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A B R E V I A T U R A S 

ADP Difosfato de adenosina 

ATP Trifosfato de adenosina 

ATPasa Adenosin trifosfatasa 

COL Colesterol 

DIT Oitiotreitol 

Ea Energ1a de activación 

EDTA Acido etilén diamino tetraacético 

EGTA Acido eti léngl icol bis (amino-etil-eter} 

NN' -tetra.acético 

EPR Resonancia paramagnética del electrón 

HEPES Acido N-2-hiroxyetilpiperazin-N'-2-etanosulfónico 

MOPS Acido morfol ino propano sul fónico 

NMR Resonancia magnética nuclear 

PA Acido fosfat:ídico 

PC Fosfat1dil-colina 

PC/COL Fosfatidil-colina/colesterol 

PE Fosfatidil-etanolamina 

Pi Fo~fato inorgánico 

PIP Fosfatidil-inositol monofostato 

PIP2 Fosfatidil-inositol difosfato 

PS Foefatidil-serina 

RS Reticulo sarcoplásmico 

SOS Oodeci l sulfato de sodio 

Tris Tris (hjdroximetil} amino metano 



RESUMEN 

La actjvidad de la ATPasa-(Ca 2+.Mg2+) de membrana plasmática. 
al igual que otras enzimas mernbranales. es regulada por el 
ambjente lipjdico, Se ha encontrado que el colesterol regula la 
actividad de esta enzima. de tal manera que al aumentar los 
niveles de colesterol en la sarcolema cardiaca. la ATPasa se 
inhibe: mientras que al extraer este l!pido de las membranas. la 
actividad se estimula. Recientemente se le ha dado un interés 
especial. a la posibilidad de que el colesterol puede conferir 
esta:bilidad ténnica. a algunas lineas celulares en cultivo. as1 
como a ciertas prote1nas membranales. 

papeÍ00cte~ªc~~;=~~~~~ ~~ i:n:~t~~~d:~y~~ ~~m~~;~:!~~Ca2~~~~~+)de~ 
tratando de probar la hipótesis de que el colesterol confiere 
estabilid4d térmica a proteínas membranales. se estudló e~+efe2~º 
del colesterol en la estabilidad térmica de la ~T~~sa-(Ca .Mg ) 
de sarcolema cardíaco. asi como en una ATPaaa-Mg de membranas 
microsomales cardíacas. Los resultados obtenídos senalan que un 
aumento en loa niveles de colesterol en las membranas. protege a 
ambas ATPasas cont:ra la ínactivación térmlca. Los datos sugieren 
una correlación positiva entre el contenido de colesterol en las 
membranas y la estabilidad térmica de este.s enzimas. Con la. 

Á~=~~~~~42~~M~~~~~ti¡~~u~~~~~le~0~a~!~i~~ !~ e~~~uc~~~:i~: ~: 
colesterol membrana}. se encontró que la Km para el ATP no 
cambia. mientras que la Vmax disminuye al aumentar el contenido 
del esterol en la.s membranas. Sin emborgo. el efecto inhibitorio 

~~!2+.~~2~~te~~ 1 ~nc~~~~~~e~~ela5:ar~~~=~~~ y~u~~~0a1 !~sla~TP:=~~ 
enzima y ser recontituída en liposomaa. se pierde el efecto 
inhibitorio de este ljpido. 
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l. INTRODUCCION 

El control del Ca 2+ libre citopl6smico es un paeo esencial 

la regulación metabólica. La concentración de ca2+ libre en 

el espacio extracelular es de - 3 x 10-3 M. aproximddamente 4 

ordenes de magnitud mayor a su concentración en el citoplamna 

(10-7 M>. El calcio puede entrar a las células por difusión 

pasiva. en favor de su gradiente quimico. o por transporte 

mediado. Oent1·0 de la célula el Ca 2+ se une reversiblemente a una 

serie de ligandos aniónicos. o es secuestrado temporalmente por 

dos organelos que amortiguan las concentraciones de ca2 +: la 

mitocondria y el reticulo endoplásmico (fig. 1). Sin embargo. 

para mantener por un tiempo largo ese gradiente de concentración 

de 10.0000 veces de diferencia en presencia de un influjo pasivo 

de ca 2+. se requieren sistemas que bombeen el Ca 2 + hacia el 

espacio extracelular a través de la membrana plasmd.tica Cl-3). 

caz+ -·Pi •• ~-t=:J1 caz+ 
Co 

••• ATP 

2Na-t 2Na-t 
co2+~2 

e ca2• 

•eo2•~ ~· ca2• 
ATP A +PI 

Fig. 1. Mecanismos de regulación de las concentraciones intrace­
lulares de calcio. 1) retículo sarco(endo)pldsmico; 2) 
mitocondria: 3) sistema miofibr~¡ar; 4) calcio unido +ª 2~ 

:~~~=~~ ~ 1 ªT:6i}~:~a=~a~~~~~ª;~ªin~e~~~~=~~~~i~~~2+~ª ~Ca8) 
moléculas citopld.smicas que unen calcio. (tomado de la ref. 4) 



Se ha demostrado la existencia de dos mecanismos separados que 

median la salida de ca2+ de las células. un intercarnbiador Na+­

ca2+ {5-8) y una ATPasa especifica para ca 2+ {9-12). Estos dos 

sistemas de transporte de ca 2+ tienen propiedades cinéticas 

especificas. el intercambiador es un sistema de transporte de 

baja afinidad y alta capacidad. y la ATPasa-ca2+ tiene una alta 

afinidad pero baja capacidad C12). 

En células excitables. se da un incremento rápido en las 

concentraciones intracelulares de ca 2+ como producto de la 

despolarización d~ la membrana. Este aumento transitorio en las 

concentraciones de ca 2+ esta acoplado a la excitación-contracción 

en las células musculares y a la liberación de neurotransmisores 

en las células nerviosas (13, 14). El proceso de contracción­

relajación en el músculo es regulado a través de cambios en la 

concentración de calcio dentro de la célula muscular. Al inicio 

de una contracción muscular, el potencial de acción generado en 

la unión neuromuscular se propaga o es conducido de la sarcolema 

CSL) a las fibras musculares a través de los túbulos transversos 

CtObulos-t), que son invaginaciones de la SL. Por un mecanismo 

aOn desconocido, la despolarización de la membrana de loa 

túbulos-t dispara la liberación de calcio del retículo 

sarcoplásmico (RS) y la apertura de canales sensibles a voltaje 

localizados en la. membra.na de estos tObulos (15-18). El calcio 

liberado difunde, se une a la troponina C y la contracción 

muscular se lleva a. cabo. El ~úeculo se relaja cuando ae 

restablecen las concentraciones basales de calcio en el 

citoplasma. por la acción de tres mecanismos. Por una parte la 

ATPasa-cca2+ .Mg2+> local izada en el RS bombea el calcio del 
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citoplasma al lumen de este organelo (19). Por otro lado. en la 

membrana plasmátjca se tjene al intercambiador Na+;ca2+ (5-8) y a 

una ATPasa-CCa 2+ .Mg2+> (10-12}. sistemas que transportan el 

calcio del citoplasma al espacio extracelular. 

l. Caracter!sticas de la ATPasa-ca2+ de la membrana plasm6tica. 

La ATPasa-ca 2+. una enzima constitutiva de la membrana 

plasmdtica de las células eucariontes. bombea ca2+ hacia el 

exterior de la célula a expensas de la hidrólisis de ATP. Esta 

enzima ha sido caracterizada y purificada a partir de varios 

tejidos y tipos celulares (10-12). Los propiedades que 

caracterizan a la bomba de Ca 2+ de membrana plasmática son: 

1. En condiciones óptimas de ensayo (presencia de Mg2+. 

calmodulina. pH 7.4). la Kca para ca2+ es 10-6 M o menos. 

2. Su actividad depende de concentraciones micromolares de Mg2+. 

3. Tiene especificidad por el ATP como sustrato. 

4. Tiene un peso molecular aproximado de 138.000 Da. detenninado 

por electroforesis en geles de poliacrilamida con SOS. 

5. La formación de una fosfoenzima estable al d.cido y de recambio 

rápido es dependiente de ca 2+. con un Mr de 130.000 a 150.000. 

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

aparente para el ca 2+ y su actividad. La remoción o extracción de 

la calmodulina disminuye dicha actividad. La alta afinidad de la 

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. 

B. Los efectos activadores de Ca 2+. Mg 2+ y ATP se llevan a cabo 
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en su región citopldsmica. 

9. Con base en su sensibilidad al vanadato y a la formación 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 Ko.5 para el Ca 2+ es de aproximadamente 10-6 M, una 

activación máxima se alcanza entre a (10). 

Concentraciones mayores de este catión provocan inhibición. Un 

efecto bifásico similar en la actividad de la enzima, se observa 

con el Mg2+. calmodulina y cationes monovalentes; los cuales 

activan a concentraciones relativamente bajas. y tienen un efecto 

inhibitorio a concentracines altas. Se ha sugerido la existencia 

de dos sitios de unión para el ATP. un sitio de alta afinidad que 

al estar ocupado. la enzima muestra baja actividad y un sitio de 

baja afinidad que provoca una actividad alta (10-12). 

Recientemente se ha obtenido la secuencia de aminoácidos de 

la ATPasa-ca 2+ de membrana plasmática de cerebro de rata (para la 

cual se reportan dos isotormas) (20). y de la membrana plasmática 

de células de un teratoma humano (21). Al comparar estas 

secuencias, con la secuencia de aminoácidos de la ATPasa-ca2+ de 

RS, subunidad a de la ATPasa-Na+.K+. ATPasa-H+ de Neurospora 

~ y otras ATPasas tipo P. se ha encontrado un alto grado de 

similitud en la secuencia de aminoácidos en torno al sitio de 

fosforilación, al sitio de unión a·la fluorescetna iaotiocianato 

CFITC) y al sitio de unión al 5 'p-fluorofosfonil-benzoil 

adenosina CFSBA) Cambos análogos no hidrolizables del ATP). quo 
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sugieren la existencia de dos sitios de unión pard el ATP 

(20.21). Por otro lado. los Análisis de hidropat1a sugieren la 

presencia de 10 cruces transmembranales. una organización 

transmembranal muy similar a la ATPasa-ca2+ de RS. a la 

subunidad alfa de Ja ATPaea-Na+-K+ y a la ATPasa-H+ de Neuroepora 

~ (20.21). Finalmente. se predice la existencia de dos o 

tres posibles sitios de unión para ca 2+. resultado obtenido de 

comparar las 1ecuencias de la ATPasa-ca 2+ de membrana plamática 

con prote1nas que unen ca2+. ~orno son: la calmodulina. la 

parvalbúmina y la troponina C. asi como con la secuencia de la 

ATPasa-ca 2+ de RS C21.22J. 

a) Ciclo catal!tico de la ATPasa-ca2+ do la membrana plasm4tica. 

En Ja figura 2 se ilustra la secuencia de reacciones del 

ciclo catal1tico de la ATPasa-ca 2+. propuesta para el eritrocito 

y sarcolema de músculo cardiaco. aparentemente también aplicable 

a las ATPasas-Ca 2+ de la membrana plasm6tica de otros tipos 

celulares (23). En este esquema la enzima presenta dos 

conformaciones diferentes E¡ y E2· Aparentemente estas dos 

conformaciones tienen diferente afinidad por el ca 2+, ATP. asi 

como una orientación diferente en el plano do la membrana <12). 

La formación de E¡-P es dependiente de ca 2+ y ATP. y el Mg2+ 

parece estimularlo. Esta reación es endergónica. pero debido al 

caracter fuertemente exergónico del paso E2-P a E2 + Pi. la 

reacción se lleva acabo principalmente en dirección de la 

formación de E2 +Pi. El paso E2-P a E2 +Pi parece acelerarse 

con Mg2+ y ATP. y la transición de E2 a E1 parece estar 

favorecida por el ATP (10). Mientras que las concentraciones 
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bajas de ca2+ favorecen la hidrólisis de ATP. la reacción en 

reversa es favorecida utilizando concentraciones milimolares de 

ca2+ y fosfato inorgánico {10.24). 

cat+ 

ATP + E1 
E 1 ~P +ADP 

t H 
P¡ + E2 E 2~P 

Ca 2 ... 

Fig. 2. Ciclo catal1tico de la ATPasa-ca 2+ de la membrana 
plasmática. (Tomado de la ref. 12). 

II. Regulación de las propiedades y funciones membrana.lee por la 

composición lip1dica. 

