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TABLA DE ABREVIATURAS

R.S.
DMSO*
ATP~-tris

bis-MSB
PIPES
PPO

TCA
EGTA

Arsenazo |11

SDS
TEMED
T8A

BME
NaN
ABS
Pi
1
H
HD
D.o.

cpm

3

chp
mA

rpm

Reticulo Sarcoplasmico

Dimetilsul féxido .
Adenosina 5-trifosfato, sal de tris (hidro=:
ximet ilaminometano). o
p-bis-(o-metilstil) benceno ’
Piperazina-N,N'-bls (2-etansulfonato) disodio.
2,5-Difeniloxazol.

Acido triclorodcetico,

Acido etilen glicol-bis-{B~aminoetileter)- N,N'-
tetra acético.

Acido (2,2'~ (1,3-dihidroxi-3,6-bisulfo- 2,7, --
naftalen)-bis(azo) dibencenarsénico.

Dodecil sulfato de sodio.

N,N,N', N'~tetrametilentilendiamina.

Acio 2~tiobarbitarico,

Z-Mercaptoetanol (2-hidroxietilmercaptoetanol).
Azida de sodio.

Alblmina Sérica Bovina.
Fosfato inorginico
Isotdnico

Hiperténico (en sacarosa)
Hipertdnico mas DMSO (10%)
Densidad dptica

cuentas por minuto
cantidad bastante para
miliAmpers

revoluciones por minuto
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SOLUCLtIONES MEDI O0S Y REACT I VOS

Solucidén de homogenizacién (solucidn "MA')

NaHCO
NaN

3
3

Solucidn salina isotdnica

NaCl

Solucidn para liquido de Centelleo

MF (Mezcla de Fluor)
PPO
bis-MSB

Tolueno

ACM (Mezcla de conteo para |Tquidos acuosos):

Mezcla MF
Tolueno
Arxopal N-100

Soluciones para electroforesis

A: Tampdn de fosfatos (pH 7.2)
SDS
BME
8: Azul de bromofenocl (0.05 % en agua)

Glicerina
BME
Fofatos (0.1 M)

Colorante
Azul de Coomassie

Metanol

Acido Acético

K

Concentraciones

10 mM
5 mM

9.0 %

100 gr.
2 gr.

42 mi.
1 It.
573 ml.

0.1 M
10 %
0 %

3 ul,
1 gota
5 ul.
S0 ul,

2,5 g/l.
50 %
9.2 %



Decolorante : Concentraciones
Acido Acético ‘ 7.5

Metanol S » 5.0..%

De Corrimiento : . ‘ : : .
Tampdn de fosfatos (pH,7.2) = 17' o ' 0.1. M-
$DS BPIE  E , 0.1%

Para conservacidn de geles de Pé]iaéfilé@fda: )
Acido Acético L ) .3'; ”=f - B ' 7.5%

Medios de Reaccidn

ATPasa Total , :
Kcl s , 100 mM.

PIPES 0 10 mM
MgCl, T o 5 mM
CaCI2 . 0.02 mM
pH ' , 6.6

ATPasa Basal

KC1 T 100 mH
PIPES 10 mM
MgClz 5 mM
EGTA : T ' o 1 mM
pH _ 6.6
Ligamen ‘
KC1 : 100 mM
PIPES C 10 mM
MgCl, 5 mM 45
CaCl2 : 0.02mM “Ca
pH " ‘ L 6.6
Captacioén :
Kel - RN 100 mM
PIPES ' ' ' | 10 mM
MgCl, ' 5 mM

L]



Loncentiacii

KZCZOH 'HZO : ; 5 mM
CaCI2 _ - 0.05 mM
pH ' g 6.6

Peroxidacidon total de lipidos:

Tampdn de fosfatos (NaHZPob/NaZHPOh

0.2 M, pH 7.4) ' 60 mM
KC1 _ . 45 mM
Acido ascdrbico * : 0.4 mM
FeSOA * ) 0.02 mM

Medios de conservacién

isotdnico :
Sacarosa ' . 250 ‘mM
PIPES . ' ' B 10 mM
NaN3 ' ) 5 mM
PHE 1 mM
pH 6.6 {(con KOH)

Hipertdénico con sacarosa :

Sacarosa 1 M
PIPES ) 10 mM
NaN3 l 5 mM
BME ) 1 mM

pH 6.6 (con KOH)

Hipertdnico con sacarosa y DMSO :

Sacarosa 1 M

PIPES 10 mh

Nahy A 5 mM

BME 1 mM

DMSO , : 0%

oH . : . ‘ ) 6.6 {con KOH)

Nobee sz de preparacidn-reciente,.



Medios para purificacién de microsomas.

Medio. de conseryaéién HAN Concentracidn
Sacarosa 0,25 M
s 20.0-- mM
80.0 mM
Tris-Malico "1 = 20.0 mM
SMgCl, L o ' o 10.0 mM
Oxalato con K - o " 10.0 mM
ATP . : : . 5.0 mM
Para gradiente
KC1] 0.3 M
Pirofosfato de sodio 0.05 M
Tri-HCl (pH 7.2) 0.1 M
Medios para purificacién de ATPasa de (ca' ', Mg++)
De resuspensidn
Sacarosa 0.25 M
Tris-HC! {pH 8.0) ' 10,0 mM
Medios de suspensidn ''D"
Sacarosa k 0.66 H
Histidina 1.0 mM

Tris-HC! {pH 7.6) : _ 7 50.0 mM
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React ivos: para proteinas S Concentraciones

vipy :'7 ;
Na,CO5 - (en NaOH 0.2N) ' S T

ngu . B . IR s
CuSOh SHZO ‘ 0.5 %
Tartrato de sodio y potasio 1.0 %

vt (mezcla de '"P'' y ''B" para n tubos):

Reactivo ‘P n .. ml.
Agua n ml,
Reactivo ''B" . oL 0h X nmd,

Estandar de proteinas :

ABS e 1 mg/ml;

Reactivos para Fosfatos.

IIFSII .

stou 10 N

lIFMH :

Molibdato amdnico 10 %

A 50 g. de (NHu)6M07)2'4H20, se afiaden aproximadamente 400 ml, de
reactivo ''FS", para evitar la formacidn de pasta, se agita conti=
nuamente y se afora posteriormente a 500 ml. con el mismo reacti-

vVO.

YFFY (Mol ibdato ferroso recientemente preparado)

Reactivo ''FM" 10 ml,
Agua 70 mtl.
Feso, " 7H,0 5 g.

Agua : cbp 100 mi.



R E S U ME N

Se prepararon las vesiculas de Reticulo Sarcopldsmico R.S. cardia-
co de perro y se sometieron a tres temperaturas diferentes: 7 °C- 1 ----
-18 °C- 0.5 y =195.8 °C: suspendidos en tres tipos de medios: isoténico,
hipertdnicec e hlpertonlco con DMSO. .

. e siguid la actividad de la ATPasa de(pa , Mg )y el transporte-
de Ca por el R.S., durante un periodo de 7 a 9 dias desde su prepara -
cidn.

Se determinaron las posibles causas de la pérdida de actividad --
bioldgica, midiéndose la peroxidacién de 1ipidos membranales, liberacidn
de fosfato (Pi), variacidn en la rAamensicidn de proteinas e influencia -
de la velocidad de congelacidn.

La condicidn 6ptima encontrada para la preservacion de la actividad
del R.S. cardiaco, fué la presencia de un medio hiperténico para suspen-
der las vesiculas y el congelamiento de las muestras a la temperatura --
de -195.8 °cC.

Las causas que encontramos para el deterioro de la actividad del--
R.S. cardiaco fueron h
a).~- Formacidn de aldehidos procedentes de la peroxidacién de los -===--

lipidos membranales y
b).- Posible formacidn de cristales de agua que daian la membrana y ----
particuiarmente a la actividad ATP&asica.

Asimismo, se purificaron microsomas de R.S. cardiaco mediante el -
método descrn*g poL+Mac tennan (1970), para posteriormente obtener una -
ATPasa de ’fa ,Hg ) altamente purificada, con la que se provd el ~-----
efecto de loc cationes gnvalentes del grupo 11-A de la tabla periddica;-
en el transzorte de Ca

gPara tal efecto, sec determinaron las constantes de asociacidn del-

Ar 11! con czda uno de los cationes en ensayados en, Qase a lgs cualgi
se gbtuvo Tz serie de seleccién para el Ar [l : Ca > > BRa )
Mg

Los z2ztudions tanto de captacidn como de transporte se realizaron
a 2 pHs distintos 6.6 vy 7.5 . A pH 7.5 la afinidad sitio-catién se ~----

encontrd que es mayor qug a pH 6.6
Exce ; para el Ba el cual se transporta muy lentamente y =-=--~
practicamen<e no precipita como oxalato de Bario, se encontro que el ~--
comportamie-to de los restantes cationes se debia probablemente+g la ==~
foxmacnon gzt comola;o ATP-M , cuya scrie de seleccidn es @ Mg
> sr > Boa y que corresponde a la serie deshidratada de los

cat iones.
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INTRODUCC § 0N

Una caracteristica bien patente de todos los animales, es su -
capacidad de moverse voluntariamente al contraer sus misculos. A ---
principios del siglo I1] A.C. Eristato de la escuela filosdfica de -
Alejandria, fué quien por primera vez reconocib a los misculos como-

los 6rganos de la contraccidn. {35)

Los estudios hechos por Francis Glisson en el siglo XVII| D.C.~
indicaron que las fibras musculares del organismo, poseen la propie
dad especial de la "irritabilidad':; lo que provoca la respuesta a --
los estimulos mediante el fendmeno de contraccidn (Needham 1971). --

Esto fué demostrado experimentalmente por Von Haller en 1936.(15,35)

Actualmente se sabe que las cé&lulas musculares, al igual que -
las neuronas, pueden ser excitadas quimica, eléctrica y mec3nicamen=
te, produciendo un potencial de accidn que es transmitido a lo largo
de la membrana celular. Estas c&lulas, se encuentran adaptadas al -~
acortamiento unidireccional que se verifica durante la contraccidn -

por lo cual, suelen ser alargadas vy fusiformes. (5)

Para que la contraccidén se lleve a cabo, es necesaria la partli
cipacifn de la maquinaria contrdctil, asT como de un mecanismo que =

se actliva por el potencial de accién.

<3,



La ejecucidn de trabajo mecanico no estd limitada en modo alguno al ---
misculo. Casi todas las células contienen filamentos contrictiles y ---
microtibulos que participan en algunas funciones celulares importantes-
tales como :

a).- Organizacién del contenido celular.

b) .- Formacidén del huso y division celular.

c}.- Actividad de cilios y flagelos.

d).- Transporte de material, al interior de las c@lular por endocitosis
La matriz citopl8smica de las células contrictiles se encuentra sumamen
te diferenciada; la mayor parte del citoplasma se encuentra ocupado por
fibrillas contractiles, las cuales en el misculo liso, son homoyérieas y
birrefringentes; mientras que en el misculo cardiaco y esquelé&tico son-
estriadas y poseen zonas obscuras y birrefringentes (anisotrépicas), --

que alternan con otras claras e isotrépicas (5,23).

