidence that
suggests that water is invoived in the maintenance of noncovalent {nterac-
tions 1in several enzyme gystems. Bagsed on these observations and the
proposal that cholesterol might reduce bilayer hydration (18), the
poesibiliry that the notmal arrangement of hydrogen bonding between water and
the different phospholipids surrounding the enzyme may be disrupted with the
introduction of cholesterol to the mixture, can be suggested. There 1s
evidence that cholesterol, may not associate with all 1ipids in the membrane
to an equal extent (19). Differential scanning calorimetry studies have shown
that in noncrystaliring mixtures of PC-PE, PC-SM, SM=PE, PE-PG, and SM-PS,
the order of preference of cholesterol for the different lipids is SMDD>PS=PG
>PC>D>PE regardless of whether the p;':ferred 1ipid was the higher or lower
melting 1ipid of the mixture (20,21}, The lack of preference for PE was
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cholesterol depleted { 0 ), and cholesterol incorporated { & ) sarcolemma.

explained by 1ts involvement in intermolecular interactions which would
require energy to break up. On the other hand, the preference of cholesterol
for SM over PC was explained to the greater hydrogen honding found between
cholesterol and PC. It has been suggested that breaking of thes inter-
wolecular hydrogen bonds could be compensated by the reduction of the surface
charge density (22). Since cholesterol lowers the Te of PE (22) and SM (23)
while 1t has no effect on, or tises the Tc of PC, suggests cthat when
cholesterol mixes with PE and SM it disrupts the intermolecular hydrogen
bonding.

This type of observations have lead to the design of experiments where
soluble (24,25), =25 well as membrane-bound enrymes (26,27) have been assayed
at low water concentrations in the presence of organic soclvents. Under these
conditiona, the catalytic characteristics showed by the different enzyme
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systema importantly differ from the ones obaerved in totally aquepus media
' (28,29). Gomez-Puyou and coworkers, utilizing the complex F) ATPase have
found that as the vater content of the system 1is 1ncreased, the enzyme
acquires a progressive stete that 1s required for catalysfa and for
undergoing rapld thermal denaturation (30).

The experiments reported here, together with our previous observations
(7,8), suggest the possibility that cholesterol when interacting with the
ATPase thro.gh {rs boundary lipid (31), mighe alter the amount of water
agsociated with the enzyme in such & way that the intermolecular hydrogen
botding of the protein {s altered, and therefore, the protein structura
modified. Since there were no changes observed with the Km for ATP when
different membrane preparations containing different levels of cholesterol
were asgayed, 1t can be assumed that there are specific regions om the
enzyme, 1like the low affinity site for ATP that is not affected by the
inclusion of cholesterol to the membranes. Based on these experiments,
although cholestercl most probably interacts directly with the ATPase, the
occupancy of cthe active site apparently is not affected by the 1ipid.
Therefore, the reversible modification caused by cholestercl that renders the
ATPase resistant cro chermal {inactivation and its catalytic activity
importantly impared, might be carried out through a more general mechanisn;
probably related to the overall change in the structure of the ATPase. This
possibility 1s consistent with the hypothesis that a restriction in the
freedom of movement of the ATPase that mipht interfere with the development
of the conformational changes observed during the catalytic cycle, would make
the enzyme less suceptible to thermal inactivarion. The results presented
here are also consistent with the existance of a slow exchange of cholesterol
between the tightly bound 1ipid surrounding the enzyme and the bulk lipid of
the sarcolemma, Moreover, these obgervations support our original propesal
that cardiac sarcolemma contains a critical concentration of cholesterol
that normally modulates the ATPase through its boundary lipid. Current
experiments in our laboratory employing the purified sarcolemmal (Ca“’.Mg“’)-
ATPase will help to elucidate the role of hydrogen bonding and water in the
phenomena  of protein thermostability {n plasma membranes, apparently
controlled by cholesterol.
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