La composición lip1dica de las membranas difiere entre 

especies. entre órganos de la misma especie y entre organelos de 

una célula. Las grandes diferencias encontradas en la composición 

lipídica entre diferentes membranas implica que las propiedades 

f1sicas necesarias de las bicapas se pueden alcanzar de maneras 

distintas. o que cada membrana requiere propiedades lip1dicas 

específicas para sus funciones. Es m6s, existen evidencias que 

senalan que en una misma membrana hay una distribución hetero­

génea de sue componentes. formando dominios que difieren en 

composición lip1dica y proteica. Por lo tanto. una membrana 

biológica puede ser considerada como una colección de microdomi-

7 



nios. cada uno de los cuales exhibe propiedades f1sicas dnicae y 

diferentes. Ademds, cada uno de estos dominios contribuye de 

manera diferente a las propiedades del sistema (2~-27). Los 

ejemplos mds representativos de este concepto lo constituyen la 

membrana plasm6tica del hepatocito. dividida en tres regiones: 

canalicular. sinusoidal y contigua (28). La membrana plam6tica de 

las células del epitelio intestinal y renal. esta dividida en dos 

regiones: ba~Jlateral y la dirigida hacia el lumen (29-31). Por 

su parte. la membrana plasm6.tica de las células musculares. esta 

dividida en dos regiones: sarcolema y tCbulos transversos (32). 

Cada una de estas regiones tiene una composición 11pidica 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 f1sico-qu1mico de sus 

componentes. para que las funciones asociadas a ellas se lleven a 

cabo de manera adecuada. 

al Composición l 1pidica y propiedades Usicas do las membrana&. 

A través de varias metodologías f1sicas. en las que se han 

medido diferentes par6metros !coeficiente de difusión. paró.metro 

de orden. transición de fase. etc.}. se ha encontrado que los 

cambios en la longitud y grado de insaturación de loe dcidos 

grasos. las cabezas polares de los fosfol1pidos. el contenido de 

colesterol y la tempera.tura cambian las propiedades f1sicas. 

tanto en membranas modelo como en membranas biológicas. Un alto 

contenido de 4cidos grasos saturados de cadena larga provoca que 

las temperaturas de transición de las membranas (gel a 11quido­

crietalino) se alcancen a temperaturas relativamente altas. 
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mientras que un alto contenido de 6cidos grasos de cadena corta e 

insaturaciones. provoca disminución en dichas temperaturas de 

transición. 

Un interés especial se le ha dado al colesterol. un 11pido 

constitutivo de la membrana plasm6tica 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 transición de los lípidos. 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 electrón <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 posición de la sonda 

en la cadena. En la región cercana al glicerol. las cadenas 

hidrocarbonadas estan muy ordenadaD (hasta el C-8 - C-10); sin 

embargo. hacia el centro de la bicapa las cadenas hidrocarbonadas 

experimentan una considerable libertad de movimiento C33-35J. 

Esto se puede deber a la posición 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 la bicapa (fig. 3). Por lo tanto. la porción de la cadena 

hidrocarbonada de los fosfol1pidos que esta en contacto con el 

nOcleo del asteroide (que es relativamente plan9 y r1gido) reduce 

su movimiento; mientras que las regiones que estan en contacto 

con la cadena lateral del colesterol, no son afectadas (33-38). 

Paralelo.mente a los cambios en la fluidez, el colesterol 

di5Dlinuye la temperatura y entalp1a de transiqión de los 



Fig. 3. Posición que adopta el colesterol en las bicapas 
lip.ídicas. (Tomado de la ref, 37). 

fosfol.ípidos en bicapas modelo, de una manera lineal con respecto 

a la concentración. hasta 20 mol %. Por arriba de esta concen-

tración. el colesterol ya no produce un cambio en la temperatura 

de transición de los l.ípidos. pero si reduce la entalpia de la 

transición. A 50 mol% esta transición desaparece {39-43), A 

temperdturas por debajo de la transición de los fosfol1pidos. y 

concentraciones de colesterol menores a 20 mol %, el coeficiente 

de difusión de varias sondas fluorescentes, de EPR y NMR aumenta; 

mientras que temperaturas por arriba de la transición. el 

incremento en el contenido de Colesterol disminuye au coeficiente 

de difusión; con un marcado decremento a 20 mol % de colesterol 

(44,45). Las concentraciones criticas para producir estos 

efectos estan entre 20 mol % y 33 mol % de colesterol en las 

membranas, debjdo a que por arriba de estas concentraciones se 

pierden los demonios de fosfolópido puro y se empiezan a formar 

zonas ricas en colestrol. cory lo que desaparece el efecto 

cooperativo de las cadenas hidrocarbonadaa de loa tostoltpidos 
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(25.36-38.46). Debido a la posición que adopta el colesterol en 

las bicapas (fig. 3). se puede unir a los fosfol1pidos d través 

de puentes de hidrógeno entre el OH-3' y el grupo carbonilo de la 

posición 

der Waals 

del fosfol1pido. y o través de interacciones de van 

(36,37). Estas interacciones entre fosfol1pidos y 

colesterol pueden ser las responsables de los cambios en las 

propiedades físicas de las membranas. debido a que el comporta­

miento de los fosfol1pidos unidos al colesterol cambia en 

comparación a las membranas formadas únicamente con foefolípidos. 

Por otro lado. se ha reportado que la adición de colesterol a 

bicapaa formadas por fosfol1pidos con ácidos grasos menores de 16 

carbonos, provoca un aumento en las configuraciones trans de las 

cadenas hidrocarbonadas de estos ácidos. Como consecuencia de 

esto. el grosor de la bicapa puede aumentar. Sin embargo, en 

bicapae formadas por tosfol1pidos con ácidos grasos de una 

longitud mayor o igual a 18 carbonos. el colesterol provoca una 

disminución del grosor de la bicapa. Aparentemente porque hacia 

el centro de la bicapa las cadenas hirocarbonadas se doblan para 

llenar loa espacios dejados por el colesterol, cuya longitud ea 

menor que la de los acidos grasos de 18 o mas carbonos. 

(38.47.48). Loa cambios en el empaquetamiento y orden de las 

membranas, asi como en las temperaturas de transición dados por 

el colesterol, se pierden al emplear epicolesterol. lanosterol y 

otros análogos del colesterol (37,38). lo que sugiere que tanto 

la posición del OH-3', como el resto de la molécula son 

responsables de dichos cambios. 
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b) Regulación de las tuncionea mernbranales pol"' la composición 

11pidica. 

Uno extensa Vdriedod de estudios realizados con membranas 

biológicos y membranas modelo han senalado que los cambios en 

sus propiedades fisicos, pueden tener uno relación directa con 

los actividades enzim6ticos y de transporte en dichas membranas. 

Numerosos estudios real izados con organismos procariontes. en 

los que se han variado los temperaturas de crecimiento, 

adicionado 6cidoe grasos saturados, insoturodos. de cadena largo 

y corto. anestésicos locales y colesterol (agentes que vorion los 

propiedades físicos de loe membranas): senalon que estos 

organismos son capaces de responder a estos cambios ambientales. 

cambiando o modi ficondo lo composición l ipidica de sus membranas 

poro mantenerlos en estado liquido-cristalino. Al 

cambios en lo composición de ácidos grasos, 

parecer los 

fluidez y 

temperaturas de transición de los lipidos membronales, no tienen 

un efecto importante en los actividades enzim6.ticas y de 

transporte asociados o estos membranas. siempre y cuando los 

lipidos membranoles se mantengan en estado liquido-cristalino 

(que al parecer es lo fose biológicamente importante}. Sin 

embargo. cuando los membranas posan o un estado de gel. o o 

estados "hiperfluidos". son incapaces de mantener el crecimeinto 

celular. as1 como los actividades enzimáticas y de transporte 

(poro revisión de este temo, ver la ref. 49). 

Los cambios en los propiedades -fisicas de los membranas dados 

por el colesterol, parecen jugar un papel importante en la 

regulación de los funciones membranales. y se han relacionado 

con: el transporte de azocares (49-52), el transporte de 
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aminoácidos (49), el transporte activo (53,54). la permeabilidad 

(51.55-57). inmunoqu:Cmica (58). diversas funciones de los 

eritrocitos (59); y otras actividades enzim6ticas y de transporte 

en las membranas. 

Aunque una gran cantidad de reportea sugiere que loa cambios 

en la fluidez de membrana afectan una variedad de funciones 

membranales, en muy pocos de estos estudios se ha probado 

rigurosamente ~sta suposición. Lo que realmente se ha demostrado 

es que cambios en la composición de ácidos grasos, contenido de 

colesterol. cambios en la temperatura, o la adición 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 organización de los lipidos. Sin embargo, la 

posibilidad de una acción directa de estos agentes en el sistema 

de interés. rara vez se considera. 

cl Regulación do la actividad de la ATPasa-ca 2+ por l!pidos. 

La actividad de la ATPasa-ca 2+ de membrana plasmática. al 

igual que otra serie de enzimas y prote:Cnas de diversas 

membranas. est6. regulada por la composición lip1dica. El 

tratamiento de las membranas con foafol ipasas suprime la 

actividad de la ATPasa-(Ca 2 +.Mg 2+l sin embargo. la actividad ee 

restablece al adicionar l!pidoe exógenos (60-62). Un efecto 

similar se observa al solubilizar a la enzima con detergentes y 

adicionar fosfolipidos al medio de solubilización. lo cual 

impide la inactivación de la enzima (63.64). La disponibilidad 

de preparaciones de ATPasa pura. en conjunto con el desarrollo de 

los procedimientos para reconstituir a la enzima en vea:!culas de 
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una composición lip1dica controlada. facilitan los estudios de 

interacción de la ATPasa-(Ca 2+.Mg2+> con su ambiente lipídico. 

Estos estudios han permitido concluir que para preservar la 

actividad de la enzima. no se requiere una clase espec1fica de 

11pido. Por otra parte. los efectos de calmodulina s1 parecen 

depender de las propiedades f1sico-qu1micas del ambiente lip1dico 

ClOJ. De esta manera. cuando la enzima se reconstituye con 

fosfatidilseriJ1a CPS) y otros l1pidos ácidos. pierde la capacidad 

de ser estimulada por calmodulina. mientras que esta 

estimulación es máxima cuando la enzima se reconstituye con 

fosfatidilcolina (PCl 112. 65). Los fosfol1pidos ácidos 

incrementan la Vmax. la afinidad para el calcio y ligeramente la 

cooperatividad por ca 2+ de la ATPasa-cca 2+.Mg 2+J de la membrana 

plasmática.. Los efectos combinados en lo Vmax. lo Ko.5 y la 

cooperatividad para el ca 2+ dan como resultado una estimulación 

en la actividad espec1fica de la enzima a bojas concentraciones 

de Ca 2+ (12.66). La potencia relativa de los fosfol1pidos ácidos 

en la estimulación de la ATPasa-(Ca2+.Mg2+) es la siguiente: 

fosfatidilinositol di fosfato fostatidilinosit~l 

monofosfato CPIP> >ácido fosfat1dico CPA> > fosfatidil inositol 

(PI) • PS > PC. El PIP. PIP2 y el PA tienen un efecto bif6sico. 

produciendo estimulación a bajas concentraciones y un efecto 

inhibitorio a concentraciones altas; mientras que PS y PI tienen 

un efecto estimulatorio que es dependiente de la concentración 

C66). Parece que los efectos. pero no la unión de calmodulina a 

la enzima se pierden en presencia de lípidos dcidos. ya que la 

ATPasa estabilizada con PS es retenida por columnas de 
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calmodulina-sefarosa con la misma eficiencia que al estar 

estabilizada por PC (63.64). Un estudio reciente. en el que. se 

empleó dicroísmo circular. senala que la calmodulina y la PS 

inducen cambios estructurales diferentes en la enzima (67). 

Por otro lado. los niveles de colesterol en la membrana 

plasm6tica pueden modular la actividad de la ATPasa-cca 2+.Mg 2+). 

Se ha observado que el incremento de los niveles de colesterol en 

la sarcolema card1aca tiene un efecto inhibitorio en la actividad 

de esta enzima. mientras que la extracción de este 11pido de las 

membranas estimula la actividad (68,69). Para la ATPasa-Na+/K+ 

aislada a partir de la membrana plasmdtica de células renales y 

reconstituida en liposomas de PC y diferentes cantidades de 

colesterol. se ha encontrado que existe una concentración critica 

de colesterol (0.4 moles) donde la actividad de la enzima es 

óptima. concentraciones mayores o menores. provocan una 

disminución de su actividad (70). Esto sugiere que para esta 

enzima y otras prote1nas membrana.les. como se menciona mds 

adelante, se requiere la presencia de colesterol en las membranas 

para una actividad óptima. 

No obstante los resultados antes comentados. la mayor parte 

de los estudios del papel de los 11pidos se han realizado con la 

ATPasa-ca 2+ de RS, debido a la abundancia de esta prote1na en 

dicho organelo. donde llega a constituir entre el 85 y 95 % de la 

proteína total. Para esta enzima, la remoción parcial de 

fosfol1pidos por medio de fosfolipasas. asi como la delipidación 

por adición de cantidades crecientes de desoxicolato. causan 

perdida de la actividad. la cual se puede recuperar por la 

adición de l1pidos exógenos (71-74). Al recambiar los lípidos 
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endógenos del RS asociados a la enzima por especies lipidicaa 

conocidas. se encontró que para mantener la actividad ATPasa se 

requieren 1 ipidos con ácidos grasos de 18 carbonos. encontrándose 

una actividad máxima con dioleil-PC. las fosfatidilcolinas con 

ácidos grasos más cortos o más largos dan una menor actividad 

(75-79). En estudios similares con dioleil fosfolipidos con 

diferente cabeza polar se encentro que la PC y la fosfatidil-

etanolamina CPE) mantienen una mayor actividad de la ATPasa. que 

los fosfolipidos d.cidos CPA. PS y cardiolipinaJ (77-79). 