Por esto, y en base a sus propiedades contrictiles, se pueden diferenciar

tres tipos de células musculares, las cuales son:

a).- Célula de mGsculo esquelético,
b) .- Célula de miisculo cardiaco

c).~ Célula de mdsculo liso.

En genmeral, las caracteristicas funclonales de los diferentes tipos r~~

musculares son las siquientes:

Mdsculo esquelético,

1.~ Se encuentra unido a los huesos del organismo.
2.- Es el responsable del movimiento de ciertas partes del esqueleto,
3,- Carece de conexiones anatdmicas y funcionales entre las fibras ---

individuales,



4,- Se encuentra bajo el control del Sistema Nervioso Somatico.
5.~ No se contrae normalmente en ausencia de estimulos nerviosos,

6,- Tiene estrias transversales bien desarrolladas.

Misculo Cardico.

1.- Se encuentra bajo el control del Sistema Nervioso Autdnomo,

2.~ Posee estrias transversales,

3.,- Se contrae ritmicamente en ausencia de inervacidn externa, debido-
a la presencia en el miocardio, de células marcapaso que descar -
gan espontaneamente.

Misculo Liso,

1.~ Rodea las cavidades huecas del organismo

2.~ No se encuentra bajo un control conciente directo,

3.~ Estd asociado con procesos que regulan el ambiente interno del ~---

organismo.,
L4,- Carece de estrias transversales
5.~ Contiene células marcapaso que descargan irreqularmente,
E] mdsculo esquelético estd constitufdo por haces de fibras largas; cada
fibra puede ser considerada como una sola cdlula multinucleada (de 100~
a 200 nicleos); &sta a su vez, se encuentra rodeada por una membrana --
polarizada electricamente, con una diferencia de potencial de 0,1 volt-
con el interior negativo y el exterior positivo, También se hallan pre-
sentes los organelos tipicos de las cé&lulas, que reciben nombres espe -
ciales; as? la membrana pl3smica de las Fibras musculares se nombra -~
sarcolema, el citoplasma en el sarcoplasma y las mitocondrias se |laman

sarcosomas. {5).
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Gran parte de la célula muscular la ocupan sus elementos contractiles,--
tas miofibrillas, que se encuentran dispuestas en paquetes de haces ----
paralelos al eje de contraccién ., Estas miofibrillas estan bafadas y --
rodeadas por el sarcoplasma, que es el fluido intracelular del mdsculo -
y que contiene elementos solubles; por ejemplo: ATF, Fosfato, Fosfocre--

atina, Glucosa, Sales, etc. (Ver figura 1).

Las miofibrillas constan de prolongadas y finos haces de miofilamentos~-
que se agrupan en forma regular dentro de una unidad estructural denomi-
nada sarcdémero y que se repite cada 2,2 micras en el misculo cardiaco y-

2.5 micras en el misculo esquelético (23) (Ver figura 2).

Tanto en el misculo esquelético como en el cardiaco, los sarcOmeros estan
dispuestos transversalmente, mostrando estriaciones que son caracterfs -
ticas de la célula muscular y que se forman a consecuencia de la super -
posicién de bandas claras o isotrépicas (!) y bandas densds o aniso ----

trépicas. (A).

. . - . - . ,
Las principales caracteristicas del sarcdmero que es la unidad contrac--
til del misculo que se encuentra encerrado entre dos lineas Z, estadn ---

indicadas en la fiqgura 3.
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Figura 1.~ Diferencias morfoldgicas presente en las células estriadas
Célula de midsculo esquelético (arriba) y cédlula de misculo
cardiaco (abajo).

Se observa en ambos casos la presencia de mitocondrias ---
mlofibrillas, Reticulo Sarcopldsmico y sarcotidbulos,

Notese que las células de mdsculo cardiaco tienen tanto =--
mitocondrias como sarcotibulos de mayor tamafo. La disposi
cién del R.S. en ambos es diferente. -
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Figura 2.- Esta representacidn es una parte muy pequefia de una fibri-
11a de misculo esquelé&tico de conejo, Las estrlaciones ob-
servadas en el misculo esquelético y cardiaco, son debidas
a la superposicidn de bandas claras y bandas densas como ~
se aprecia en la figura. (Micrograftfa electrdnica hecha --
por H.E. Huuxley, del University Collage de Londres).

. o ‘ -

v Mediante los estudios realizados por H.E. Huxley y J. Hanson (3)
se ha comprobado que las bandas | corresponden a filamentos delgados -
de 6 nm de didmetro, compuestos por moléculas de Actina,

Esto; filamentos aparecen unidos a ambos lados de una estructura estre
cha y densa que atraviesa la banda | y que se llama l7nea Z.

Las porciones densas de las bandas A, contienen tanto filamentos
delgados (Actina), como filamentos gruesos de 15~17 nm. de diimetro =~-
dispuestos hexagonalmente; éstos Gl1timos, formados por moléculas de --
Miosina. Las moléculas de Miosina se encuentran unidas temporalmente a

las de Actina, mediante unos puentes transversales (Actina-MiosIna), -
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que constituye la Gnica conexién estructural entre ambas,
Los filamentds de Actiha tfenen asociadas dos protefnas que regulan la
constvruéjciirérn,"y'_rf‘up:t'ur‘a:de los puentes transversales; ia Troponina y la
L'rbpczjriﬁn';é;?f-ﬁa‘., (Le’i:f:d;l‘fs"pos‘fs’.?tiéﬂr\ molecular de éstas, es de una molécula de
Tropomnayotrade Ti'c'a‘pi"jmiosina, por. cada siete molécular de Actina -
G. (3\'Ié,r'rfigL71r"a by, |

Filamento Filamento

grueso _ delgado ‘
Monoémeros

de actina

Troponina, con
centro dec union

2
Cabeza de la para ¢} Ca

miosina - Tropomiosina

~

Articulacién

Centro de union

del ATP

— Cola de la miosina

Figura 4.~ Disposicién de las moléculas de Tropomiosina y de Troporina
en los filamentos delgados y su relacién con las cabezasz de
Miosina de los filamentos gruesos. Existe una molécuia de -
Troponina por cada siete mondmeros de Actina G. La estruc-
tura de la Actina F (filamentos) se representa mediante dos
cadenas de cuentas dispuestras helicoidsimente y en las sue-
cada mondmero es una unidad de Actina G {globular).
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Figura 3.- Corte longitudinal de misculo estriado de la pata de una rana
Las principales caracteristicas del sarcémero son las siguien
tes:

La banda | es clara debido a que estda formada por filamentos-
delgados; se encuentra bisecada por una densa linea transver-
sal denominada linea Z. -

La banda A es densa (y por ello obscura), estd formada por la
superposicidn de filamentos gruesos y delgados. La porcién --
central de la banda A, la zona H, es menos densa que el resto
de la banda y esta bisecada por una densa 1fnea transversal,-
la 1Thea M.

El sarcomero que es la unidad longitudinal completa que se --
repite, se extiende desde la linea Z a la siguiente.
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El peso molecular de estas moléculas es : Actina 45,000 daltones,
Miosina 500,000 daltones, Estas moléculas representan el 80% y el 50%-
de.las proteinas del aparato contr3ctil en misculo esquelético y ----~
mdsculo cardiaco respectivamente; ademds, asociada a la Miosina se =--~
encuentra otra proteina : la Proteina C (P.M. 140,000 daltones), mien-
i ﬁrés que la Tropomiosina (P.M. 70,000 daltones) y la Troponina se ---=
hallan asociadas a la Actina. La Troponina estd compuesta a su vez ,-
por tres subunidades : Troponina |, Troponina T y Troponina C (E1 P.M,
‘de cada una es de 18,000 a 35,000 daltones), cuya funcidn especifica -

en el mecanismo gontrdctil estd representada por las siglas : C,1,T.

La Troponina C es fijadora de dos moléculas de calcio y cambia -
de conformacidn durante el proceso contractil; la Troponina | (inhibi-
dora), posee centros de unibdn para la Actina, pero no liga calcio; ---
inhibe la iInteraccién de la Actina con los puentes cruzados de las ca-
bezas de Mlosina; la Troponina T es una subunidad que actla fijando la

Tropomiosina,

Las c&lulas moleculares contienen un retfculo endopl8smico alta-

mente especia]izado,vdenominado Retfculo Sarcopldsmico (R,S.),

E! R.S. en el misculo esquelé&tico, es un sistema de membranas ~-
que se extlende como una red a travds del sarcoplasma, rodemado a las~
mlofibrillas, Este sistema presenta un patrdn tal, que sus zonas ==~-=

tlenen una relacién constante con las bandas del sarcémero,

A la altura de 1a banda A, el R.S., se presenta como tdbulos =~~~
longltudinales que por un lado se anastomosan en la regifn de la banda
H y por otro lado hacia la linea  confluyen ensanchandose en una -~--
estruc@ura‘dencminada cisterna terminal, que almacena la.mayor parte -

del Calclo en condiciones de reposo (5,23).
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Flgura 5.- Se ilustra la disposicién del Retfculo Sarcopldsmico de =--
misculo esquelético, el cual se encuentra rodeando a las --
miofibrillas. Las cisternas terminales se encuentran indica
das mediante flechas. -

Fu€ Anderson y Cedergen en 1959, quienes utilizando la recontruc
cién tridimliensional microscbpica, demostraron que los elementos cen -
trales (en miscuio esquelético), son tdbulos continuos altamente convo
futos. (Ver figura 5). En misculo cardiaco, la disposicifn de tales -~

tdbulos es semejante a la que se presenta en la figura 1,
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En 1969, H.E. Huxley, sugirid que la despolarizacién'de la es --
tructura dencminada Retfculo Sarcopldsmico, podria inducir a la Iiberg

cién del calcio de las cisternas terminales.

En misculo esquelético existen dos cisternas terminales y un ---
tdLulo transverso que se asocia para formar una estructura denominada
triada, mientras que enmisculo cardiaco, las cisternas terminales que
son menos abundantes y mas ﬁequeﬁas que en el mdsculo esquelético, se-
asocian con el tdbulo transverso de tal modo que forman diadas.(Ver =~

figura 1).

Diversos estudios bioquimicos (27,28,30) han revelado la compo-
sfcidén de Ya membrana de! R.S, eséuc!éticc. Los 17pidos constituyen ==
del 30-40%, mientras que el resto 60-70% estd formado por proteinas --
(28).

De ‘los lipidos totales, el B0% est3d formado por fosfolfpidos ~=~
entre los que destacan la fosfatidilcolina (65-73%) y la fosfatidilets
nolamina (12-19%); los cuales, segln reportes de Knoles y colaborado -
res (21,27), son indispensables para la actividad mixima de la ATPasa-
de (Ca++,Mg++); asimismo, se ha encontrado la presencia'de fosfatidilj
nosigol y la fosfatidilserina, cuya proporcidn es mucho menor que las-

anteriores (9 y 12% respectivamente). (27),

las protefnas relacionadas con el transporte o la acumulacidn --
de Ca++ son
a) .- ATPasa de (Ca++.Mg++); dependlente de Mg++ y activada por -
el Ca**. Pasa alrededor de 100,000 daltones y constituye -~
del 80-90% de! total proteico en las membranas microsomaies

(28.30).
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b).- Calsecuestrina; con ur peso molecular de L4, 000 daltones y
una elevada capacidad de fijar Ca' ' (43 nmoles de Ca++/mg—

de proteina). (28,30).

c).~ Protefna de alta afinidad por el calcio; pesa 56,000 dalto
nes y fija Ca++ en una proporcidn de 25 moles/mol, de pro-

teTna (28, 30).

d).- Fosfolamban; proteTna encontrada Gnicamente en misculo car
diaco y cuyo peso es aproximadamente de 22,000 daltones. =
Se cree que juega un papeT modu lador en cuanto a la canti-
dad y velocidad de entrada de Ca++ al interior del R.S, =--
cardiaco (28,30). Los requerimientos del Fosfolamban para-
que se efectue dicha funcién, son la presencia del c-AMP vy

de una proteina cinasa, capaz de fosforilar al Fosfolamban

e).- Proteolipido; proteina de peso molecutar de 12,000 daltones
que se encuentra muy asociada a la membrana y cuyo papel =

se desconoce (26,28,30),

De las anteriores protefnas, la Calsecuestrina vy la de alta ~-
afinidad por el Calcio se encuentran en el lumen del R.S, y se piensa
de acuerdo a los trabajos de Sierra y Holguin (41), que son las =-=-=
responsables de mantener unida a ellas la cantidad de Calcio acumula-

da durante los procesos de relajacidn miocardiaca.

Actualmente se sabe, que la funcidn del R.S5. en las cdlulas =---
musculares, es la de regular la concentracidn y los movimientos de --
Ca++ intracelular. Esta teorfa es apoyada por los trabajos que realli-
zaron Endo Y Col. (1970), en fibras aisladas. Ellos probusleron un ==

mecanismo de liberacidn de Calcio del R.5. al citoplasma, inducido --
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por pequefas elevaciones del Calcio citoplasmico después de la despola
rizacion (8).

C.lL, wi RUSL CLurizie do un sistema de membrana impermeable -
a3l calcio, una bomba de calcio capaz de transportar dicho catidn y por
Gltimo, de la disposicibn morfoldgica intracelular adaptada especifica
mente para la realizacidn del transporte y liberacién de calcio. El --
desarrollo global del mecanismo contrdctil a nivel del R,S, se resume-
de la siguiente manera:

En condiciones de reposo, las células se encuentran relajadas; -
su sarcoplasma se caracteriza por mantener en este estado, elevadas --
rancantraciones de MgATP- , mientras que la concentracién de Ca++ ————
citopldsmico, es menor al requerido para la concentracidn (10_7M).

A nivel microsdpico no se observan puentes transversos entre los
filamentos gruesos y delgados. Cada cabeza de miosina tiene unida una-
molécula de ATP (5,23). En estas condiciones, las cabezas de Miosina,~
no pueden interactuar con la Actina, porque.la Tropomiosina enmascara-
el centro de unidn sobre la actina.

El estimulo para que se efectle la contraccidn del misculo, es -
un impulso elé&ctrico que procede del nervio motor o de la célula mar -
capaso y se extiende rdpidamente por todo el sarcolema, provocando su-
despolarizacidn; misma que es transmitida instantadneamente al interior

de les fibras a través de los tubos T.

La despolarizacidn del sistema T provoca que se transmita una --
sefal (hasta ahora desconocida), al interior del R.$., la cual provoca

- . - . . +4
un aumento en su permeabilidad, permitiendo asi la salida de iones Ca

previamente almacenados en las cisternas del R.S. durante la relaja--

cién anterior. (Ver figura 6).

<3
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Reticulo Sarcoplasmico

[Ca“]=165M, , [Cg'+]=16 M_.

Figura 6.- Mecanismo de contraccidn muscular, Los {ones de calcio ---

(representados pui 105 puntos negros) estan normalmente -~-
?émacenados en las cisternas del Retficulo sarcoplédsmico --
-1).

E1 potencial de accién se propaga a través de los tubos T,
lo que provoca las despolarizacién de ta membrana que da -
lugar a una sefial que hace que se libere el calcio y que =~
los filamentos de Actina se deslicen sobre 195 de Miosina.
La_goncentracién de calcio aumenta desde 10 ° M hasta ----
10 ° M durante este proceso (6-2).

Las lineas Z se aproximan entre st Entonces e! calcio es -~
bombeado hacia el R.,5. y el misculo se relaga. La concen -
traciQ? del calcio cltoplasmdtico es nuevamente del orden-
de 10 M (6-3).

. P + . .
Esta instantdnea descarga de ca’* desde el interior del R,§. ==

aumenta su concentracidn a 10

5

M en el sarcoplasma v desencadena la-

. .z . ++
interaccidn entre los filamentos gruesos y delgados: el Ca se une a

tos centros de unidn de la Troponina € (TnC), lo que da lugar a un ~-

cambio de conformacidn de ésta molécula que mueve a la Tropomiosina -

descubriendo de este modo el centro de unién de la Actina y permitién
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do que se combine con la cabeza de miosina.

Las cabezas de Miosina cambian ahora su conformacidn y liberan --
la energia del complejo MgATP—, con lo que el puente transversal altera
su relacidn angular con el eje del filamento gruesc y provoca finalmen-
te el deslizamiento del filamento delgado a lo largo del grueso., Por ==
cada puente transversal se hidrolizan dos moléculas de ATP.(Ver figura-

4).

Cuando los impulsos neuromotores cesan, el sarcolema recupera su-
permeabilidad inicial y se repolariza. Igualmente, e}l R.S. vuelve a su-
estado inicial.

El mecanismo por el cual el R.S. promueve lsz relajacidn, ha sido-
propuesto por varios autores (2,8,18,19,25,37,42,46), La secuencia ----
cindtica que se ha propuesto es la siguiente:

El proceso a nivel membranal se inicla cuando se unen dos Ca++ -
por la parte externa y el complejo ATP-Mg_, el cual es el verdadero ---
wdsitalo, a la enzima ATPasa de (Ca++,Mg++) que posee en estas condicio
nes gran afinidad por el calcio, del orden de 0,2 a 2 mM {Ver figura 7,
Ecl). Posteriormente, se verifica la fosforilacidn de la enzima, el ---
fosfato queda unido al carboxilo libre de un &cido asp3rtico, formando-
un enlace de tipo anhidrico mixto., que es de alta energfa y el cual se-

simboliza como E~~P {Figura 7,.Ec.2),

Cuando 1a enzima ya estd fosforilada, sufre un cambio de conforma
2 = . A+t
cidn, formdndose e! compuesto E'~~P, cuya afinidad por el Ca es del-
++ . . . . .

orden de mM, con lo cual, el Ca unido se libera hacia el interior del
R.S. (Figura 7, Ec.3),

Las dltimas etapas de reaccidn corresponden a la hidrdlisis d:
enzima tosforilada v finalmenve, al camts. conformacional de 1a enzima-

a su estado injcial (Fiqura 7 Fc. & & 7
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2+
ZCao

E+l'M
iP=-Mg
ﬁ“},
)

2Ca E-ATP-Mg

INTERIOR
Pi DEL ® ADPH&;’
R. S.
EUP e 2Ca E~P
2Ca.
HE ® %in, ©)

EXTERIOR DEL RS.

Figura 7.- Mecanismo de relajacidén a nivel muscular, promovido por el -
R.S.. Las diterentes etapas del proceso se sefialan mediante-
nimeros, mientras que las flechas bidireccionales indican la
reversiEllidad de la reacciones, La reaccidon energética es -
de 2 Ca” por cada ATP hidrolizado.

Cuando se aisla R.S, cardiaco mediante homogenizacidn y centrifu
gacién diferencial, éste se obtlene en forma de vesfculas membranales,
las cuales, debido a factores aln no comprendidos, van perdiendo por -
envejeclmiento, su capacidad de tigar y liberar Ca++ en un lapso muy -
corto de tiempo, lo que dificulta el estudio de las propiedades de ---

tales vesiculas,
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El R.S5, cardiaco ha sido estudiado en menor grado que el de tipo-
esquelético, probablemente por el inconveniente antes sefialado; asi -=-
como por el bajo rendimiento obtenido comparado con el de R.,S. esquelé-

tico el cual, tiene ademis una elevada actividad ATP3sica, (18,41).

Teniendo como antecedentes los estudios hechos por Ebashi y -----
Lipmann (1962), que describen en su trabajo micrograffas de vesfculas -
de R.S. de midsculo esquelé&tico envejecidas, con la membrana frecuente -

mente discontinua. (7).

Weber y colaboradores (1963), reportan que en soluciones de KC} -
129 mM, Histidina 1 mM (pH 6.5) y altas concentraciones de proteina, --
los microsomas de mdsculo esquelético son activos aidn despuds de una --
semana de preparados y almacenados a 4 °C. También Meissner y Fleicher=
(1971) mantienen sus preparaciones microsomales de R.S. esquelético.por
algunos meses, en sacarosa 0.3 M, Hepes 2,5 mM (pH 7.4}, 10-20 ng. de -
proteina/ml.; congelados por medio de nltrééeno liquido y almacenado a-

=70 °¢ (33}.

Herbest y Deamer, hacen un estudio de la actividad de 1a ATPasa -
++ 4 - 5
de (Ca ,Mg ) preservando sus vesiculas de R.S, esguelético, a tempera

turas de nitrdgeno lfquido (17).

Se ha observado que temperaturas bajas y congelamiento ripido, -
preservan ¢! R.S. esquelético (17,18,41,33), y que soluclones hiperténi

cas preservan las propiedades de la membrana de! R,S. esquelético,.

Los resultados de las investigaciones sobre el R.S, cardiaco en -

solucidn hipertdnica encontrados en el laboratorio donde se realizd el-
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presente trabajo, nos planted ia posibilidad de encontrar condicinnes -
Gptimas bajo las cuales el R,S, cardiaco pueda mantener su actividad --
bioldgica durante un periodo de varios dias, con el fin de poder reali-
zar estudios cuantitativos reproducibles de la actividad de la ATPasa -
dependiente de Ca++ y del transporte de este catidén por el R,S, ~-------

cardlaco.
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MATEREFIAL Y METODOS

- . - l
Preparacidn del Reticulo Sarcoplasmico cardraco: (12},

Se obtiene el corazdn de un perro callejero de aproximadamente-

15 a 20 Kg. de peso.