En relación al efecto del colesterol sobre la ATPasa-ca2+ de 

RS existe controversia. ya que algunos trabajos sostienen que al 

aumentar la cantidad de este estero 1 en e 1 RS se produce una 

inhibición proporcional en la actividad (80,81); mientras que 

Metcalfe y col. (82.83) reportan que el colesterol no tiene 

efectos en la actividad de la enzima. Realizando estudios con la 

enzima reconstituida en l iposomas de PC/colestrol CPC/COL). se 

encontró que el colesterol no tiene efecto en la actividad de la 

ATPasa a temperaturas mayores de 3o·c. Sin embargo. " 
temperaturas menores de 3o·c. el colesterol aparentemente inhibe 

la actividad de la enzima (83). 

III. Efecto de la temper&tura en el funcionamiento celular. 

La elevación de la temperatura puede provocar muerte celular 

por hipertermia. debido a la inactivación y desnaturalización de 

las proteínas y otros componentes celulares. Se ha pensado que en 

este proceso. las membranas tienen un papel importante. yd que un 

aumento considerable en la temperatura puede propiciar la 

perdida de las propiedades de las membranas. haciendo las 
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"hiperfluidas". por lo que pueden mostrar un aumento en su 

permeabilidad y perdida de selectividad (84). 

a) Etecto de la temperatura en la composición 11pidica y 

tuncionee membrana.les 

Se piensa que las membranas juegan un papel importante en la 

muerte celular por hipertermia. bajo ciertas condiciones la 

sensibilidad celular al calor se modula por la composición 

11pidica C84). Numerosos estudios realizados con procariontes 

senalan que estos organismos pueden alterar la composición 

lip1dica de sus membranas como una respuesta a la temperatura. 

De tal manera que cuando se cultivan a temperaturas altas se 

induce la s1ntesis de ácidos grasos saturados de cadena larga. 

mientras que cuando son cultivados a temperaturas bajas. 

sintetizan 

lo que 

cantitades importantes de ácidos grasos insaturados. 

provoca que la relación de ácidos grasos 

inaaturadoe/saturados aumente en sus membranas. Debido a estos 

cambios. los organismos crecidos a bajas temperaturas por varias 

generaciones se hacen más sensibles a incrementos en 

temperaturas que 

representativo lo 

las cepas 

constituyen 

nativas. Tal vez el caso 

las bacterias termófilaa. 

la 

más 

las 

cuáles tienen un contenido elevado de ácidos grasos saturados de 

cadena larga y ramificados en sus membranas, lo que da como 

resultado membranas más estables que las de los organismos 

mesótilos (para revisión de este tema, ver ref. 49 y 85). 

Algunos estudios realizados con células de mamífero normales 

y malignas. han permitido llegar 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. Creas y Gerner encontraron que algunas lineas 

celulares con un mayor contenido de colestrol son mds resistentes 

a la hipertermia (87,88). por lo que concluyeron que el nivel de 

colesterol en la membrana puede i~fluir en la sensibilidad 

celular a la hipertermia. En adición Anderaon y col. (69). 

encontraron que las células de ovario de hamster mantenidas a 

bajas temperaturas tienen un menor contenido de colesterol y 

fueron mds termosensibles que aquellas mantenidas a temperaturas 

mds altas. 

De manera contraria a estas correlaciónes positivas entre el 

contenido de colesterol y termoresistencia. hay varios trabajos 

que reportan una carencia de correlación o una correlación 

negativa (90-92). Esto sugiere que ni el colesterol, ni alguna 

especie lip1dica en particular son los ú.nicos determinantes de la 

termosensibilidad. Durante la hipertermia ocurre desnaturaliza-

ción de proteínas. incluyendo las prote1naa membrana.les. esto 

contribuye al dano y muerte celular (93.94). Tratando de probar 

la hipótesis de que el colesterol protege a las proteíOas 

membrana.les de la inactivació térmica. se usó como modelo a la 

ATPasa-ca2+ de RS reconstituida en liposomas con diferentes 

cantidades de colesterol: encontrandose que tanto el transporte 

de ca 2 +. como la actividad ATPasa son m6a termoresistentes. a 

mayor contenido de colesterol en los liposomas C95). 

b) Efecto do la temperatura on la estabilidad do lae enzima.e. 

La mayoría de las reacci?nes qu1micas proceden a una 

velocidad mds rdpida a medida que la temperatura CT) se 
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incrementa. Un incremento en T imparte más energía cinética a las 

moléculas reactantes. lo que da como resultado más colisiones por 

unidad de tiempo. Las reacciones catalizadas por enzimas. también 

obedecen estos principios. La actividad catalitica de las enzimas 

resulta de una estructura terciaria precisa y ordenada. que se 

mantiene básicamente por interacciones débiles no covalentes. Si 

la enzima absorbe mucha energ1a. la estructura terciaria se puede 

donar 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 provocando un aumento en la velocidad de la 

reacción, pero esto va acompaNado de un aumento en la tasa de 

desnaturalización. Como consecuencia de esto. una gráfica de v vs 

T usualmente muestra un pico, algunas veces referido como 

"temperatura óptima". Sin embargo. la temperatura "óptima'' para 

un ensayo es la máxima temperatura a la cual la enzima muestra 

una actividad constante en un periodo de tiempo, por lo menos tan 

grande como el tiempo de ensayo. Esto se puede establecer 

tacilmente preincubando a la enzima a diferentes temperaturas y 

tiempos y finalmente medir la actividad a una temperatura baja. 

para no causar desnaturalización. La estabilidad de una enzima a 

la temperatura depende de varios factores incluyendo pH. fuerza 

iónica del medio. asi como la presencia o ausencia de ligandos. 

Los sustratos frecuentemente protegen contra la desnaturalización 

por temperatura. En general. una enzima puede ser más estable en 

extractos crudos que en forma aislada, al contener una 

concentración alto de otras prote1nas (96). 
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el Anllli"i" t6rmico do los actividades enzimlltica" 

La investigación de la dependencia de la temperatura de las 

reacciones químicas y enzimáticas es importante para la 

comprensión de los mecanismos moleculares de estos procesos. Los 

efectos de la temperatura en las constantes de velocidad que 

caracterizan a una reacción quimica son analizados en terminas de 

una energia de activación empirica CE0 ) de acuerdo a la ecuación 

de Arrhenius. 

log k• C-Ea/2.3RlC1/Tl 

donde k es la constante de velocidad de interee, R la constante 

de los gases y T la temperatura absoluta. En la práctica el valor 

numérico de Ea se determina a partir de la pendiente de una 

gráfica de lag k vs 1/T (gráfica de Arrhenius). Para la gran 

mayoría de las reacciones químicas. y para las reacciones 

catalizadas por la mayoría de enzimas solubles. las gráficas de 

Arrhenius son lineales en un intervalo amplio de temperatura. 

aunque hay sus excepciones. Para los sistemas de 

enzimas de membrana. se obtienen con frecuencia 

transporte 

gráficas 

y 

de 

Arrhenius no lineales (49.97-99). En muchos trabajos se han 

asociado estos cambios en las energ:ías de activación con cambios 

en la transición de fase de los l:ípidos de \as membranas (gel a 

l:íquido-cristalino). Sin embargo, se debe ser cuidadoso en la 

interpretación de estos cambios. ya que inclusive algunas enzimas 

citoplásmicas solubles muestran gráficas de Arrhenius no lineales 

(100). Además. las prote:ínas membrana les pueden tener 

transiciones confonnacionales a temperaturas fisiológicas. que 

pueden afectar la actividad de estas prote:ínas aún cuando no 

ocurran transiciones de fase en el ambiente l:ípidico, sobre ésto 
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existen varios ejemplos en la literatura: los sistemas de 

transporte de lactosa y prol ina en L col i (49 .101}: la ATPasa­

CNa + .Mg2+l de algunos micoplasmas {102): la ATPasa-ca 2+ de RS. 

Esta última enzima muestra un cambio conformacional intrínseco a 

1e·c (103.104). Aún la abolición de los quiebres en las gráficas 

de Arrhenius. por agentes como detergentes o anestésicos locales 

no son pruebas contundentes de que la transición de la fase 

lipídica esta involucrada. ya que estos agentes pueden y afectan 

directamente la estructura y función de las proteínas. asi como 

la fluidez y la fase lípidica (49). Es importante recordar 

que una gr6.fica de Arrhenius de una reacción enzimático. será 

normalmente lineal solamente si una especie de catalizador es 

responzable del proceso químico. y solamente si un paso en 

particular d'e toda la reacción es limitante en todo el intervalo 

de temperatura examinado. Las reacciones enzimáticas y procesos 

de transporte membrana les son generalmente complejos. 

involucrando varios pasos. donde cada reacción parcial del 

proceso global puede tener una dependencia de temperatura 

diferente e inclusive una diferente dependencia lipídica (84). 

Dixon y Webb (105) y Han (100) han seMalado que la temperatura 

induce cambios en el pH de los amortiguadores acuosos, en la 

viscosidad de la solución y en la afinidad de unión del sustrato 

(Km). 

El análisis térmico ha sido aplicado exitosamente al estudio 

de muchos materiales y macromoléculas. La aproximación general es 

monitorear transiciones de las moléculas en función de la 

temperatura. Para las proteínas esto ha permitido la 

21 



determinación de la desnaturalización o desdoblamiento de una 

prote1na completa o de dominios espec1ficos (106). Cualquier 

técnica. f:ísica 

desdoblamiento 

que 

puede 

refleje ampliamente 

ser usada. sin embargo 

el proceso del 

la calorimetria 

diferencial de barrido es la más comúnmente empleada. El an4lisis 

térmico permite obtener información de la presencia de dominios. 

la fuerza de interacción de estos dominios. y los efectos de la 

unión de liga1dos o sustratos en la estabilidad de estos. Bajo 

condiciones favorables se puede obtener un esquema de ba.ja 

resolución de una macromolécula compleja (107.108). 
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II. O B JET I VOS 

Con la intención de tener una mejor comprensión del mecanismo 

o mecanismos de regulación de la actividad de la ATPasa­

(Ca2+.Mg2+) de membrana plasmática por el colesterol. y d~ probar 

la hipótesis de que el colesterol confiere estabilidad térmica a 

varias lineas celulares en cultivo. asi como a ciertas protelnas 

membranales: se plantearon los siguientes objet1vos: 

1. Estudiar el efecto del colesterol en la estabilidad térmica de 

la ATPasa-(Ca2+,Mg 2+} de sarcolema card:!aco. Empleando para esto 

membranas con diferente contenido de colesterol: asi como a la 

enzima aislada y reconstitu:!da. en liposomas de fosfatidilcolina y 

liposomas de fosfatidilcolina/colesterol. 

2. Monitorear posibles cambios en la estructura de la ATPasa­

(Ca2+ .Mg2+>. inducidos por cambios en los niveles de colesterol 

en las membranas. Específicamente estudiar el efecto de este 

lípido sobre la constante de unión para uno de sus sustratos. el 

ATP. 

3. Por medio del análisis térmico diferencial. determinar el 

papel del colesterol en la estabilidad térmica de la ATPasa-Mg2+ 

de membranas microsomales cardíacas. Esto último con la finalidad 

de demostrar. que el efecto protector del colesterol contra la 

inactivación térmica. puede ser general para varias proteínas 

membrana les. 
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III. M A T E R I A L E S Y ME T O DO S 

Químicos. EJ colesterol. la sefarosa 4B (activada con bromuro de 

cianógeno). el DTT, el MOPS, el EGTA. el EDTA. el Tris, el SOS. 

el ácido mdlico. el 0-mercaptoetanol, el HEPES. el Triton X-100. 

la acri lamida. los marcadores de peso molecular y la 

fosfatidilcolina tipo IV-S de frijol de soya, se obtuvieron de 

Sigma Chemicals (St. Louis. MO.). La fenil-sefarosa. el sephacryl 

S-200 de Pha1macia. El resto de los químicos empleados en el 

presente trabajo fueron de un alto grado de pureza. La 

fosfatidilcolina empleada a lo largo de este trabajo se lavó 

previamente con acetona-eter (adicionando tocoferol como agente 

antioxidante), para eliminar ácidos grasos libres y lipidoe 

peróxidados, de acuerdo al procedimiento descrito por Kagawa y 

Racker C 109) . 

Omitiré la descripción de los métodos que se reportan en el 

articulo anexo. 