El misculo disecado se deposita en solucidn salina isoténica -~

NaCl 0.9 %, previamente enfriada en hielo.

Se limplan los ventriculos de la mayor parte de tejido adiposo-

y conectivo.

Se corta el misculo en trozos pequefios y se enjuaga con solucién
salina isotdénica, fria.

Se elimina toda la solucidén y se pesan los trozos de misculo --
cardiaco, Todas las operaciones se hacen en frio (5-8 °C)., El tejido-
as7 obtenido, se homogeniza en 4 ml., por 1 g. de tejido, de solucidn-
de homogenizacidon ‘YA'', utilizando una 1icQadora de dos velocidades ~
con un vaso de vidrio. La velocidad y tiempo de homogenizacién es de-

15 segundos totales a velocidad lenta y 1 segundo por cada gramo de -~

tejido, a velocidad r3pida.

E1 homogeneado se centrifuga a 3000 x g durante 20 minutos en r
una centrifuges tipo Sorvall con rotor modelo 55-34%, En este paso se ~
el iminan en el precipitado restos de ndcleo, miofilamentos, tejido -~

conectivo y restos celulares,
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Se separa el sobrenadante y éste es centrifugado a 9000 x g. -
durante 20 minutos. En este paso se eliminan en el precipitado las -

mitocondrias.

El sobrenadante obtenido se separa por decantacidn y se mide su

volumen.

Al volumen del sobrenadante se le agrega la cantidad necesaria-
de KC1 sélido para que la solucién sea 0.6 M final, con el objeto de-
solubilizar las miofibriilas contaminantes. Esta operacién se realiza
agitando suavemente y en frio aproximadamente 10 minutos, hasta lograr

la completa solubilizacidn de la sal.

La solucién se cetrifuga nuevamente a 40,000 x g. durante 60 -~
minutos, después de Ios”cualés el sobrenadante obtenido se elimina y-
el precipitado se resuspende en un volumen no mayor de 5 ml. de medio
de conservacién isotdOnico y se homogeniza suavemente a mano, para ---
evitar la ruptura de las visiculas de .R.S., en un homogenizador ===~

yidrio- teflén.

El homogenado se lleva a un volumen de aproximadamente 30 ml, -
«con el mismo medlo de conservacidn anterlor y nuevamente se centr|fu-

ga a 40,000 x 6 durante 60 minutos.

Se elimina el sobrenadante por succidn, con fa ayuda de una =---
pipeta Pasteur y una bomba de vacTo. El preclipitado se resuspende en-
el medio de conservacién elegido y se homogeniza como se menciond -=--

anteriormente.
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Preparacién modificadadel Reticulo Sarcoplasmatico Cardiaca. (41).

Para ia determlnacién de pergxidééléh de 17pidos membranales ---
electrofores{s de proteinas y determinacién de fosfato membranal libre
se utilizaron vesiculas de R.S. cardiaco purificadas; las cuales -----
fueron tratadas en forma especial con Sacarosa, para disminuir la ==~-
contaminacidén por Sarcolema. El procedimiento fué el siguiente:

Una vez obtenido el corazbn de perro, limpio y cortado, se pesa-
y se meécla con cuaéro veces en volGmen de solucidn de homgenizacién -

por peso de tejido cardiaco.

Se muele 15 segundos a velocidad lenta en una licuadora de dos -

veloc idades y un segundo por cada gramo de tejido, a velocidad réplda,

Se centrifuga a 2611 x g. durante 10 minutos, utilizando un ==--

rotor modelo GSA, y posteriormente a 9179 x g. durante otros 10 minu

tos, sin dete~: ' _ontrifugecidn,

Se mide el voliimen del sobrenadante y se le agrega la cantidad -
necesaria de Sacarosa sdlida (Sigma o Baker)#*, para hacer la solucidn-
0.25 M (985.577 mg/ml.). Se disuelve la Sacarosa por agitacidn suave y
realizando la operacién en frio (aproximadamente 4 °C) a la mayor --

brevedad posible.

Se centrifuga a 41,280 X g., durante una hora., y e! precipitado-
se resuyspende en un volumer aproximado de 40 m!. de medio de conserva-

cidn isotdnico. agregando posteriormente, cloruro de potasio ~--z----

'+ wacarnsa proacedente do ~erae Taheratarios no tienen impurezas que

afecten la actividad de la preparacifn de R.S.
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(KC1) s&lido, en cantidad suficiente para llegar a una concentracién-

final de 0.6 M (44,73 mg/ml).

Se centrifuga a 41,280 x g. durante 60 minutos mis. E! sobrena-
dante se elimina y el precipitado se resuspende en cada uno de los --

med ios de conservacidn elejidos.

Cada muestra se homogeniza como en los casos anteriores,

Determinacidn de la Actividad del R.S. cardlaco.

ATPasa Total.

En un tubo de ensayo se colocan 0.8 ml. de medio de reaccidn =~-

para ATPasa Total y se le adicionan 0.08 ml. de agua bidestilada.

Se coloca la mezcla en el bafio de agua tipo Tecan con regulador

térmico modelo Poliscience a 37 °C durante 2 minutos.

Se agrega 0.02 ml. de R.S. que contienen 1.24 mg. de protefna/m!
a la mezcla anterior, para llegar a una concentracidn final de aprox-
imadamente 0.025 mg. de proteina/ml. de medio de reaccidn. Se deja ~-
incubar durante un minuto y se le afade 0.1 ml. de ATP-Tris 20 mM, -
con agitacién y permitiéndo que la reaccidn transcurra durante 2 miny

tos a 37 °C.
La reaccidn se detiene por adicidon de 1 m!. de TCA al 10%, pre-

viamente colocado en un bafio de hielo.

El tubo de reaccion es enfriado inmediatamente en un bafo de --

hielo, para evitar que la reaccidn continue,
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Sse centrifuga a 5,000 rpm, durante 2-3 minutos, en .una centrf -
fuga tipo internacional Clinical Centrifuge.
-2

De la mezcla anterior, se toma una alfcuota de 1 ml.'y“éefprocg

de a la cuantificacién de fosfatos (ver mis adelante),

Se hace un blanco de reactivos y la curva esténdar para cada -~

determinacidn. Las determinaciénes se realizan por duplicado.

ATP Basal,

Se procede de ia misma manera que en la ATPasa Total, salvo que
se utiliza Medio de reaccidn de ATPasa Basal que no contiene catt y -
édemés, un agente quelante de cationes divalentes.

ATPasa de (Ca++,Mg++)

Esta se determina por diferencia entre &} valor obtenido para =~

la ATPasa Total y el correspondiente de ATPasa Basal (sin catty.

Captacion de catt.

Esta determinacidn se realiza en un espectrofotdmetro tipo =---
Beckman Mod. 25, equipado con un graficader a una longitud de onda de
675 nm y a una temperatura de 37 °C. (Ver figura B).

En una celda de vidrio de 3 ml. de capacidad, se colocén 1,6 ml
de medio de captacién, 0.165 ml. de agua bidestilada y se deja calen-
tar en el interior del espectrofotémetro a 37 °C, durante unos 5 ----

minutos.

Se afiaden 0.03 ml. de Arsenazo l1l 3.5 aM., se agita en el ~-----
interior de la celda y se registra inmediatamente la densidad dptica-

en el graficador., (Figura 8-a).
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Figura 8.- Representacidn gréif:a de 1a velocidad con que el R.S. ---
cardlaco capta Ca . El andlisis espectrofotométrico se -
realizd a 675 nm y 37 °C, utilizando el indicador metalo -
crémico, Arsengzo 111 (39), el cual forma un complejo colo
rido con el Ca . La indicacion de los diferentes puntos-
corresponde a la adicién de los reactivos : a). Adicién de
Arsenazo 111; b). Adicién de R,S.; ¢c). Adicidn de ATP-Tris
20 mM; d), Desaparicidn del Ca presente gn el medio de -
reacciln y e). Adlci8n de 50 nmoles de Ca -

Las pendientes originadas por la desaparicién dei Ca indi-
can la velocidad con que éste catidn es captado por el R.S
cardiaco.
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Al medio anterior se le adiciona 0.01 mi. de R.S, que contiene -
1.24 mg. de proteina/ml., se agita y se registra nuevamente.el Qalor -

de la D.0.. La concentracidén final de proteinas-es detO.QiZh/mgljde -

proteina/ml. de medlo de reaccidn (Fig. 8-b).

Se agregan 0.2 ml. de ATP-Tris 20 mM y se registra la velocidad-
de reaccidn en el graficador. Cuando se vea que todo el calcio presen-
te en el medio de reaccién ha desaparecido {Lo cual se observa por =-
ausencia de cambioc en la lectura de D.0.). se anota esta lectura (Fig-
ura 8-c,d) y en ese momento, se afaden ripidamente 0.010 mi. de Ca++ -
10 mM. Se agita la mezcla y se registra en el graficador, tomando =----
nuevamente la lectura de D.0. correspondiente a la adicidn de las 50--
nmolas de Ca++ que sirven de calibracidn interna.*

Ligamen de Ca++.

A) .~ Cuentas de¢ catcio filtrado:

En un tubo de ensayo de 16 x 100, se colocan 0,800 miy dér Medio
de Ligamen (con qSCa), 0.080 ml. de agua bidestilada y désfonizéda y -
se coloca la mezcla anterior en un bafio de agua a 37 °C durante aproxi
madamente 2 minutos.

Se le agregan 0,020 mi. de R.,S. que contiene 1,24 mg., de ---~--
proteina/ml. y se deja incubar a 37 °C, durante 1 minuto, La concentra
cidn final de protefna es de 0.025 mg de proteinas/ml. de medio de ---
reaccidn.

La reaccitén se inicia por la adicion de 0.1 ml, de ATP~Tris ~---
20 mM. A los dos minutos de iniciada la reaccién, se toma un volumen -

de 0.7 ml, del medio reaccionante y se filtra al vaclo sobre filtros -

* La calibracidn en ausencia de ATP o de R.S. dd valores semejantes.
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Millipore HA con poro de 0.45 micras dé:diéme:ro; ﬁg}li?andé,parélel]o-

una bomba de vacto.

bel filtrado anterior'séjtbmé%hnfyéiﬁméh'de;O.Z'%i:(y'se,cﬁioca -
en un vial de conteo, al cual se {e’hé adigfénéda.breviaﬁente 6;3 ml. -
de EGTA 0.5 mM.

Se le afaden 5 ml. de 1Tquldo ACM y se determinan las cpm. en un-

contador de centelleo tipo Scintillation System Mod, 6847, Marck 11.