Purificación de calmodulina. La calmodulina se purificó a partir 

de testiculo de bovino de acuerdo al método de Gopalakrishna 

(110). El tejido (250 g) se homogenizó a 4•c con 5 pulsos de 30 

segundos cadd uno en una licuadora (esperando 3 min. entre pulso 

y pulso). en 500 ml de una solución que contenia Tris-HCl 40 

mM. EDTA 4 mM. NaCI 100 mM CpH 7.4) y 0.5 mi de B-mercaptoetanol 

por litro de solución (solución Al. El homogenizado se centrifugó 

a 10.000 rpm durante 30 min. en un rotor GSA a 4•c. El 

sobrenadante resultante ae filtró a trav~s de gasa doble y se 

colectó en hielo. Las pastillas se resuspendieron en un voltlmen 

igual de solución A. se centrifugaron y filtraron en las 
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condiciones antes mencionadas. El sobrenadante filtrado se 

calentó de 3-5 min. en agua hirviendo en fracciones de 100-150 ml 

(hasta que el sobrenadante cambió de color y se observaron 

grumos). inmediatamente se enfrió hasta lO"C en una mezcla de 

acetona-hielo seco. para ser centrifugado a 10.000 rpm durante 30 

min. en un rotor GSA a 4"C. El sobrenadante resultante se dializó 

durante todo la noche a 4"C con 18 litros del siguiente 

amortiguador: Tris-HCl 40 mM (pH 7.4). NaCl 100 mM y B-mercapto­

etanol (0.5 mi/litro) (solución Bl. posterionnente se dializó 

durante 4 horas a temperatura ambiente con 4 litros de la 

solución B. El dializado se centrifugó a 8.000 rpm durante 60 

min. en un rotor GSA, a temperatura ambiente. Al sobrenadante 

se le adicionó CaCl2 a una concentración final de 2 mM y se 

aplicó a una columna de fenil-sefarosa de 50 ml (a temperatura 

ambiente. al igual que los pasos siguientes). La columna había 

sido previamente equilibrada con 500 ml de una solución que 

conten!a Tris-HCI 40 mM CpH 7.4l. NaCI 100 mM y CaCl2 mM 

(solución C). Después de pasar la muestra. la columna se lavó en 

primer lugar con un litro de la siguiente solución: Tris-HCl 40 

mM CpH 7 .4). NaCl 0.5 M. CaCl2 2 mM (solución D). posteriormente 

se lavo con un litro de solución C. Las proteínas retenidas por 

la columna se eluyeron con 300-500 ml de una solución de Trie-HCl 

40 mM (pH 7.4), NaCI 75 mM. EDTA 4 mM (solución El y se 

colectaron fracciones de 2-3 ml. Finalmente. se determ1n6 la 

densidad óptica de las fracciones ~ 280 run. Las muestras con una 

D.0. mayor de 0.1 se juntaron y mantuvieron en refrigeración 

hasta su uso. La concentración de proteína se determinó de 
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acuerdo a la siguiente relación: 

Ya.lof" i).C. L-: "',3fml 
0.'22.I 

donde 0.221 es el coeficiente de extinción molar de la 

calmodulina. Para regenerar la resina de fenil-sefarosa, la 

colunma se lavó con 200 ml de solución E que contenta urea 6 M. 

posteriormente con 200 ml de agua destilada (desionizada), en 

·seguida con 200 ml de etanol al 50 % y finalmente con solución C. 

La calmodulinc obtenida se acopló a sefarosa 4B activada con 

bromuro de cianógeno. siguiendo métodos convencionales. 

Aielamiento do microsomae card1acos de bovino. El aislamiento de 

las membranas microsomales ae realizó de acuerdo un 

procedimiento establecido en el laboratorio (111). 200 g de 

tejido ventricular de bovino. libre de tejido conectivo se 

homogenizaron en una licuadora Cdoa pulsos de 2 min) en 2 

volúmenes de una solución que contenia: NaHC03 10 rnM y azida de 

sodio 0.5 mM CpH 7.0) (solución A). El homogenizado se 

rehomogenizó en 5 volúmenes de solución A. con 5 pulsos de 5 seg. 

en un poli tron, este segundo homogenizado se 1 icuó nuevamente con 

dos pulsos de 2 min y se filtró a través de gasa triple. El 

filtrado se centrifugó a 8,700 x g durante 30 min. se recuperó el 

sobrenadante (1), y la pastilla se reauspendió en 5-6 volWnenes 

de solución A, para homogenizarse nuevamente con licuadora {dos 

pulsos de 2 min> y centrifugarse a 8,700 x g por 30 min. El 

sobrenadante resultante se mezcló con el sobrenadante y se 

centrifugaron 22.000 x g durante 60 min. posteriomente las 

pastillas se resuspendieron en 5-6 volúmenes de solución B que 

contenía, Malato-Tris 20 mM y KCI 0.6 M CpH 6.8), para ser 
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homogenizadas con un homogenizador de vidrio y centrifugadas a 

33,000 x g durante 60 min. Se tiró el sobrenadante y la pastilla 

se resuspendió y homogenizó en 5-6 volúmenes de HEPES 10 mM. EDTA 

2 mM CpH 7.4). y se agitó 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 reauependió en: Tris­

molato 50 mM. MgCl2 0.5 mM. CoCl2 50 uM. DTI' 2 mM (pH 7.4) y se 

congeló en al1cuotas en nitrógeno liquido. Todos los pasos 

anteriores se realizaron a 4•c. 

Incorporación de colesterol a las membranas microsomales. La 

incorporación y determinaciones de colesterol en las membranas 

microsomales se realizó de acuerdo al procedimiento mencionado en 

el a.rticulo a.nexo. Este procedimiento consiste en el 

enriquecimiento del plasma sangu1neo Clipopr:otetnas) con 

colesterol. Al incubar la.s membranas microsomales con este medio, 

el colesterol difunde del plasma hacia las membranas, obedeciendo 

su gradiente de concentración. lo que permite incrementar el 

contenido de colesterol de las membranas. 

Puriticación de lo ATPoeo-(Ca 2+.Mg2+). La ATPasa-CCa 2 •.Mg2+>. se 

purificó a partir de microsomas cardiacos de bovino libres de 

calmodulina. siguiendo el método descrito por Niggli y col. (63), 

con las modificaciones senaladas en (112). Las membranas se 

solubilizaron durante 20 minen un medio que conten1a KCl 130 mM. 

HEPES-KOH 20 mM. MgCl2 1 mM. CaC12 100 uM. TrHon X-100 0.4 %. 

DT!' mM CpH 7.4) (solución Al y se centrifugó a 100.000 x g 

durante 35 min. Al sobrenadante recuperado se le adicionó PC 

eonicada en HEPES-KOH 10 mM (pH 7.4) a una concentración final de 
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0.5 mg/ml y se aplicó a una columna de calmodulina-sefarosa 4B 

previamente equilibrada con la solución A que contenia PC 0.5 

mg/ml. Después de pasar la muestra. la columna se lavó con 10 

volürnenes de solución A y subsecuentemente con 10 volúmenes de 

una solución similar que conten!a Triton X-100 0.05 % (solución 

B). Finalmente la enzima se eluyó con KCl 130 mM. HEPES-KOH 20 

mM, MgCl2 1 mM. EDTA mM, DTT 2 mM. PC 0.5 mg/ml. Glicerol 10 % 

y Triton X-100 0.05 % (pH 7.4), colect6ndose fracciones de 0.5 

ml. · En las fracciones colectadas se midió la actividad ATPasa­

cca2+,Mg2+>. como se describe m6s adelante. Las fracciones con 

mayor actividad se juntaron, se les adicionó CaCl2 50 uM. el 

MgCl2 se ajusto a 2 mM. y se guardaron en al1cuotas en nitrógeno 

11quido hasta su uso. Todos los pasos anteriores se realizaron a 

4"C. 

Incorporación de la ATPaea-cca 2+,Mg2 +) de sarcolema card1aco 

lipoeomae. 

en 

La enzima se incorporó en liposomas de PC y PC/COL por medio 

de congelación, descongelación y sonicación. siguiendo el 

procedimiento descrito por Racker (113). 50 mg PC o 45 mg PC/5 

mg colesterol/mi se sonicaron con 4 pulsos de 4 min en un 

sonicador de v6stago Branson 250, en un medio que conten1a KCl 

130 mM. CaCl2 50 uM. MgCl2 2 mM y HEPES-KOH 20 mM CpH 7 .4). 

Posteriomente los liposomas se centrifugaron a 25,000 x g durante 

30 min. con el fin de remover partículas de titanio y de lípidos. 

Para incorporar a la enzima se tomó un volumen de liposomas y se 

mezcló con dos volumenes de ATPasa (0.1-0.15 mg/ml) recien 

descongelada. La mezcla se sonicó con dos pulsos de 30 seg en un 
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sonicador de bano a 4•c. Finalmente los liposomas se filtraron a 

través de columnas de Penefsky (114) que contenJan O. 7 ml de 

Sephacryl S-200, centrifugando a 2.000 rpm en una centrJfuga 

clJnica durante 10 min. a 4•c. con el fin de separar a la enzima 

recontituida de la enzima libre. 

Inactivación tdrroica. Las membranas microsomales. con alto y bajo 

contenido de colesterol resuspendidas a una concentración de 

prote!na de O .5 mg/ml con MOPS-KOH 20 mM. KCI 00 mM. DIT 1 mM CpH 

7.4J. se calentaron en bano de agua a una velocidad de 7o·c1hr. 

y se tomaron muestras cada grado, de 30 a 7Q•c. Estas muestras 

se pusieron en hielo hasta que todas las muestras fueron 

colectadas (115), para finalmente determinar 

ATPasa-Mg2+;ca 2+ a 25 ·c. Las curvas de 

la actividad de 

inactivación se 

obtuvieron de graficar la fracción de la actividad residual vs 

temperatura (tomando como la actividad control de muestras no 

calentadas). La temperatura de inactivación CT¡). definida como 

la temperatura a la que se alcanza la mitad de la inactivación. 

se obtuvo a partir de la derivada de las curvas de inactivación 

(115). 

Para las curvas de inactivación en función del tiempo, las 

membranas microsomales con alto y bajo contenido de colesterol (a 

una concentración de protetna de 0,5 mg/mlJ. se preincubaron en 

un bano de agua a cada una de las diferentes temperaturas C54-

62•cJ. A diferentes tiempos se tomaron alícuotas de 30 ul que se 

pusieron en hjeJo hasta que todas las muestras fueron colectadas. 

La actividad residual se determinó a 25·c como se describe mds 

adelante. 
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Calorimetría diferencial de barrido. Los experimentos de calo-

rimetría se realizaron con un microcalorímetro diferencial de 

barrido de alta resolución CMicrocal 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 

colesterol. resuspendidas a una concentración de proteína de 10 

mg/ml con un amortiguador que contenía: MOPS-KOH 20 mM, KCl 80 

mM. D1T l mM (pH 7.4). se calentaron a una velocidad de barrido 

de 1·c1min. de 10 a 1oo·c. Posterionnente las muestras se 

enfriaron has~a lOºC e inmediatamente se les corrió un segundo 

barrido. Esto Ultimo, con el fin de detenninar si el proceso de 

desnaturalización de las proteínas de estas membranas es reversi-

ble o irreversible. La desnaturalización fue totalmente irrever-

sible después del barrido a 1oo·c. Por lo tanto. la desnaturali-

zación de las proteínas membranales. asi como las curvas de 

inactivación de la actividad ATPasa-Mg 2+;ca 2+ fueron analizadas, 

tomando en cuenta que se trata de procesos irreversibles C108). 

El procedimiento de an6lisis requiere que la desnaturalización e 

inactivación. puedan ser aproximados a una reacción de dos esta­

dos Nativo~> Desnaturalizado o Activo~> Inactivo obedeciendo 

una cinética de pseudo primer orden. donde la dependencia de la 

temperatura de la k de velocidad esta dada por la relación de 

Arrhenius. Se ha demostrado que esta suposición se cumple para 

la ATPasa-cca2+.Mg2+J de RS (108). La fracción de cada componente 
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activación, y v la velocidad del barrido. La derivada de fo en 

función de la temperatura permite obtener el exceso de Cp, 

par6metro que es proporcional a la derivada de la actividad. Las 

curvas de exceso de Cp y la derivada de la actividad como función 

de la temperatura fueron separadas en sus componentes 

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

Determinación de la• actividadee ATPasa-cca2+.Mg2+¡ y ATPaea­

Mg2+. Para los ensayos de actividad, se tomó aproximadamente 1 ug 

de enzima incorporada en liposomas por punto experimental y se 

incubó a los diferentes tiempos y temperaturas en un medio que 

contenla KCI 130 mM. HEPES-KOH 20 mM. MgClz 6.2 mM. CaC!z 0.37 mM 

y EGTA 0.1 mM (pH 7.4). con el fin de obtener una concentración 

de Ca 2+ libre de 10 uM, calculado mediante un programa de cómputo 

disenado por Fabiato (116). Para la determinación de las 

actividades ATPasa-Mg2+;ca2+ de microsomas card1acos de bovino. 

se tomaron 15 ug de proteina membranal por cada punto de ensayo. 

y se incubaron durante 10 mio a 2s·c en la mezcla de reacción 

antes mencionada. El fosfato liberado se determinó colorimé-

tricamente como se reporta en (117) . La proteina por el método 

Lowry (118) para la fracción microsomal y para la enzima aislada 

e incorporada en liposomas de acuerdo al método descrito por 

Bensadoun y Weinstein (1191. 

Electrotoreeie en gelee de poliacrilamida con SOS. La electro-

foresis en geles de poliacrilamida ·con SOS se realizó de acuerdo 

al método de Laemmli (120), Los geles se tineron con azul de 

Coomassie ó con plata segun el método de Oakley et al (121). 