B) .- Cuentas de calclo total

Del liquido no filtrado, se toma un volumen de 0.2 ml. y se pasa~
a un vial, procediendo como en el caso anterior.

Se corre un testigo en las mismas condiclones pero substituyendo-
el ATP-Tris 20 mM, por agua.

A todas las cuentas se le resta el valor de un blanco (cuentas --
debidas a un vial de muestra),

Las nmoles de (:a++ ligado por el R,S, cardiaco, se calculan media

nte la siguiente expresidn:

nmoles de Ca®** ligado/mg, de prutcina/minuto: Donde :

Ca.= Calcio Total

(Ctas. de CaF)x nmoles de Cag T
CaL= Calcio Ligado
Ctas.de CaT L\ Ctas, .de CaT /J caF= Calcio Filtrado

mgs. de protefna x tiempo de reaccidn.
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peterminacidn de proteinas segln Folin-Lowry (24).

Se toma un volumen de proteinas que no exceda de 50 pg, de pro-

tefna total y se le agregan 2 ml. de reactivo C.

Se deja reposar la mezcla durante 10 mfnutos como mTnimo, a ===~
temperatura ambiente; después de lo cual, se afiade 0.1 ml. de reactivo
de Folin-Ciocalteu cuyo volumen es el necesario para neutralizar los -

2 ml, de reactivo C.
Se ajusta con agua a un volimen final de 2.5 ml.

Realizar una curva patrdn con el estandar de protefnas, utilizan
do volumenes comprendidos entre 0~50 ul. de ABS 1 mg/ml. Se lleva a -
un volumen final de 2.5 ml. con agua desionizada después de agregados=

los reactivos., Se deja reposar 30 minutos.

Se determina la D.0, en un fotocolorTmetro tipo Klett~Sumerson -

con filtro rojo o bien, en un espectrofotdmetro a 750 nm.

Determinacidn de Fosfato., M&todo de Taussky y Shorr (48).

A 1 ml. de muestra se le agregan 2 ml. del reactive FF.

Se prepara una curva patrdn con solucidn de KH?POQ 5 mM en TCA-
al 0.5 4. con una cantidad final de Pi que quede comprendida entre

0-- 500 nmoles:

n mol {Pi) ml. (P} mi. (H20)
0. 00 0,00 1.00
125 00 1,025 0 975
250G (O N 050 0.950
378 e t. 075 0.925

500, 0 a.100 o900
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Finalmente, se lee la concentracidn de Pl resultante, utilizando
un fotocolorimetro con filtro rojo, o biegn en un espectrofotémetro a ~

660 nm. de longitud de onda.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en §$.D.S, (53).

A.~ Preparacidn de geles al 7.5 %

Las soluciones se mezclan en el orden siguiente (volumen para 11

geles de 2.0 ml./gel):

Tampdn de fosfatos 0.2 M con SDS al 0.2 % 12,5 ml
Acrilamida 40 % 4,69 ml
Bisacrilamida 2 2 2.54 ml
Agua 4.0 m)
Persulfato aménico (15 mg/ml.) 1.25 m)
TEMED 0.025 ml!

Una vez realizada la mezcla, el proceso de geliflcacién es répido
{entre 20-30 minutos) Inmediatamente después de preparada, se afade en
tubos de vidrio de 0.6 x 10 cm. y se depositan varfas gotas de agua en-

ta superficie .

Cuando los geles se han formado, se someten a preelectroforesis -
durante 30 minutos a 4 mA/qe!, en la solucién de corrimiento. Cuando se
termina 1a pre-elecrroforesis, los geles ectfn listos para recibir la -

muestra de proteinas.
B.: Electroturesis Preparacifin y corrimiento de la muestra proteica.

A cada muesira de proteinas ‘i NY ml cop aproximadamente 1 mg/ml}

se afladen 0 N1 ml  de solucrén A de electruforesis
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La mezcla se somete de 1-2 minutos a la temperatura de ebullicidn
en un bafio marfa y se afaden 50 ul. de soluci6n ''B'" de electroforesis

v se coloca sobre su gel respectivo,

La electroforesis se inicia corriendo a 4 mA/gel hasta la penetra
cidén de las muestras (aproximadamente 60 minutos).Luego se corre a --+-
8 mA/gel., la migracion del frente del colorante hasta cerca del otro -
extremo del gel dura aproximadamente 10 horas : el corrimiento se detie
ne y los geles se sacan inyectando agua entre el gel y la pared del ---

tubo de vidrio.

Los geles se tiiien durante 12 horas en solucidn de coloracidn. El
exceso de colorante se elimina de los geles durante 2 dias por difusién

en solucidn decolorante.

Finalmente, los geles con las bandas protéicas coloreadas se --=-

mantienen en la solucidn de conservacién.

Peroxidacidn de Lipidos Membranales. (40),

Se toma 0.1 de muestra de R.S. y se adiciona 0.1 m!. de TCA al --
10% , se mezcla perfectamente y se centrifuga a 5,00C rpm durante 5 ---
minulos. e (oma une aliguota de Q0,1 mi, y »e diluye con 0 % ml. de ---

aqua destilada, adicionadndole ensequida 0.5 ml. de TBA al n.67 4.

Las muestras asi Lratadas se ponen en un bado maria a ebullicidn-
durante 10 minutos Para evitar la evaporacidr del solvenie se tapa ‘a-
hoca det! 1ubo con una canica de vidrio.

Se deja enfriar las nuestras y se leen er un espectrofotdmetro a-
543 nm de sonqitud de onda. La determinacidén se hace por duplicado y se
correr los testigos correspondientes utilizande 'os medi- - de conserv::

cidn excentos ‘e RS



Para evaluar el % de peroxidacidén membranal, se realiza un control con-
acido Asclrbico y Fes0, , que corresponde a la peroxidacidn total del-
R.S. correspondiente (100 % de peroxidacién), El control de realiza de

1a siguiente manera

A una muestra de R.S. que corresponde a 0.5 mg. de protefna, se~
le adicionan 0.774 ml. del medio de peroxidacién total de lipidos y se
- ajusta con agua destilada hasta un volumen final de 2.0 m)., dejando -

reaccionar la mezcla durante una hora a 37 °C.

La reaccidn se detiene con 0.2 ml., de TCA al 50 % y una vez ----

vii. .uda, se centrifuga a 5,000 rpm durante 5 minutos.

Se toma una alfcuta de 0.25 ml. de 0.5 ml.. La alfcuota menor se

diluye hasta 0.5 m!. con agua destilada,

A las alicuotas anteriores se les afiade 0.5 ml. de TBA al 0.67 %

(pH 6,6 con NaOH).

Para la elaboracibn de los testigos de peroxidaci8n, se toman --
0.77% m). de medic para peroxidacibn total! de 1Tpldos, y se le agrega -
un volumen de medio de conservacidn igual al volumen de la muestra de-
R.S5. empleado, }levando después a un volumen fina)l de 2 mi. con agqua ~-

desti lada.

Se sigue el misme, procedimiento que en la determinacibn antes -~
descrita y al final, se resta en cada paso el testigo que corresponda-

» i1a alicuots tomada.



RESULTADOS

Determinacidn de la Actividad del R.S. Cardiaco

Actividad ATPasica.

Se prepararon vesfculas de R.S. cardiaco segin el método de -----
Harigaya y Schwartz (1968). Una vez obtenidas, se suspendieron en tres-
tipos de medios de conservacién: Medio isoténico} medio hiperténico y -
medio hipertdnico con DMSO. Cada una de las preparaciones de R.S. sus--
pendidas en los medios anteriores, se mantuvieron @ las siguientes ----
temperaturas: ~195.8 °C, -18 "C't 0.5y 7 oct 1.

va o «...dad ATP3sica de las diversas preparaciones fué sequida-
en funcidn del tiempo de envejecimiento, durante un perfodo de 7 a 9 --
dias; encontrdndo que a -195.8 °C, (Ver figura 9) existe una ptima con
servacidn de las vesfculas de R.S. aisladas de mdsculo cardiaco, La ac-
tividad ATP3sica no disminuyd durante el tiempo probade, sin embargo,
sT se observd un ligero incremento de actividad para cualquiera de los-
tres medios de suspensidn que se probaron; concordando estos resultados
con lo reportado por Meissner y Fleischer para R,5. de misculo esquelé-
tico (33), asi romo con los trabajos de Herbest y Deamer, tamblén rea -

lizados en mdsculo esquelético (17).

La figura 9-C muestra ademds, qgue en el medio hipertdénico con ---
DMSO (HD), la actividad enzimitica es ligeramente mayor que en elimedio
isotdnico (1) e hipertdnico (H); esto parece indicar que la presencia -
del DMSO en el medio, ejerce un ligero efecto '""protector' de la activi-

dad ATP3sica.

~h
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Efecto de la temperatura de conservacidn (-195.,8 °C) y del
medio de suspggsiég4 sobre la actividad especifica de la--
ATPasa de (Ca ,Mg ) de R.$. cardiaco. Las vesfculas se -
conservaron en medio isoténico (4), medio hiperténico y --
(B) medio hiperténico con DHMSO. Se midicd la actividad de-
la ATPasa Total {(-0~) vy la actividad de la ATPasa Basal --
(-4-). La diferenci$+ent¥$ estas actividades constituye la
de la ATPasa de (Ca ,Mg ). Observese en todos los casos,
el incremento de la ATPasa de Ca (-~+--).
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A la temperatura de -18 oct 0.5, los valotesfdé Ia;acciyfdaﬁ wm-

ATPssica, decrecen en funcién del tiempo‘(Véf{Figqr

u moles de Pi/mg de Prot/min

0jo

1 1 1 - i L i . 'S 1 - )
o] 1 2 3 4 5 (53 7 8 =}
Dias

. . +
Figqura 10.- I'fecto de 1a temperatura de congelacioén a 1R °C- 0,5 y de-
los medios de conse_§¥aci6n+ sobre la actividad especifica -

de la ATPasa de (Ca , Mg ), de R.S. cardiaco, La ATPasa -
Toii‘ y+la Basal disminuyen rdpidamente, mientras que la de
Ca ",Mg , permanece casi constante pero con valores bajos-

en comparacidn a las fiquras 9 vy 11, El R.S. fué suspendido
en: (A) medio isoténicu, (B) medio hipertdnico y (€) medio-
hiperténico con DMSO.
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(-0-1+ATPa§i Total; (-A-) ATPasa Basal; (--+--) ATPasa de--
(Ca ", Mg ).

Esta p8rdida de actividad se observa el dia 1 de la preparacidén --
de las vesiculas, la cual, para la ATPasa Total, disminuye desde valores
de 1.1-1.4, hasta valores de 0.5 umol de Pi/mg. de proteina/minuto -----

. . ++ .
aprox imadamente; mientras que la ATPasa de (Ca ,Mg ) permanece practi-
camente constante, con un valor medio de 0.k gmol de Pi/mg. de proteina/
minuto. La ATPasa Basal disminuye su actividad al dia 1 y se mantiene en

los dias sucesivos a un nivel casi constante,

Los datos de actividad ATPasica encontrados a la temperatura de -~

7 oct 1, son representades en la figura 11.

Para el medio 1 (figura 11-A), se nota una mayor pérdida de activi
dad con respecto a los casos anteriores e incluso, con respecto a los =--
medios hipertdnicos a 7 °ct 1. La actividad de la ATPasa Total disminuye
aproximadamente desde valores que van de 1.1 hasta 0.4 u mol de Pi/mg. -
de proteina/minuto, durante los 7 dfas de experimentacidn, por otra parte,

++ .+ L L2
la ATPasa de (Ca ,Mg ) disminuye también sus valores desde 0.8 hasta -

0.2 umol de Pi/mg. de proteina/minuto.

En el medio H, (figura 11-B), la actividad enzimdtica varia poco, -

Para la ATPasa Total, el cambio es de aproximadamente 0.2 wmol! de Pi/mg.

4+

. . . +4 -
de proteina/minuto, mientras que la ATPasa de (Ca ,Mg ) solo varfa en-

0.1 pmol de Pi/mg. de proteina/minuto, mostrando ligeras fluctuvaciones.
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para el Medio HD (Figura 11-C}, se observa una tendencia a mantener los

Ao moles de Pi/mg de Prot/min

| - 1. —Li
o) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 11.- Efecto de la temperatura de conseyvacién de las vesfculas --
de R.S5. cardiaco mantenido a 7 °C-1 y suspendidas en: (A} --
medio isotdnico; (B) medio hiperténico y (C) medic hiperténi-
co con DMSO. Ndtese que en el medio isoténico (A), la acti -
vidad ATPisica se va perdiendo mias rapidamente, mientras --
que en el medio hipertdnice con DMSO {C) practicamente no s&
altera. La actividad ATP3sica se represen£§ : APasa Total -
(-0-); NTPasa Basal (-8-) vy ATPasa de {(Ca Mg ) (--+-
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valores de actividad de la ATPasa Total; mientras que los de la ATPasa -
de (Ca++,Mg++) tienden a incrementarse a 0.2 pmol de Pi/mg. de Proteina-

/minuto.

Observamos para la ATPasa de (Ca++,Mg++) una brusca disminucién de
la actividad al dia 2 y 3, probablemente debido a fluctuaciones en las -

medidas.

La ATPasa Basal no se vid afectada ni por la temperatura de alma--
cenamiento, ni por la tonicidad del medio en que fueron suspendidas las-

vesiculas de R.S. durante todo el tiempo de experimentacidn.

Al comparar los resultados encontrados a -195.8 °C y -18 °ct 0.5 -
(figuras 9 y 10), notames un comportamiento diferente en ambos, a pesar-
de tratarse en los dos casos, de temperaturas de congelacidn; esto pare-
ce indicar que las diferencias halladas obedecen a cambios fisicos y ~--
quTmicos en las vesfculas y/o en el agua, debidas a velocidades de con--

gelamiento diferentes y al nivel té&rmico que se alcanza en ambos casos.

Captacidn de ca'™,

Como se observa en la figura 12, la velocidad con gque las vesicu--
las de R.S. cardiaco transportan calcio, no sufre cambios drdsticos con-
respect~ al tiempo de envejecimiento, cuando son conservados en nitrdge-

no 1fquido (-195.8 °c, figura 12-A).

En la figura 12-A se observa que el R.S. mantenido en medio | y en
N, ITquido, aumenta la velocidad de captaclén desde 55 nmoles del d7a 0,
hasta 85 n moles/mg. de protefna/minuto al dia 3 y se estabiliza ulteri-

ormente.
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n moles de Ca**/mg de Prot /min
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-

Figura 12.~ Efecto de la tempe;gtura de conservacién sobre la velocidad-

de captacidn de Ca

por el R.S, cardiaco (a) Conservacién -

a -195.8 +C; (B) Conservacién a -18 °C- 0.5; (C) Conservaci-

on a 7 °c~ 1.
la siguiente forma
hiperténico; (-6-)

la excelente capacidad de captar Ca

Los med ios de suspensidn se renracentarnn de -

(-4-) medio isotdnico;

\-t-, medio ----

medio hlperténigg con DMSO. Obsérvese --

que seé logra en (4).
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En el medio HD se mantienen a un nivel de 80 n moles; mientras -~-
que el R.5. en medio H parece fluctuar, pero en general se mantiene ~~-

alrededor de 75 n moles durante el perfodo de seguimiento.

A la temperatura de -18 °C (figura 12-B), en los medios hiperté --
nicos H y HD, la velocidad de captacidn se mantiene alrededor de 60 n ==
moles para esta preparacidn hasta e! cuarto dfa de obtenido y al dfa 7 -

observamos una disminucion.

En el medio | parece haber una activacién de los dos primeros dfas
y luego vuelve a niveles injciales para que el dfa 7 se encuentre --~---

disminufdo.

El R,S. mantenido a 7 ®°C (figura 12-C en cuarto frfo, pierde con -
relativa rapidez la propiedad de captar calcio. Al dfa 2, la velocidad -
es del orden de 12 n molés pa}a el medio |, mienstras queen los medios -
hipertonicos la actividad de captacidn se mantiene uno o dos dias y =-=-=-

luego decae rapidamente.

Si comparamos la velocidad de captaci6n con la actividad de la ---
ATPasa, observamos que la pérdida en la primera (figura 12) es mds ~~==~
réplda y en mayor grado que la pérdida de la segunda {figura 9,10,11).--
Creemos que sea debido a un aumento de permeabilidad de la membrana que-
se hace porosa y el calcio que transporta la ATPasa, no puede almacenarse
en el interior del R.S.. Deducimos de este comportamiento, que hay un -
cambio inicial en la integridad de la membrana antes que un deterioroc -

de la actividad enzimdtica de la ATPasa de Ca+* y Mg++.
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Ligamen de Ca++.
Como la figura 13 lo indica, la fempératﬂravde'nifkééeno‘quuido

. . L, ++
es la que mejor conserva las caracteristicas de transporte de Ca .

Los niveles de ligamen se mantuvieron durante los nueve dias de-
seguimiento independientemente de los medios de conservacidn empleados

para suspender las vesiculas. En los tres medios se nota un aumento de

1004 !

o
o]

i 1 A I

i
1 2 3 9 5 [ 7 8
Dios

Figura 13.- Efecto de la temperatura de conservacién a -195,8 °C, sobre
la cantidad de calcio acumulada (Ligamen de Ca ) por el -
R.S. cardiaco, en diferentes medios de conservacién : (-4-)
medio 13 {~-O-) medio H y (-0-) medio HD. De los tres =~---
medios empleados, en el medio H se presentan caracterfsti--
cas de conservacion,

actlvidad el dfa 1, mismo que disminuye a partir de) dfa dos, para =----
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luego mantenerse en un rango constante que es mayor en el medio H ~===--

45

(70 n moles de “Ca/mg. de proteina) y menor en el medio | (40-60 n ----

45

moles de Ca/mg. de protefna).

En el medio H es donde mejor se conserva la actividad.

A la temperatura de -18 et 0.5 el Ligamen resulta ser muy afecta -
do. Como se observa en la figura 14, los valores de Ligamen de Ca++ son~

ya bajos desde el dia cero, lo cual nos indica que las vesfculas obteni-

das se deterioraron desde su preparacidn, E! aumento de actividad =-----~

¥ 1 I T T 1 T T

100+ -

Figura 14.- Efecto de la temperatura de conservacidn a -18 °cY 0.5 sobre
|a+$apacidad de las vesiculas de R.S. cardiaco para ligar -~
Ca . A pesar de los valores tan bajos, se presenta una li -
gera tendencia a conservarse durante los dos primeros dias -~
para luego decaer aln m3s, La representacifn de los medios -
de suspensidn empleados es : (-4-) medio }; (~[1~) medio Hy
(-9~) medio HD.
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que se observa en las anteriores grificas al dfa 1, en este caso se --

presenta hasta el dfa 2 vy solo lo exhiben las vesiculas suspendidas -

en los medios | y HD, ya que las de! medio H aunque se mantienen con -

actividad constante, los niveles son sumamente bajos (12 n moles de --

45

Ca/Mg. de proteina ). En los tres casos, la capacidad de Ligamen del

R.S. cardiaco cae rapidamente del segundo al cuarto dia de su prepara=

cidn.

A 7°Ct 1, ( figura 15), se observa que hay un aumento de la ----

1004

I i T i T 1 T

| 1 1 | N {

Figura 15,.-

A
2 3 - 4 5 (3 7 8
Dias

Disminuacidn del Ligagmen de catt det R.S. cardiaco cuando-
es conservado a 7 °C- 1 en tres diferentes medfos de suspe
ncién : (-A-) medio 1; (~0-) medio Hy (-@-) medio HD..
A partir del 1 se presenta una pérdida constante de la ---
capacidad de Ligamen de Ca en los tres casos. Las vesTcu--
las suspendidas en el medio HD presentan valores mis ele -
vados que los dos medios restantes,
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actividad de 1igamen de catt al dia 1 en cualqulera de los medios, .-
como habfamos observado en las vesiculas mantenidas en nitr8geno 17qul

do.

En el medic HD se mostrd una mejor conservacidn del ligamen de ~
++ . . A
Ca , mientras que en el medio | ocurre lo contrario, su actividad se

pierde totalmente al dia 7.

Determinacidon de la variacidn en la composicién protéica.

Electroforesis.

El andlisis electroforético no reveld la existencia de alguna --
degradacidn de las proteinas presentes en las vesfculas de R.S, cardia
co por enzimas con actividad de proteasa, en ninguna de tas condicio-

nes de experimentacion probadas.

" Como se ve en la figura 16, las bandas que aparecen en los geles
que se corrieron en el dia de la preparacidn de los microsomas, son --
las mismas que aparecen siete dias después, por tanto, la pérdida de -

actividad microsomal no es debida a protedlisis.

La composicidn proteica del R,S5. cardiaco que se muestra en la -

figura 17, concuerda con lo descrito en la bibliografTta.

En general, 1a membrana de las vesTculas de R.S. cardiaco que se
trabajaron, estdn constftufdas por las siguientes proteinas, cuyo ---

peso molecular medio {en daltones) es el siguiente :

1.~ Protefna de 140,000 daltones.
2,- ATPasa dependiente de Ca' ' de 100,000 daltones.