31 



IV. RESULTAD OS 

Los resultados presentados en el articulo que acompana a esta 

tesis, senalan que la estabilidad térmica de la ATPaaa-

cca 2+.Mg2+> es dependiente del contenido de colesterol en la 

sarcolema y del tiempo de preincubación. Al aumentar el contenido 

de colesterol en las membranas, la enzima muestra una mayor 

resistencia a la inactivación por temperatura. 

Con base en los resultados reportados en dicho artículo. se 

decidió investigar el papel del colesterol en la estabilidad 

térmica de la ATPasa-(Ca 2+.Mg 2+> aislada y reconstitu1da en 

liposomas de diferente composición lipídica. Para lograr esto, 

fue necesario recurrir a un procedimiento para el aislamiento de 

membranas a gran escala. a partir de músculo cardiaco de bovino. 

en lugar de tejido cardiaco de conejo. Las ventajas que presenta 

este sistema son principalmente la disponibilidad de tejido. 

costo y cantidad de membranas obtenidas. La fracción microsomal 

libre de calmodulina. obtenida de acuerdo al procedimiento 

descrito en la sección de materiales y métodos. y caracterizada 

previamente en el laboratorio (111). se empleó para la 

purificación de la ATPasa-CCa 2+.Mg2 +> de sarcolema cardiaco, por 

medio de cromatografía en columnas de calmodulina-sefarosa. 

Sin embargo. antes de describir los resultados de la purifi­

cación de la ATPasa-cca 2+.Mg 2 +). presentaré en primer lugar los 

datos obtenidos en la purificación de la calmodulina. La figura 

4A muestra el perfil de elución de la columna de fenil-sefarosa y 

la figura 4B el patron electroforético las fracciones 26 a la 34. 

comprendidas en el pico de o.bsorbencia a 280 run de la fig. 4A. 
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Fig. 4. Pur1f1cac10n de la calmodulina. Al perfil de eluciOn de 
la columna de fenil-sefarosa. Bl electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 12 % con SOS delas fracciones obtenidas durante 
la purificación: 1) marcadores de peso molecular en kD: 2) 

~~l~~i~~:~o4a~l~~a~~l~o~~l~~!~~ª~r;~e~~~;e~~ª~a2~ ~e~~i~a~ p~~ 
calmodulina en presencia de EGTA 5 mM. Tinción con azul de 
Coomassie. 
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En el gel se observa claramente una banda polipept::Cdica con 

un peso molecular cercano a los 17 kD. y cuya movilidad 

electroforética se modifica en presencia de calcio. 

características distintivas de la calmodulina. Esta proteína 

estimula la actividad de la ATPasa-CCa2+.Mg2+¡ de earcolemd 

cardíaco (resultado no mostrado). 

La calmodulina obtenida se acopló a sefarosa 4B activada con 

bromuro de cianógeno. Los resultados obtenidos durante la 

purificación de la ATPasa-CCa 2+.Mg2+>. por medio de la columna de 

calmodulina-sefarosa se muestran en la figura 5. La tigura 5A 

muestra el perfil de actividad de las fracciones eluidas de la 

columna de calmodulina-sefarosa. Las fracciones con actividad de 

ATPasa-(Ca 2+,Mg 2+> se concentraron y analizaron por medio de 

electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (fig. 5B). En 

esta figura se puede observar un componente principal de 

aproximadamente 140 kD que corresponde a la ATPasa-(Ca 2+.Mg2 +) de 

membrana plasm4tica, y un componente menor de aproximadamente 100 

kD. que podría corresponder a un produnto de proteólisis de la 

banda prin~ipal de 140 kD. descrito previamente (122). Aunque la 

mayor parte de la información en la literatura senala que la 

ATPasa-(Ca 2+.Mg 2+) de RS no se une a calmodulina, esta afirmación 

parece ser 

esquelético. 

valida unicamente para la enzima de masculo 

Sin embargo. para la ATPasa-cca2+,Mg2+> de RS de 

mOsculo cardíaco, recientemente han surgido evidenc1as que 

senalan que la calmodulina puede unirse directamente a esta 

enzima (123). Por lo tanto. existe la posibilidad de que la banda 

de 100 kD corresponda a una pequena contaminación de la ATPasa-

2+ 2+ 
CCa .Mg ) de RS. 
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En nuestras condiciones de aislamiento. partiendo de 500 mg 

de proteina de membranas _microsomales {libres de calmodulinaJ. se 

obtienen entre 400 a 500 ug de ATPasa-CCa2+.Mg2+J. rendimiento 

aproximado a lo reportado en la literatura (63,112.122). 

La enzima aislada se incorporó en liposomas de PC y PC/COL. 

como se sena.la en la sección de materiales y métodos. Una vez 

incorporada en los liposomas, se realizaron curvas de actividad 

de la enzima •'O función de la temperatura. Para esto la enzima se 

incubó con sus sustratos a las diferentes temperaturas, es decir 

para este grupo de experimentos la enzima no fue preincubada. 

Los resultados obtenidos de estos experimentos se muestran en las 

figuras 6. 7 y 8. En primer lugar. se encontró que el efecto 

inhibitorio del colesterol, observado 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 inactivación térmica de la enzima. unicamente se observa a 

tiempos "largos" de incubación. A loe 5 min de incubación las 

curvas de actividad de la enzima incorporada en liposomas de PC y 

PC/COL son pra.cticamente idénticas (fig. 6). mientras que al 

aumentar el tiempo de incubación a 10 min Cfig. 7). se empieza a 

marcar una diferencia en la actividad de la enzima a temperaturas 

altas. observ~ndose una diferencia clara a loa 20 min de 

incubación Cfig. 8). En esta última figura, la enzima incorporada 

en liposomas de PC/COL mostró una mayor actividad a temperaturas 

altas. en comparación con la enzima incorporada en liposomas de 

PC. Esto sugiere que el colesterol estabiliza a la ATPasa­

(Ca2+ .Mg2+J y retarda o la protege contra la inactivación 
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ténnica. 

En las figuras 6B, 7B y 8B se muestran las gráficas de 

Arrhenius correspondientes a los datos de actividad presentados 

en el panel A de cada una de las figuras. A partir de estas 

gráficas. se obtuvo una Ea aproximada de 10 kcal/mol. para el 

proceso de activación (25-46.Cl, Este valor es independiente del 

tiempo de incubación (5. 10 ó 20 minJ y de la composición de los 

1 iposomas. A~nque se puede obtener un cálculo de Ea de 

aproximadamente 30 kcal/mol. para la fase de inactivación de la 

enzima C48-6o·c1. 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 catálisis. 

mientras que por el otro. provoca la inactivación de la enzima 

por desnaturalización. De tal manera que a temperaturas por 

arriba de los 46"C la desnaturalización se hace más fuerte o 

importante que la activación. Este efecto se puede observar 

claramente en las fig. 6A. 7A y 9A, donde a los 5 min de 

incubación las actividades espec::íficas a 49, 50 y 55"C son m6s 

altas que a los 10 y 20 min de incubación (fig. 7A y 8A). 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 ~e realizó en los minutos iniciales. antes de la 

inactivación de la enzima por la temperatura. Por lo tanto la 

actividad espec::ífica calculada para los 10 o 20.min debe estar 

subestimada. Para evitar este problema. la manera de obtener las 

energ::ías de activación del proceso de inactivación para una 

enzima, es realizar curvas de inactivación en función del tiempo 
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a diferentes temperaturas. Al graficar las constantes de 

inactivación (obtenidas de las curvas antes rnecionadas} en 

gráficas de Arrhenius. se puede(n) obtener los valores de Ea• de 

manera similar a lo realizado para la actividad ATPasa-Mg2+tca 2 + 

de microsomas cardiacos, cuyos resultados se muestran más 

adelante (figura 11.) 

Con base en los resultados antes mencionados, se decidió 

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 y 

4o•c lo actividad de la enzima en liposomas de PC y PC/COL es 

practicarnente idéntica, debido a que el efecto desnaturalizante 

de la temperatura es m1nimo o nulo: mientras que a 50 y s2·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-Cca2+.Mg 2+) reconstituida en liposomas, sugieren que la 

presencia de colesterol en los liposomas protege y retarda la 

inactivación térmica de la enzima. 

Tratando de probar la hipótesis de que el colesterol confiere 

estabilidad térmica a varias prote1nas membrana les. y 

aprovechando la disponibilidad de las membranas microsomales. se 

investigó el efecto de este lipido en la estabilidad térmica de 

una ATPasa-Mg 2+ de microsomas cardiacos de bovino. Para esto. se 

realizaron curvas de inactivación en función de la temperatura 

(como se describe en materiales y métodos). Los datos de 

actividad se reportan como ATPasa-Mg 2 +;ca 2+ total. debido a que 

el medio de incubación conten1a, tanto magnesio, como calcio y no 
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Fig. 9. Actividad de la ATPasa-cca 2+.Mg 2+>sarcolcma.l en función 
del tiempo de incubación y de la temperatura. 37 e o •• }; 40 
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reconstituida en liposomas de PC; símbolos rellenos. enzima 
reconstituida en liposomas de PC/COL. AT. actividad total. 
Promedio de 4 experimentos. 

se restó la actividad ATPasa-ca 2+ que corresponde a unas 20-30 

runo! Pi/mg/min de la actividad total. La actividad residual. 

determinada a 2s·c. se normal izó a l, donde corresponde a una 

actividad de 380-400 nmol Pi/mg prot./min y se graficó en 

función de lo temperatura de barrido (fig. 10). En los membranas 

con al to contenido de colesterol (32 ug de colesterol/mg de 

protetna) la inactivación de la ATPasa-Mg2+ /Ca2+ se alcanza a 

temperaturas mas altas. que en las membranas con bajo contenido 

de colesterol (15 ug de colesterol/mg de prote1na) Cfig. lOA>. Al 

derivar los datos de las curvas presentadas en la figura lOA. se 

obtuvieron otro par de gr6ficas (fig. lOBJ. a partir do las 

cu4les se calculó la temperatura de inactivación de la enzima 
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<T1>· definida como la temperatura a la cual se alcanza la mitad 

del 4rea bajo cada una de las curvas (115). De esta manera. los 

valores de T¡ obtenidos para la actividad ATPasa-Mg2+;ca 2+ son 

los siguientes: 59.873 ± o.12e·c (n•Bl para las membranas con 

alto colesterol y 58.868 .± 0.267•c Cn•B) para las membranas con 

bajo contenido de colesterol. A partir de estos datos, se 

tomaron diez temperaturas cercanas a las T¡ C53 a 62ºC) y se 

realizaron curvas de inactivaciOn en función del tiempo Cfig. llA 

y llBl. 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 al to contenido de colesterol. Las 

constantes de inactivacion. obtenidas de las cinéticas de inacti-

vacion, se graficaron en graficas de Arrhenius Cfig. llC). A 

partir de estas gráficas se calcularon las energías de activación 

para el proceso de inactivación de la ATPasa-Mg2+;ca2+, siendo 

estos valores de 98.02 ± 5.28 Cn•9) y 102.35 ± 6.4 kcal/mol 

(n•9>. para las membranas con al to y bajo contenido de colesterol 

respectivamente. Independientemente de los cambios observados en 

las constantes de inactivación de la enzima a las diferentes 

temperaturas ensayadas Cfig llA y llB). la Ea del proceso de 

inactivación de la ATPasa-Mg 2+;ca 2 +. practicamente no cambia al 

aumentar el contenido de colesterol en las membranas Cfig. llC). 

Es más. la Ea de dicho proceso de inactivación es ligeramente 

menor en las membranas con alto contenido de colesterol. 

Lla.man la atención loa valores de Ea obtenidos para el 

proceso de inactivación de la ATPasa-CCa2+.Mg2+> se sarcolema 

card1aco. 6.58~ 8.83 y 13.48 kcal/mol. para las membranas 
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del tiempo a diferentes temperaturas. A} membranas con bajo 
contenido de colesterol. B> membranas con alto contenido de 
colesterol. Símbolos (O l 53, e• l 54, (Al 55, ( .. ) 56. (al 57, 
( • ) 58. C v J 59, C" l 60. C o l 61 y C • l 62"C. CJ gr<!fica de 
Arrhenius de las constantes de inactivacion obtenidas de las 
curvas presentadas en A y B. e o) membranas con bajo contenido de 
colesterol; ( • ) membranas con alto contenido de ·Colesterol. 
Experimento representativo de una serie de 9. 
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extra1das de colesterol. nativas e incorporadas con colesterol 

respectivamente (ver trabajo anexo). Estos valores astan por 

debajo de los obtenidos en este trabajo para la ATPasa-Mg2+ 

microsomal y a los reportados para la mayor1a de las proteínas. 

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 cinéticas de inactivación 

contra tiemp1 . no corresponden necesariamente a temperaturas 

cercanas a la temperatura de inactivación de la ATPasa-

(Ca 2+,Mg2+>. como en el caso de la ATPasa-Mg2+;ca 2+ microsornal. 