3.- Protefna de 81,000 daltones.
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Figura 16.- Representacidn fotogrdfica de la variacién en la comgosi -
cidn protefca observada en geles de pol jacrilamida (53). -
Los geles estdn agrupados de tres en tres de izquierda a =
derecha. El primer grupo de geles representa las muestras-
control (dfa 0 ), el segundo, tercero y cuarto grupos =---
representan puestras de ¥es?culas de R.S. cardiaco mante =~
nidas a 7 .°C- 1, - 18 °C- 0.5 y - 195.8 °C respectivamente,
muestreadas durante el dia 7 de su preparacidn. Se observa
en todos los casos, la presencia del mismo niimero y tipo -
de bandas protéicas.

4. - Protefna de alta afinidad por el calcio, de 56,000 daltones.
§.- Calsecuestrina de 46,000 daltones.
6.- Protefna de 38,000 daltones.

7.- Fosfolamban de 23,000 daltones.

NDe las protefnas 3 y 6, no se conoce su funcidn,
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Figura 17.- Diagrama electroforético de vesTculas de R,S. cardiaco. -

Las muestras fueron tomadas al inicio de la preparacidn y
7 dfas después de almacenadas a diferentes temperaturas y
medios de conservacidn, Los diferentes picos corresponden
a las protefinas consgétuyentes del R.S. cardiaco. El peso
molecular (R.M. X 10 daltgnes) medio de Igs protefnas -
cs:2) 140.5- 13.5; b) 100.5= 15.7; c) 81.1- 11.0; d} ---
56.3- 10; e) 45.9- 6,6 f) 38.4- 7.7; g) 23.3~ 7.5. Se -
utilizaron como referencia proteinas de P.M. de 100,000;~
69,000; y 36,000.
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Determinacién de la Peroxidacion de lipidos membranales.

Es bien aceptado que las biomembranas y organelos subcelulares son-
suceptibles a que sus lipidos sufran peroxidaciones y como resd!tado se -
rompen los dcidos grasos insaturados y se degrada la estructura y funcio-
nes de la membrama. Cuando las biomembranas, tales como las de los micro-
somas y mitocondrias sufren peroxidacién lipfdica los dcidos grasos poli-
insaturados en los fosfolipidos de la membrana se rompen a nivel de los -
dobles enlaces; dando como resultado, la formacidn de aldehidos (41), con
la consecuente destruccidn de la estructura membranal y la liberacién de-
las enzimas unidas a la membrana (41,30).

L3 desintegracidn peroxidativa de las membranas se previene por -~zx
diversos antioxidantes de tipo endbgeno, el m&s representativo de &stos -

es el L-tocoferol {vitamina E) (41).

En la tabla | se muestran los resultados obtenidos en los experimen

Jde peroxidacién de lipidos membranales de R,5, cardiaco, en donde se-

observa un mayor grado de deterioro de los lipidos a la temperatura de --
7 °ct 1.

A la temperatura de -18 et 0.5, también se encontrd que la rea ---
ccidn de degradacidn lipidica se lleva a cabo, pero en una proporcidn ---
menor con respecto a la temperatura de 7 °C y mayor que a 195.8 °C, ~---~
Atribuimos este comportamiento a la velocidad del proceso de congelamien~
to; &ste por a7 mismo, es un factor que gobierna la calidad de las ------
vesiculas de R.S,

Si la muestra es congelada lentamente ( como sucede.a -18°C ), ~-=

el aqua intervesicular es removida hacia el exterior, dando lugar.a -====



PEROXIDACION DEL R.S. DE CORAZON

‘Pemperatura ~195.8°C ~18°c ¥ 0.5 7°c % 1
Dia I H HD i n HD 1 H HD
0 3.132 1.450 2.693 3.132 1.450 2.693 3.132 1.450 2.693
3.170 1.307 2.536 3.501 2.900 3.207 1,194 3.040 3.207
7 3.163 1.592 2.784 5.770 4.705 5.069 16.252 11.230 11.9063

Los valores ostdn expresados como porcentaje del vilor midximo de peroxidacidn por mg

de proteina.

Tabla 1.- Se representa la variacidn temporal del % de peroxidacién de -
los 1Tpidos membranaies en funcidn de la temperatura de conser
vacién y del medio de suspensidn utilizado. Nbsérvese la cons-
tancia en los valores correspondientes a las muestras de R,5.-
sometidas a -195.8 °C bajo cualquiera de los medios utilizados

ta formacién de grandes cristales y provocando probablemente, dafio mecd-

nico a las paredes membranales. Contrariamente, la rapidez de congela ~-
miento ocasiona que se retenga mas agua en el interior de las vesiculas~

vy los cristales intervesiculares que se forman son mas pequeiios, (29)

El proceso de deshidratacién intravesicular tubo por objeto =-----=
minimizar las reacciones de degradacién quimicas y bioquimicas al ------
reducir la actividad del agua muy por debajo de los niveles que previenen
los cambios que deterioran, como los de peroxidacibn de lipidos. Esto -
jo logramos, al suspender las vesiculas de R.S. en medios hipertdnicos-

y mediante la adicidén del DMSO.{29)

Los resultados experimentales demuestran que en un medio isoténico,
la reaccién de peroxidacién es mayor que cualquiera de las condiciones-

de temperatura probadas; mientras que en el medio hiperténico, el =~=-==

porcentaje de peroxidacidn obtenido fué menor.
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También se observd que la adicidn del DMSO al medio hipertdnico -

preserva ligeramente el estado de la memkrana vesicular,

‘Determinacién de la liberacién de fosfatos labil (Pi).

Simult3neamente a la determinacidn del! grado de peroxidacién, se-
determind la presencia de fosfato proveniente de los fosfolipidos mem -
bransles, los cuales, en el caso de que hubiera liberacidn de fosfoli -
pasas durante el procesoc de envejecimiento, &stas podrian romper el ---
enlace ester que une a los adcidos grasos con el fosfato, liberando ----

consecuentemente el fosfato en forma de Pi o ester de fosfato,

Los resultados obtenidos demostraron que no se liberaba Pi en ---
ninguno de los casos {los resultados numéricos se omitieron ya que ----
correspondian a cern n moles de Pi/mg de proteina); esto nos prueba que

no hay degradacidn importante de los l7pidos ademds de la peroxidacién?

Influencia de la velocidad de congelacisn,

Puesto que las muestras congeladas a diferentes temperaturas ----
exhibieron comportamientos distintos, pensamos que las diferencias en--
contradas sbedecfan probablemente a la velocidad con que se realiza cada
operacidn; por ello, se sometieron diversas muestras de R,S. cardiaco -

suspendidas en un mismo medio (H), a tres diferentes condiciones :

a}.~ Congelamiento unicamente en nitrégena }iquido.
b}.~ Congelamiento en nitrégeno liquido y conservacidn a -18 °ct 0.5

c).- Congelamiento y conservacién a -18 °C,
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Las observaciones realizadas indican que en los medio ~-~r=m=w-r
hipertdénicos, en los que la concentracidn de sacarosa es alta, el punto
de congelamiento desciende considerablemente y en particular las =~-=--
muestras que contenian DM50 y que se sometieron a ~18 9c; se mantuvie -

ron atn liquidas durante varias horas,

E! congelamiento y descongelamiento de las muestras de R.S. =-----
ocasiona su deterforo por formacidn de cristales de agua que dafa la -~

membrana. &

Finalmente, los resul tados obtenidos en la determinacidn de la --
actlvidad ATPisica en funcién de la velocidad de congelamiento reveld -
que 1a pérdida de la actividad del R.S. se ve afectada solo parcial ~~-
mente, por la velocidad de congelamiento; estos datos nos sugirieron --
que los cambios de actividad enzimatica debieran estar influenciados, =~
mas que por la velocidad“de cénge]amiento, por cambios fisicos en el -~

agua, la cual constituy el medio de suspensidn de los microsomas.

Determinacidn de la densidad del agua a la temperaturas de congelacidn

emp leadas en la conservacidon de las vesiculas de R.S.C,

Los resultados de velocidad de congelamiento dieron lugar a que -
se pensara en posibles cambios en las propiedades del agua, la cual ---
constituye el medio circundante de los microsomas; para probar lo ~-=--
anterior, se hicieron una serie de experimentos destinados a revelar --

posibles camblos importantes en 1a densidad del agua.

La tabla I! resume los experimentos scbre los cambios en la =--=--~
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densidad del agua y puede apreciarse perfectamente que a medida que --

desciende la temperatura, los valores en la densidad del sclvente puro

descienden desde 1.013 gr/cm3 a 20 °C, hasta 0.915 gr/cm3. a -195.8 °C

lo cual constituye un cambio importante aque en definitiva estd en -~-—

funcidén del arreglo cristalino del agua y que posiblemente es lo que -

origina que se formen diferentes tipos de cristales a las dos tempe --

raturas de congelacidn empleadas y de que ésto sea la causa del ------

di ferente comportamiento que se observa.

T A B L A t

Temperatura Densidad Aparente Volumen del agua Densidad Real

(°C) (gr/cmz) (cm3) (gr/cm3) *

20 1.014% 0.0048 9.867% 0.0074 1.013% 0.010

-18 0.949% 0.0082 10.537% 0.009 0.950% 0.012

-195.8 0.909t 0.0039 10.991t 0,0069 O.915t 0.010
Tabla 1.~ Se representan las variaciones de densidad y volumen del -~

aqua, a las temperaturas de congelacién empleadas para ----
conservar los microsomas de R.S. cardiaco. La temperatura -
de 20 °C se empled como referencia. Muestras de agua conte-

nidas en tubos de vidrio de 25 x 0.8 cms., fueron sometidas
2 las temperaturas sefaladas; se midieron las variaciones =~
en el volumen del! liquido y los resultados se evaluaron de-
acuerdo a : Vo = Vo (1+ .LT); donde V.es el volumen del agua

a 20 °C y V. el volumen ocupado por el agua a la temperatu-
ra T, « es el coeficiente de expansidn cidbica,

* Estos vaiores ya excluyen la disminucién de densidad debida a la --

contraccinn del vidrio., T expresa la diferencia de temperatura en -
“C.
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Como hemos visto, la pérdida de la actividad microsomal obedece-
a varios factores. La peroxidacién de los lipidos membranales es el --
principal factor que hemos encontrado que provoca que la ATPasa de --
(Ca++,Mg++) plerda su capacidad de transportar Ca++ al lumen de los --

microsomas.,

La formacidn de diferentes tipos de cristales de agua cuando las
muestras de R.S, son sometidas a las temperaturas de -18 °ct 0,5 y de~

-195.8 °C, es otra de las causas importantes encontradas.

Los resultados de peroxidaci8n de 17ipidos que corresponden al --
dia cero (dTa dé la preparacidn), son indicativos de que durante el ~
proceso de obtencion de las vesfculas, la reaccidn peroxldativa se --~
estd llevando a cabo, por lo que ya desde ese momento, la membrana se-
dafia y como consecuencia, la ATPasa de (Ca+t,M55 va perdiendo sy =-=-=--
capacidad natural de transporte Ca++ al interior de la vesfcula, Esta-
capacidad del R.S. es la que se ha querido mantener y para lo cual ---
hemos probado diferentes sistemas de temperatura y medios de suspensién

de las vesfculas.