Ademas. para la elaboración del gráfico de Arrhenius se tomaron 

unicamente tres constantes de inactivación, lo que puede o no 

reflejar la tendencia real del proceso de inactivación de ATPasa­

cca2+.Mg2+> sarcolema! (ver trabajo anexo>. 

Uno vez demostrado el efecto del colesterol en lo 

inactivación térmica de la ATPasa-Mg2+ microsomal. se decidió 

estudiar el efecto del colesterol en la desnaturalización térmica 

de esta enzima. por medio de calorimetría diferencial de barrido. 

Los resultados obtenidos de esta serie de experimentos se 

muestran en la figura 12. La figura 12A muestra el perfil de 

desnaturalización de las membranas con bajo contenido de 

colesterol y la figura 12B el perfil correspondiente a las 

membranas con alto contenido de colesterol. La desnaturalización 

térmica de las proteínas es un proceso endotérmico que muestra un 

exceso de capacidad calorífica (Cp>· La temperatura de transición 

(Tm> y los parámetros termodinámicos de cada componente se 

determinaron por deconvolución de los perfiles. de manera similar 

a lo realizado para las curvas de jnactivación (fig. 10). La 
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desnaturalización fue completamente irreversible después de 

calentar las muestras a 100 ·c. por lo tanto la deconvolución se 

realizó suponiendo que cada pico representa una transición de dos 

estados nativo ..k.> desnaturalizado, donde k representa la 

velocidad del desdoblamiento Cunfolding) irreversible. la cual 

tiene una dependencia de temperatura de acuerdo a la ecuación de 

Arrhenius (10~). Siguiendo este formalismo. los perfiles de 

desnaturalización obtenidos con el calorimetro (fig. 121. se 

separaron en cinco componentes CA-E). Cada uno de estos 

componentes tiene uno temperatura de transición 

característica, definida como la temperatura a la cuál se alcanza 

la mitad de la desnaturalización, o la mitad del area bajo la 

curva. Las temperaturas de transición de estos cinco componentes 

son: A 45.99"C: B 51.53"C: e 58.25"C: D 64.29"C y E 77.B"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, .filL..!, 64.52 y 75.2·c respectivamente. La 

transición C (subrayada) correlaciona muy bien con la temperatura 

de inactivación de la actividad ATPasa-Mg2+ CT1• 58.868 y 59.83 

·e para las membranas microsomales con bajo y alto contenido de 

colesterol respectivamente. fig. 10). Esto sugiere fuertemente 

que la desnaturalización del componente membrana! C corresponde a 

la ATPasa-Mg2+. 

De manera adicional. los datos obtenidos con el calorímetro 

diferencial de barrido muestran que el colesterol puede proteger 

a otras prote1nas membranales contra la desnaturalización 

térmica, como lo son las comprendidas en los componentes B y D. 
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Fig. 12. Calorimetría diferencial de barrido de las membranas 
microsomales. A) perfil de desnaturalización de las membranas con 
bajo contenido de colesterol. B) perfil de desnaturalización 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 obtenido de la suma de los componentes 
A-E. Promedio de dos experimentos. 
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Donde la temperatura de transición aumenta. al aumentar el 

contenido de colesterol de las membranas microsomales. Sin 

embargo, para los componentes A y E la temperatura de transición 

disminuye en las membranas con alto contenido de colesterol. Esto 

sugiere que el efecto protector del colesterol contra la 

desnaturalización 

varias proteinas 

ténnica, puede ser una propiedad 

membrana les. i ne 1 uyendo a la 

aplicable a 

ATPasa-Mg2+ 

microsomal. S.n embargo, la disminución de los valores de Tm de 

los componentes proteicos A y E. de las membranas con alto 

contenido de colesterol. sugieren que el efecto protector del 

colesterol contra la desnaturalización térmica no es aplicable a 

todas las proteinae. 
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V. D I S C U S I O N 

De manera general los resultados senalan que el colesterol 

proteje a la ATPasa-CCa 2+.Mg 2 +> sarcolema! y a una ATPasa-Mg 2+ de 

microsomas cardíacos contra la inactivaciOn térmica. y sugieren 

una correlación positiva entre niveles de colesterol en las 

diferentes membranas empleadas y la termoestabilidad de las 

enzimas. Es decir a mayor contenido de colesterol en las 

membranas, mayor estabilidad térmica de las actividades 

enzim4ticaa mencionadas. 

Los efectos del colesterol en la actividad <ATPasa-

(Ca 2 +.Mg 2+> y en la estabilidad témica de las enzimas estudiadas, 

se pueden interpretar por cambios que este esterol provoca en las 

propiedades físicas y organizaciOn de las membranas, como son: 

cambios en la fluidez de los lipidos membranales. cambios en la 

transición de fase de las membranas. cambios en laa dimensiones 

membrana 1 es (espesor}. cambios en la hidratación de las 

membranas. y finalmente por un efecto o interacción directa del 

colesterol con la prote1na. 

Se ha mencionado, que la inclusión de colesterol a las 

bicapas l 1pidicas puede provocar cambios en su grosor. En 

bicapas formadas por fosfol1pidos con ácidos grasos menores de 16 

carbonos. el colesterol provoca un aumento de aproximadamente 3-4 

A en su grosor. mientras que en bicapas formadas por fosfol1pidos 

con 4cidos grasos mayores a 16 carbones el colesterol disminuye 

de 3-4 A dicho grosor (47-46}. La· composición 11pidica de la 

sarcolema cardíaca indica una abundancia de ácidos grasos de 18 y 

20 carbonos. los cuales constituyen más del 70 % del total de 
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ácidos grasos (68). Es probable que la inclusión de colesterol a 

estas membranas provoque una ligera disminución en su grosor. lo 

que a su vez provoque que regiones muy pequenas de la prote1na 

(aproximadamente 2 A a cada lado de la bicapa} que normalmente se 

encuentran embebidas en la bicapa. ahora se expóngan al medio 

acuoso. Estudios recientes senalan que uno de los sitios de unión 

para el calcio, esta muy cercano a Ja bicapa lipidica del lado 

citopldsmico 120-22}. Por lo tanto. los posibles cambios en el 

espesor de la membrana. dados por la inclusión del colesterol 

pueden afectar la estructura de la proteína. en especial la del 

sitio para unión del calcio. reflejándose en una d1sminución de 

la actividad de la ATPasa-(Ca 2+.Mg 2 +> sarcolema!. En apoyo a lo 

anterior. estudios realizados con la ATPasa-ca 2+ de RS, en los 

que se recambiaron los l 1pidos endógenos del RS por especies 

lip1dicas conocidas. se encontró que para mantener la actividad 

de la enzima se requieren lipidos con ácidos grasos de 18 

carbonos. obteniendose una actividad máxima con la dioleil-PC. 

las fosfatidil-colinas con ácidos grasos m6s cortos o más largos 

dan una menor actividad (75-79). Lo anterior sugiere que tanto 

para la sarcolema, como para el RS debe existir "un punto 

óptimo" en el grosor de las membranas (dado por la abundancia de 

ácidos grasos de 18 carbonos) para que estas dos enzimas tengan a 

su vez uno. "actividad óptima". La disminución o aumento en el 

grosor de las membranas puede propiciar cambios en lo. estructura 

de estas ATPasas que se reflejen en una disminución de su 

actividad. 

Pdralelamente a los cambios en el espesor de la membrana. la 

presencia de colesterol reduce el grado de hidratación y 
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penetración del agua a las bicapas lip1dicas (124>. Estudios 

realizados con prote1nas solubles y membranales. en sistemas de 

mi celas invertidas en solventes orgánicos. senalan que al 

disminuir el contenido de agua. las enzimas disminuyen su 

actividad. sin embargo adquieren un grado muy importante de 

termoestabiUdad (125-128). Con base en estas evidencias. es 

probable que el efecto protector del colesterol contra la 

inactivación térmica de la ATPasa-{Cd 2+.Mg2+l y ATPasa-Mg 2+. este 

dado en relación a una disminución en la hidratación de las 

membranas. 

A temperaturas por arriba de la transición de fase de los 

lípidos membrana les (gel a 11quido-cristalino). el incremento en 

el contenido de colesterol provoca un incremento en el orden y un 

decremento en la velocidad de rotación de las cadenas de los 

ácidos grasos. Este aumento en el orden o empaquetamiento, y la 

reducción de la movilidad y flexibilidad de las cadenas de los 

ácidos grasos. puede estabilizar a las proteínas. Esto puede 

disminuir la frecuencia y/o amplitud del desdoblamiento de 

ciertos residuos de aminoácidos local iza.dos en sitios 

funcionalmente importantes en las prote1nas membranales. o 

provocar una estabilización generalizada de la proteína. Por lo 

tanto. los cambios derivados de la inclusión del colesterol a las 

membranas. pueden estar asociados con el hecho de tener que 

incrementar la temperatura para. poder observar la inactivación y 

desnaturalización de las prote1nas membrana les estudiadas. 

En apoyo a lo anteriomente comentado. estudios realizados con 

la rodopsina reconstituida en liposomas. sefialan que la. inclusión 
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de colesterol en los l iposomas induce cambios conformacionales en 

la prote1na (1291. Estos cambios se han relacionado con los 

cambios en el orden y empaquetamiento de Jos 6cidos grasos en las 

bicapas. inducidos por el esterol (129). Por otro lado. estudios 

de dicroísmo circular realizados con dos prote1nas de la membrana 

del eritrocito (la banda 3 y la glicoforina). así como con el 

receptor para aceticolina. han reportado que un aumento en el 

contenido de Cl !esterol en las membranas provoca un incremento en 

el contenido de alfa hélice de estas proteínas, (130,131). Es 

probable que un mecanismo similar este involucrado en la mayor 

estabilidad térmica de la ATPasa-CCa2 +,Mg2 +l sarcolema! y la 

ATPasa-Mg2+ de microsomas cardiacos. asi como en el aumento en la 

temperatura de transición de la ATPasa-Mg 2+ microsoma.l. 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

cca2+.Mg2+> sarcolema! inducidos por el colesterol. Para esto, la 

enzima se ha incorporado en liposomas de PC y PC/COL y se 

investigarán {por medio de dicroísmo circular). posibles cambios 

en la estructura secundaria de la enzima en función del contenido 

de colesterol y de la temperatura. 

Para algunas enzimas membrana.les. su actividad parece ser 

dependiente de la fase lipídica . La actividad de la ATPasa-ca2+ 

de RS disminuye marcadamente cuando los lipidos membrana.los pasan 

de una fase de 11quido-cristalino 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 correlación con 

los cambios de actividad de la ATPasa-Ca 2+ de RS (132). Esto 
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sugiere que la fluidez de membrana no es un factor determinante 

en la actividad de esta ~TPasa (132-134). Al adicionar moléculas 

hidrof óbicas a las membranas como: colesterol lun agente 

rigidizantel: ácido oleico o alcoholes {agentes fluidizantes), se 

logran cambios en la fluidez de la membrana. La adición de 

colesterol a la ATPasa-Ca 2+ de RS. reconstituida en liposomas de 

dioleil-PC tiene efectos mínimos en la actividad. mientras que la 

adición de colesterol a la ATPasa reconstituida con dimiristoil-

PC provoca un incremento en la actividad. a pesar de que hay una 

disminución en la fluidez (133). La adición de ácido ole1co y 

alcohol ole1lico tiene pequenos cambios en la actividad de la 

ATPasa reconstituida con dioleil-PC. mientras que en la enzima 

reconstituida con dimiristoil-PC provocan un incremento en la 

actividad (132.136). Estos resultados sugieren que los cambios en 

la actividad de la ATPasa-ca 2+ dependen de la estructura 

interacción directa de los lipidos con la enzima, más que de los 

cambios en la fluidez de membrana C132-134l. Una interpretación 

similar se ha dado a la actividad de varias proteínas de 

membrana. para las cuales la fluidez de membrana no parece ser un 

factor importante (25-27.49). 

Tratando de dilucidar las interacciones lipido-proteina, se 

han realizado varios estudios con 11pidos marcados con sondas 

fluorescentes. de EPR y NMR. Estos estudios senalan que el 

colesterol es excluido del anillo lipidico de la ATPasa-ca2+ de 

RS. donde so encuentra preferenteme.nte PC (133,135,1371: 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 asociación del colesterol con el receptor para 

acetilcolina parece ser muy importante. y se ha reportado que 32 

de sus 44 moléculas lipídicas de su anillo son colesterol 

(138,139). Estos estudios indican que algunas proteínas 

integrales de membrana estan rodeadas por una capa de lípidos 

anulares. que son inmóviles en la escala de tiempo de ESR (108/s} 

y de un recambio más lento que el resto de los lípidos de la 

membrana. lo ¡ue da como resulta.do que la composición lip:ldica 

del anillo sea diferente a la del resto de la membrana 

(25,26,132-134). Los llpidos anulares pueden interactuar con las 

proteínas por medio de interacciones de van der Waals. 

interacciones electrostáticas de sus cabezas polares y contactos 

hidrofóbicos (26,37.38). Una función importante del anillo puede 

ser el seleccionar lípidos especlficos y excluir a otros (25.26). 

Por ejemplo. la O-hidroxibutirato deshidrogenasa y la ATPasa-ca2+ 

de RS interacciona preferencialmente con PC. la 5'-nucleotidasa 

con esfingomielina, citocromo c oxidasa con cardiolipina o 

fosfollpidos ácidos. y la glicoforina. la ATPasa-Na+-K+ y la 

rodopsina con fosfollpidos ácidos (25.26,132). 

El hecho de que el colesterol sea excluido del anillo 

lipídico de la ATPasa-ca 2+ de RS. no excluye la posibilidad de 

una interacción directa de este lípido con la ATPasa-CCa 2+ .Mg2+> 

de la membrana plasmática. donde la concentración de colesterol 

es mayor que en el RS. Un estudio previo, realizado en el 

laboratorio. en el que se determinó la unión de calmodulina a la 

ATPasa-(Ca 2+.Mg2 +> localizada en sarcolema cardiaco. demostró que 

la unión de calmodulina esta en función del contenido de 

colesterol. lo que se interpretó como un efecto directo del 
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colestrol en la estructura de la prote1na (69). En este sentido, 

existe la posibilidad de una interacción directa del colesterol 

con la ATPasa-{Ca2+.Mg2+) de sarcolema y la ATPasa-Mg2+ de 

microsomas cardiacos. La interación directa del colesterol con 

estas enzimas, puede provocar cambios estructurales. que a su vez 

se pueden ver reflejados en cambios en su estabilidad o 

sensibilidad térmica. 

Una interpretación adicional de los resultados. puede ser que 

la inclusión de colesterol en las membranas cambie el patrón de 

interacciones entre fosfolipidos y/o entre fosfolipidos y 

prote1na {puentes de hidrógeno. interacciones hidrofóbicas y 

contactos de van der Waalsl (36-38). Asi mismo. la naturaleza 

relativamente plana y rígida de los anillos que conforman al 

colesterol. . puede rigidizar las membranas y dificultar los 

:a.mbios 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 proteína. lo que 

se puede reflejar en cambios en su estabilidad térmica. 

Por otro lado. los resultados obtenidos para la ATPasa­

{Ca2+.Mg2+> de sarcolema cardiaco. senalan que la Km para el ATP 

no se modifica con la adición 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 inclusión de 

colesterol a las membranas. Además. estudios recientes en los que 

se reporta la secuencia de aminóácidos y predicciones de la 

estructura secundaria y terciaria de la ATPasa-(Ca 2+.Mg2+> de 

membrana plasmática. senalan que el sitio de baja afinidad para 
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el ATP esta en el dominio citoplasmico. relativamente alejado de 

la membrana (20-22}. Es probable que la(s) modificacion(e8) 

causadas por el colesterol en la estructura de la enzima. que la 

hacen más estable contra la inactivación térmica. sucedan o se 

den en regiones cercanas a la membrana. Por lo tanto. existe la 

posibilidad de que la organización de la región transmembranal 

sufra los cambios estructurales más importantes. Si se considera 

que dura.'nte 1 1 transporte de calcio, el ion tiene que atravesa:r 

la membrana, es probable que los cambios inducidos por el 

colesterol en la estructura de la prote1na puedan afectar en 

mayor grado esta función, que la actividad ATPasa. Para probar 

esta hipótesis. proximamente se realizarán experimentos de 

inactivación térmica de la actividad de transporte de calcio con 

la enzima reconstitu1da en liposomas de PC y PC/COL. 

No obstante los resultados presentados en este estudio. y los 

obtenidos por otros autores. en relación al efecto protector del 

colesterol contra la inactivación térmica de algunas prote1nas de 

membrana y algunas lineas celulares en cultivo. existen otra 

serie de moléculas y mecanismos que confieren estabilidad térmica 

las prote1nas. El glicerol, que tiene un coeficiente de 

partición 11pido/agua muy bajo. también protege a las prote1nas 

de la desnaturalización por temperatura, no a través de sus 

efectos en la fase 11pidica, si no por contacto directo con las 

regiones polares de la prote1na {95). La incorporación de 6cidos 

grasos de cadena larga y saturados, protegen y estabilizan a 

varias enzimds membranalee contra la inactivación térmica (49). 

La citocromo oxidasa mitocondrial de bovino y de levadura. 

reconstitu!dds en liposomas de dioleil-PC son m6a estables a la 
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desnaturalización térmica. que al ser reconstituidas en liposomas 

de dimiristoil-PC C142-144l. Un resultado similar se obtuvo para 

la banda 3 del eritrocito (145>. 

Estudios realizados con células procariontes. senalan que 

estos organismos son capaces de modificar la composición lipídica 

de sus membranas. para hacer frente a cambios extremos de 

temperatura. Tal vez el caso más representativo lo constituyen 

la.s bacterias terrnófi las. Estos microorganismos tienen un 

contenido elevado de ácidos gra.sos saturados y ramificados. lo 

que aparentemente incrementa la estabilidad de las membranas y 

aumenta la temperatura de fusion de los l1pidos (49.85,1461. La 

cepa silvestre de Baci 11 us sterothermophi 11 us tiene un óptimo de 

crecimiento a 55•c. mientras que una mutante. que es inca.paz d~ 

incrementar la proporción de ácidos grasos de punto de fusión 

elevado. en respuesta a temperaturas elevadas, muestra un óptimo 

de crecimiento a se·c C147). Una conclusión similar se obtuvo en 

un estudio de ~ 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 a 

45•c. Las células cultivadas a 22 y particularmente a s·c tienen 

relaciones mucho más altas de ácidos grasos insaturados/saturados 

y una temperatura baja de transición de fase de los lipidos 

membranales Cgel a liquido-cristalino). en comparación a las 

células cultivadas a 37•c. Las alteraciones en la composición de 

dcidos grasos inducidas por ld temperatura. parecen ser 

necesarias para que este organismo explote su potencial de 

crecimiento a temperaturas altas. aparentemente por evadir una 
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condición "hipertlu1do.". De manera interesante. las células 

cultivadas a 37•c pueden crecer normalmente o s·c. aparentemente 

porque lo tro.nsición de fase lip1dica. determinado. por 

calorimetr1a diferencial de barrido es de 1·c por debajo de la 

temperatura de crecimiento. por lo que la mayoría de los 11pidos 

esta en estado 11quido-cristalino a s·c {148). Resulta.dos 

simi lo.res se han obtenido con diferentes cepas de h QQ.!.i y 

varias espec1es de micoplasmas (para revisión de este temo., ver 

lo ref. 49). 

Lo anterior lleva una pregunta interesante, si los 

organismos procariontes que en general carecen de colesterol son 

capaces de regular eficientemente las propiedades de sus 

membranas, apdrentemente de una manera mas económica. como lo son 

los cambios en los dcidos grasos; entonces lque ventajas 

representa la presencia de colesterol y otros esteroles en las 

membranas de los organismos eucariontes?. Aunque la síntesis de 

colesterol es energéticamente m6s cara que la modificación de las 

c·adenas hidrocarbonadas de los acidos grasos. la presencia del 

colesterol en las membranas constituye un mecanismo altamente 

eficiente para regular las propiedades de las membranas de manera 

"instantanea" y no a través de un mecanismo a mediano y/o a largo 

plazo. como lo es la modificdción y síntesis ~ ~ de 6cidos 

grasos. Por arriba de la transición de fase de los lípido8 

mernbranales. el colesterol rigidiza o estabiliza a las membranas; 

mientras que por debajo de estas temperaturas de transición. la 

presencia del esterol aumenta la fluidez de los lípidos 

membranales. Por esto. se ha considerado que en las membranas el 

colesterol funciona como un amortiguador de loa 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-CCa 2+.Mg 2+>sarcolemal y ATPasa­

Mg2+ microsomal puede estar dado por cambios en las propiedades 

f1sicas de las membranas. a través de un efecto directo del 

esterol en la estructura de las enzimas. o la combinación de 

ambos mecanismos. Sin embargo, es necesario realizar estudios 

exhaustivos para entender el papel del colesterol en la actividad 

y estabilidad térmica de estas enzimas membranales. En relación a 

esto. actualmente se estan realizando en el laboratorio 

experimentos encaminados a demostrar. s1 el efecto del colesterol 

descrito en este estudio es un efecto directo o indirecto sobre 

la estructura de la ATPasa-cca 2+.Mg 2+> de membrana plasmática. 

Para este fin. la enzima ha sido aislada y reconstituida en 

liposomas de composición lipídica conocida. Con este sistema 

experimental se investigran posibles cambios en la estructura de 

la prote1na. en función del contenido de colesterol y de la 

temperatura. Asimismo, se pretende investigar la posibilidad de 

una interacción directa del colesterol con esta enzima. empleando 

para ello colesterol marcado con sondas fluorescentes y/o de EPR. 

Para probar la posibilidad de un mecanismo indirecto. dado por 

cambios en las propiedades f1sicas de las membranas. se 

realizarán experimentos de calorimetría para investigar posibl~s 

cambios en las temperaturas de transión de los liposomas de PC y 

PC/COL. 

Por otro lado, los resultados presentados sugieren que el 

efecto protector del colesterol contra la inactivación o 
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desnaturalización térmica, puede ser una propiedad común de una 

serie de prote1nas membranales. Para probar esta hipótes1s. se 

podrla estudiar el efecto del colesterol en la actividad y 

desnaturalización térmica de diferentes proteínas membranales. 

61 



VI. e o Ne L u s I o N E s 

Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir: 

1. El aumento en el contenido de colesterol en la sarcolema 

cardiaca tiene un efecto inhibitorio en la actividad de la 

ATPasa-cca 2+.Mg2+>. Este efecto inhibitorio se pierde al 

aislar a esta enzima de su membrana nativa y reconstituirla 

en liposomas de PC/COL. 

2. Un incremento en las concentraciones de colesterol en los 

tres sistemas membrana.les estudiados (sarcolema. liposomas y 

microsomas cardiacos). confiere estabilidad térmica a la 

ATPasa-(Ca 2+.Mg 2+> sarcolemal; así como a la ATPasa-Mg 2+ 

microsomal. 

3. La inactivacion. asi como la desnaturalización de la ATPasa­

Mg2+ microsomal se alcanza a temperaturas mayores al 

incrementar el contenido de colesterol en las membranas. 

4. Para la ATPasa-(Ca2+.Mg2+l de sarcolema cardiaco. el 

incremento en el contenido de colesterol de las membranas. 

provoca un aumento en la energ1a de activación necesaria para 

inactivar a la enzima: mientras que para la ATPasa-Mg2+ 

microsomal. la inclusión de colesterol las membranas 

produce una ligera disminución de este parámetro. 

5. Los resultados obtenidos por megio de calorimetr1a diferencial 

de barrido sugieren. que el efecto protector del colesterol 

contra la desnaturalización e inactivación térmica. puede ser 

una caractertstica común de varias prote1nas membranales. 
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CHOLESTEROL EFFECT OH THERHOSTABILITY OF THE (ca2+ ,Hg2+)-ATPase. 

FB.mt: CARDIAC MUSCLE SARCOLDIMA, 

Jaime Mas-Oliva and Juan Santiago-Garcb. 

Instituto de Fiaiolog{a Celular, Depto, de Bioenergética. 
UniV• rsidad Nacional Autónoma de México, Apartado Postal 

70-600, 04510 México, D.F. HEXICO. 

Rcttlvcd January 9, 1990 
Rcttlvcd a!ter revision, March 26, 1990 

SUHHARY. When the cholesterol concentration in Cha sarcolemmal system is 
raised, che (ca2+,Hg2+)-ATPase acctvity acquires an importanc degree of 
thermostability; phenomena that is complecely loat if the experiment 1a 
carried out vtth choleacerol depleted sarcolemma, In Chia system, a gradual 
depletion of sarc:olemmal choleaterol, renders the ATPase rem.ark.ably aenaitive 
to temparature. At different concentrations of ATP, it is found that 
cholesterol afCects the Vm.ax of the (Cal+ ,HgZ+)-ATPaee but not ita Km.. These 
resulta support our earlier auggestion of a direct effect of cholesterol upon 
the enzyme, and opens a possible mode of action of choleacerol on the enzyme, 
It is suggested chat Che inveree relacionship blltween catalysis and thermos­
tability is due to differences in che flexibility of the enzym.e directly 
related to hydrophobicity changes cauaed by choleaterol. 

Although there is general scientific agreement that the leve! of 

cholescerol in mammal!an cellular membranes profoundly influences the 

activity of many properties associated wich those membranes, like for 

instance ~etabolite permeability and enzyme activity (1,2)¡ there are many 

speci&ic instances in che literature of confusion over the extent and even 

the direction of this influence, Nevertheless, ic is well accepted that tbe 

opcimum physiological rate showed by severa! if not all functions carried out 

by the cell membrane, responda to an optimum aasociation with the lipids 

contained in these membranas (J), Therefore, although the function of these 

membranes is E.!E. !.! represented by the properties of che different membrane 

proteins, chis function namely: enzyme activity, ligand binding, metabolice 

Abbreviacions used: Tris, trie (hydroxy-methyl) aminomethane¡ 
Ea, activation energy¡ PC, phosphatidylcholine¡ PE, phosphatidylethanolamine¡ 
SH, sphingomyelin¡ PG, phosphatidylglycerol¡ PS, phoephatidylserine; Te• 
phase transition temperature. 
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transfer, etc.• invariably requires of conformational changea of the proteins 

involved in the apecific mechanislllS, that in turn might be profoundly 

affected by the different membrane l!pida (4-6). Sased in our resulta as well 

as in. the reporta of other groups, it has been propasad that among these 

lipida, cholesterol in particular can be effecttve in the control of the 

expreasion of these conformntional changes (6-10). 

Recent studiea from our laborstory employing natural lipid membranes, 

inveatlgattng the (ca2+ ,Hg2+)-ATPase from cardiac aarcolemma, consistently 

have ahown that thia activity is inversely proportional to the cholesterol 

concentration of the membranea; showing a low ATPase activity with a high 

cholesterol content, and vice versa, a high ATPase t1ctivity vith lov 

concentrations of the lipid (7 ,8), Theue resulta support the concept that for 

each cell membrane, there is a certain optimum physico-chemical 'status' for 

ita lipid componente vith cholesterol in particular. In a collective way, 

this phenomena representa a crucial factor in the regulation of membrane 

function el l). 

Directly related to the concept above mentioned, much interest has been 

acquired by the poasibility that membrana cholcsterol could lnfluence the 

thermal sensitivity of lipids and proteins (l2,1J). Although it is k.nown that 

the properties of cholesterol are not the only factor far membrane 

thermostability, our results suggesting a direct association of cholesterol 

vith the sarcolemmal (ca2+,Hg2+)-ATPase (7,8), together vith the positive 

correlations of thermostability between cholesterol and severa! other protein 

ayatems atudied (12, 13), indica te that cholesterol might carry out an 

im.portant conditioning of the properties of the different membrane proteins, 

reflected on activity changes and thermostability. This study was undertaken 

to explore if the activity changes observed for the sarcolemmal (Ca2+ ,HgZ+)­

ATPaae modulated by cholesterol might be related to the phenomena of 

protection of the enzyme from thermal inactivation, 

MATERlALS AND H.ETHODS 

lncorporation and depletion of cholesterol from isolated cardlac ~· 
The aarcolemm.al preparation vas ieolated from the ventricular muscle of New 
Zealand White rabbits as previously reported (7, 14), Changes in the 
aarcole111111al cholesterol content weru. accomplished by incuhating the veaicles 
in treated human plasma supplemented vlth or vithout cholesterol (Sigma 
Chemical Co., St, Louis, HO) based on the method described by Shinitzky 05) 
H previoualy modified by us (7). The cholesterol leve! ot the differenr 
aarcolemmal fracciona vas determined by meaos o! a colorimatdc asaay kit 
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e11ploying an enzymatic system kit baaed on the oxidation of cholesterol 
(Bo•hringer. Kannheim). 

Therm.al inactivation. Aliquota of control and treated sarcolemmal vesiclea 
depleted or incorporated vith choleaterol, contained in 50 m.'t Trie -malata 
(Sigas) (pH 7.4), vete preincubated in a circulating water bath at different 
temperatures. After the different ti.mea employed had elapaed, the preincuba­
tion vas terminated by diluting the samplea tvo-fold vith the ATPaee aasay 
medium containing no ATP (Sigma), The reaction tubes containing the diluted 
aa11plea vera left at room temperature for 1 min befare the (ca2+,Mg2+)-ATPaae 
activity vas initiated at 37•c vith the addition of the indicated ATP 
concentrationa. All preincubation mixtures contained a mixture of 
atreptomycin/g11ntamycin 100 ug/ml in order to prevent bacteria! growth. 

Huaurem11nt of the earcolemmal (ca2+ ,Mg2+)-ATPue activity. The aarcolemmal 
(Ca2+,Hg2+)-ATPase ectlvity vas assayed for 10 min at 37ºC in an incubation 
11111dium containing 50 mM TriB-malate (pH 7.4), 10 mM MgCl2, 100 uM CaCl2 and 
2 m.H. ATP or different ATP concentro.tions as indicated in severa! specific 
experimenta. In al! inatances, the reaction vas initiated with the addition 
of ATP-Tria (pH 7,4) to give the different final concentratione, and stopped 
wlth trichloroacetic acid to give a final concentratlon of 10%. Al! assays 
were carried out utilizing an average protein concentration of 100 to 200 ug/ 
aaaay point. The protein concentration of the different samplae vas assayed 
folloving the method described by Bradford (16), and the liberation of 
phosphate measured according to the method described by Fiske and Subbarow 
(17). All resgents used were of the highest quality. 

RESULTS 

Followed by the in vitre incorporation procedure, the cholesterol 

concentration of the sarcolemmal vesiclea vas increased from the normal value 

of 52 IJ g cholesterol for the na ti ve membranes, to 216 IJ g cholesterol/mg 

protein; uhereas the depletion assay reduced the concentration of sarcolemmal 

cholesterol to 26 IJg/mg protein. These changes in the sarcolemmal cholesterol 

concentration directly influenced the basal (Ca2+,Mg2+)-ATPase activity at 

the different temperatures tested, in compo.rlson to the activity observad 

in na ti ve sarcolem:mal veaicles (Fig, 1), Figure 1 also showa a typical 

experiment of thennal inactivation of the ATPaae activity when the 

aarcolemmal veaicles containing diffcrent levels of cholesterol 

subj•cted to preincubation at different te1Dperatures 40, 45, 50°C. From 

these experimenta, it is first observed that thermal insctivatlon is a 

function of tilDe and the choleeterol concentration of the membranes; wlth the 

highest inactivation kinetics shown by the cholesterol depleted sarcolemma. 

In contrsst, the highest thermostsbility of the enzyme activity waa obtained 

vith the choleaterol incorporated sarcolemma, Figure 2 shows the inactivation 

plata of the (ca2+ ,Mg2+)-ATPase activity at the three temperatures teated, as 

a function of the time of preincubation for the native, choleaterol depleted 
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Fig. l. Thermostability of (Ca2+,Hg2+)-ATPaae as a funct1on of sarcolemmal 
cholesterol content and heat princubation, Native ( • ) , choleaterol depleted 
( o ) , and choleaterol 1ncorporated ( A ) sarcolemma. 
Representative experiment in a series oí three, 

and cholesterol incorporated sarcolemma. The (ca2+ ,Hg2+)-ATPaue activity was 

expreused as the percentage of the original activity vith respect to the 

control activity obtained from the membranes directly assayed for the ATPaa• 

vith no heat preincubation. From these experiments, it is clearly obaerved 

that the rate of inactivation of the ATPase for the native and the 

cholesterol incorporated sarcolemma are lover than that obtained for the 

choleaterol depleted sarcolemma (Fig, 2). Arrhenius plota shoved that the 

rate of thermal inactivat1on of the ATPase for the native and the cholesterol 

incorporated membranes are lower than the ene obtained when cholesterol 

depleted membranes were used {F1g. 3). The ATPaae activation energies (Ea) 

calculatcd from these plots correspond to 6.58, 8.83 and l3.48 Kcal/mol for 

the cholesterol depleted, native, and cholesterol incorporated membranes 

respectively. This set of resulta suggests that a high cbolesterol concentra­

tion protects the (ca2+ ,ttg2+)-ATPase from heat-induced inactivat!on. 

lnterestingly, vhen the sarcolecimal vesicles containing different 

chohsterol concentrations vere ausayed for their ATPase activity in the 
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Fig. 2. Inactivation of (Ca2+,Hg2+)-ATPase as a function of time of 
preincubation ac 40, 45 and so•c. Cholesterol iocorporated (A), native (B), 
and choleaterol depleted sarcolctlllllS (C). 

presence of different ATP concentrations, 1t was observed that depending 

on the mcmbrane ..:holesterol leve!, only the Vmax vas affected with no 

apparent changas in the Km of the enzyme for ATP (Fig. 4). From the&e plata 

Che calculated Km value corresponda to 0.29 ~ ATP. 

DISCUSSION 

St:veral reporta studying the phenomena of thernostability in eukaryotic 

syacems have suggested similaritiea wlth che phyaical changeB observed 

during the acc::limation to elevated temperatures of prokaryotic membranes 

incorporated with cholesterol (12), In general, if theee membranes that 

normally do not contain sterols are exposcd to elevated temperaturas. an 

increase in membrane permeability is observed; phenomena that can be reversed 

with the introduction of cholesterol to the membrana (12), 
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Fig. 3. Arrhenius plots of the rate of inactivation {ki) for the native 
e • ). cholesterol incorporated ( ó ) • and cholesterol depleted (o ) 
sarcolelltmll. Bars repreaent the standard error of three experimenta. 

An important explanation of thia phenomena has been thought to be 

related to the unfolding of the proteins during thennal inactivation, that 

11.ight result from a decresse in the covalent forces responsible fer 

maintaining their na ti ve conformation (13), Moreover, there is evidence that 

auggesta that vater is involved in the maintenance of noncovalent interac­

tiona in severa! enzyme systems. Based on these observations and the 

proposal that cholescerol mighc reduce bilayer hydracion (IB), Che 

posaibilicy chac che normal arrangemenc of hydrogen bonding becween wncer and 

che differenc phospholipids surrounding Che enzyrne 111ay be disrupted with the 

introduccion of cholescerol to the mixture, can be suggested. There is 

evidence Chat cholesterol, may not auociate with all Hpids in the membrane 

toan equal extent (19). Differential scanning calorimetry studies have shovn 

that in noncryatalh:ing mixtures of PC-PE, PC-SH, SH-PE, PE-PG, and SH-PS, 

the order of preference of cholesterol far the differenc lipids is SH>>PS•PG 

>PC >>PE regardless of whether the p~eferred lipid was the higher or lower 

melcing lipid of the mixture (20,21). The lack. of preference far PE vas 
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Fig. 4. Effect of aarcolemmal cholesterol content on ATP dependance of 
{Ca2+.Mg2+)-ATPaae (insert), Lineweaver-Burk plots Cor native ( • ), 
cholesterol depleted ( o ) , and cholesterol incorporated ( ll ) sarcolemma. 

explained by ita involvement in intermolecular interactions which vould 

require energy to break up. On the other hand, the preference of cholesterol 

far SK over PC vaa explained to the greater hydrogen bonding found betveen 

choleaterol and PC. lt has been auggested that breaking of the inter­

molecular hydrogen banda could be compenaated by the reduction o[ the aurface 

charga density (22), Since cholesterol lowers the Te of PE (22) and SM (23) 

vhile it has no effect on, or rises the Te of PC, suggests that vhen 

choluterol mixu wit.h PE and SH 1t disrupts the intennolecular hydrogen 

bonding. 

This type of obaervationa have had to che deaign of experiments where 

soluble (24,25), as well as membrane-bound enEymea (26,27) have been assayed 

at lov water concencrationa in the presence of organic solventa. Under cheae 

condiciona, che catalytic characteristica ahowed by che different enEyme 
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syatema importantly differ from the ones observad in totally aqueous media 

(28 1 29). Gómez-Puyou and covorkers 1 utilizing the complex F¡ ATPaae have 

found that aa the water content of the syatem is increaaed 1 t.he enz.yme 

acquires a progressive state that is required for catalysis and for 

undergoing rapid thermal denaturation (JO). 

The experimenta reported here, together vith our previous observations 

(7 1 8), suggeSt the posaibility that choleaterol when interacting vith the 

ATPase thro .gh ita boundary lipid (31), might alter the amount of water 

asaociated with the en:Eyme in such a way that the intermolecular hydrogen 

bonding of the protein is altered, and therefore, the protein structure 

modified. Since there vere no changes observed with tbe Km for ATP vhen 

different membrane preparations containing different levels of cholesterol 

were assayed, it can be assumed that there are specific regions on the 

en:Eyme, like the low affinity site for ATP that is not affected by the 

inclusion of cholesterol to the membranes. Based on these experimenta, 

although cholesterol moat probahly interacts directly vith the ATPaae, the 

occupancy of the active site apparently is not affected by the Upid. 

Therefore, the reversible modification caused by cholesterol that render& the 

ATPase resistant to thermal inactivation and ita catalytic activity 

importantly impared, might be carried out through a more general mechaniam; 

probably related to the overall change in the structure of the ATPaae. Thia 

posaibility is consistent vith the hypothesis that a reatriction in the 

freedom of movement of the ATPase that might interfere with the development 

of the confonnational changea observed during the catalytic cycle, vould make 

the enzyme lesa suceptible to thermal inactivation, The resulta preaanted 

hare are also consistent with the existance of a slov exchanga of cholesterol 

between the tightly bound lipid surrounding the enzyme and the bulk lipid of 

the sarcolem.ma, Hor~over, these obaervationa support our original propoaal 

thilt cardiac sarcolellU!la contains a critica! concentration of cholesterol 

that nol'1114lly modulatea the ATPaae through ita boundary lipid. Current 

experimenta in our laboratory employing the purified aarcolemmal (ca2+ ,Hg2+)­

ATPase will help to elucidate the role of hydrogen bonding and water in the 

phenomena of protein thermostability in plasma membranas, apparently 

controlled by cholesterol. 
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