La conservacidn de la actividad de la ATPasa de(Ca++,Mg+f) fué -
encantrada en los medios hiperténicos de las temperaturas de ~195.8 °C
y de 7 °C, siendo la primera temperatura la que resultd ser Gptima; --
incluso cuando se midid la velacidad de transporte de! Ca++ (captacién)

y la cantidad de este catién transportado (Ligamen).
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E} congelamiento a -18 °C muestra que existen factores que ocacio

nan la pérdida de las actividades bioldgicas del R.S. que hemos medido.

La importancia que tienen los medios en que fueron suspendidos =-
los microsomas, estd en funcidén de su propiedad de formar cristales de-
agua cuando son congelados, asi como de la velocidad con que se efectda

este proceso.

Obviamente, un medio isoténico se congela rapidamente y el tipo~--
de cristales que puede formar (cpende de la velocidad de congelacidn; -~
si lo sometemos a un sistema térmico de ~18 °C, los cristales formados-
son muy semejantes a los que forma el agua pura bajo las mismas condf-+
ciones, mientras que en los medios hiperténicos, la elevada concentra--
cidén de sclutos hace que disminuya considerablemente su punto de conge-

tacién.
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CONCLUSIONES

Se ha visto a través de este trabajo, que las dificultades acerca
de la conservacidn de] R.A. de misculo cardiaco, se han podido superar-

al mejorar las condiciones para la susodicha conservacién.

Es claro, que de las tres temperaturas ensayadas, es la de nitrd-
geno liquido la que mejor nos preserva las caracterfisticas bioldgicas -

de los microsomas, tanto a nivel de ATPasa, como anivel de transporte.

Se ha visto también que el deterioro de la actividad microsemal -
se lleva a cabo mediante do- diferentes procesos principalmente, el ---
primero involucra la formacidn de cristales fuera de la membrana y de -
pendiendo del tipo de &stos, va a provocar un mayor o menor dafio mecéni
co en la integridad membranal; el segundo es el provocado por la peroxi
dacidn de los 1Tpidos membranales. Esta Gltima aseveracidon esta basada-
en que fué el Unico factor deteriorativo que se encontrd que aumentaba-

al tiempo en que la actividad microsomal disminufa.

Por otra parte, se pudo apreciar que la presencia de DMSO para la
preservacion de las vesiculas. no es muy necesaria, ya que basta con un
medio hipertbnico para vaclar el agua intravesicular, lo que en e] ====--
Gltimo de los casos, no es la causa de la formacidn de cristales deteri

orativos de la membrana.
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El tiempo en el cual se ha verificado la conservacién de las ve--
sfculas (7 a 9 d7as), es suficientemente largo como para poder realizar

estudios mas significativos de las propiedades del R.S. cardiaco.

De acuerdo a lo anterior, pensamos que la solucidn a los proble -
mas de peroxidacidn, podria ser mediante ia adicidn de antioxidantes --
naturales del tipo ef~tocoferol (41) o bieh, manteniendo las muestras-
en una atmdsfera inerte; sin embargo, todos estos cuidados parecen =----
innecesarios si se cuenta con un sistema de congelacidn por nitrégeno -

liquido u otro medio de congelamiento rapido.
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¥
INTRODUCCI ON

Durante el proceso evolutivo de la vida, se han ido seleccionando
diferentes sistemas de transporte de cationes, que necesitan la ~----
zrergia del enlace de los grupos fosfatos del ATP para ser movidos =----
atraves de la fase hidrofdbica de las membranas,

Razones desconocidad han seleccionado a pocos cationes entre los-
numerosos existentes, para cumplir funciones especificas en el proceso-
vital,

El problema de la seleccidn de los cationes por superficies -----
cargadas, fué tratado y desarrollado por Eisenman (7} y Sherry (30) en-
1965 y 1968 respectivamente. Una buena revisidn de éstos y otros ~-—--=
trabajos, estan en Diamond y Wright (6).

Estos trabajos se basan en las interacciones de tipo Coulomb ~---
entre los cationes y los sitios cargados negativamente de las superfi -
cies bioldgicas, formados por componentes de la membrana,

Los cationes m3s estudiados, sobre todo por que cumplen funciones
especificas en los sistemas bioldgicos, son los del grupo t A y 11 A de
la tabla perfodica de los elementos.

La fuerza idnica influye decisivamente sobre la atraccidn ~-=-=----
ejercida entre un catidn y un sitio de fijacién cargade negativamente.A
su vez, tal fuerza estd en funcidn principalmente, de dos factores —----

impurtantes, ¢ volumen idnico y la energia de hidratacion (AHL).-



- 67 =

En la tabla Ill, se muestra en forma resumida, las principales ~-
caracteristicas de los cationes divalentes y se ve claramente la --=--~
tendencia a aumentar el radio idnico, a medida que aumenta el nlmero --
atdmico en un mismo periodo. Asimismo, en ila tabla IV se observa la =~=--
tendencia de los radios idnicos hidratados, la cual varfa inversamente-~

al radio 1énico del cristal,

Conjigercmn eloctminim
Atomes 85* 4st 55 6t 34 3 A0 3N AEe YW AN SO
s 28 3 4 5 [V Y P VRS T SR VAR 13

o 0OO0O0O ocoooco000O

FgC.SvB.H-\F-(.N;G.ZnCAH,

Redie ibnice .
X o om 13 135 0so 0g¥ om om o2 07 097 1l
Ywre 05 40 60h M 216 470 156 170 382 458
Densidad
3“"‘ 174 049 033 019 09 18 128 18 052 03
Tabla i!1l.~ Confiquracidn electrénica, radio ifénico, volumen y densidad
. de carqga de los atomos y cationes de los elementos del ----
grupo li-A, 11-B y de algunos elementos del cuarto perfodo:
considerando los cationes no hidratados. Datos de la =--==--

Literatura.
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Li

Na+

Rb
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TABLA |V

Comparacidn entre los radios idnicos y los radios

hidratados de los cationes del | Ay Il A grupos-

de 1a tabla periodica.

Radio del Cristal (A°) Radio del Catién Hidratado (A®)

0.
0.
1.

1.

60
25

33
L8

.69
.65
-99
.13
.35

Observese que para cationes de igual carga,

7.3
5.6
3.8
3.6
3.6
10,8
0.6
9.6

8.8

mol de Hy0

mol de Catio

- 13
9 - 13
5- 6

10 - 23

18 - 22

18 - 20

18 - 20

los de mayor radio

se encuentran mads hidratados, por lo gue el radio aparente hidratado

sigue un orden

que los monovalentes.

inverso al del radio del cristal.

Por otrs parte,

tos cationes divalentes estan mids hidratados -



SELECTIVIDAD DE CATIONES.

El calcio tiene un papel central en el proceso de la contraccidn
muscular y es del todo imprescindible en la contraccidn del miocardio-
(28). Ademis del calcio, otro catién divalente existe en concentracio-
nes aGn mayores en los sistemas vivos y es su vecino y proximo parien-
te del grupo |1-A de la tabla periddica, el Mg .

Desde hace tiempo se sabe que el Sr++ puede substituir al calcio-

durante la concentracidn del misculo esquelético y el cardiaco (15,29).

. +4 +4 ++ .
Otros cationes a parte del Ca , Mg y Sr pueden estimular la
hidrdlisis del ATP en preparaciones de sarcolema, mitocondrias y fra -

ca . ++ ++
ccidn microsomal del corazén de la rata (3), como son el Mn , Co = y-

Ba++.

La ATPasa de calcio del R.S., necesita para ser activa no sélo el
. e a . ++ . a
calcio, que es el catidn modulador, sino al Mg y-un catidén monovalen-

te como el K" (27).

+ + .
Otras ATPasas como la de Na vy K de las membranas plasmiticas, -
fet - ++
poseen sitios para estos dos cationes pero adem3s para el Mg el cal -

cio en este caso particular, inhibe la actividad ATPasica (32).

Si suponemos cuaiquier sitio cargade negativamente en la super -
ficie de una membrana y expuesto al medio acuoso que lo rodea, este --
sitio tendr3d afinidad para unirse por atraccidn mediante fuerzas de --
Coulomb con los cationes y con las moléculas con cargas positivas que-

estén disueltas en la fase acuosa.
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De todos los posibles cationes se selecciona por lo general uno--
de ellos y el catidn preferido por ese sitio serd el que produzca la --
mayor disminucién de la Energfa Libre ( A G ),para el sistema sitio---
catidon, cuando se unan en la superficie de la molécula que posee el ---

sitio con carga negativa (7-13).

A las fuerzas de atracci6n de Coulomb entre el sitio cargado nega
tivamente y el catidén, se oponen las energfas de hidratacién de los --
cationes y probablemente, la de hidratacidn del sitio de carga negativa.
En el caso del R.S. el sitio de fijacion del Ca++ parece estar en una -
zona hidrdofoba, vz que para eliminar el Ca++ unido, se requiere de un -
agente quelante como el EGTA y también, de un iondéforo hidroféblco como

el A=23187 (26).

La fuerza del campo eléctrico del sitio cargado negativamente de-
la membrana, es en definitiva el factor principal en la selecclién de un
cation particular y por lo tante, quien determinard el descenso en 8 G

durante la interaccidn del sitio-catidn,

Podemos imaginar dos casos extremos en cuanto a la fuerza del =---

campo eléctrico de un sitio de superficie membranal.

Si tenemos un sitio con fuerzas de campo eléctrico muy pequefa, =
éste no podrd quitar el agua de‘los cationes que estén mds fuertemente-
hidratados; ¢s decir, los cationes que tengan menor radio idnico en los
grupas |-A v 11-A. AsT pues, los cationes mis voluminosos con un radio-
idnico mayer v por lo tanto con menor energia de hidratacidn, serdn los
seleccionados por lds sitios que poseen fuerzas de campo eléctrico ----

dériles,
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Las series de preferencia de los cationes serian Cs+ > Rb‘”) k* >
Naql) uit para el grupo I-A vy Ba™t > Sr++ ) Ca+*7 Mg*+ para el -~

grupo I1-A.

El otro caso extremo, serd un sitio de superficie de membrana que
posea una gran fuerza de campo electrdnico. La disminucion de la =-----
energia libre al interactuar el sitio y el catidn debe ser suficiente -
como para deshidratar al catidn, es decir, la energia de interaccién -~
de) sitio-catién es mayor que la energfa de solvatacibn de los cationes
Por otra parte, como la energia de interaccién es mayor cuando menor --
sea el radio idnico, los cationes de radio iSnico pequefie tendrdn una -
interaccién mayor con el sitio, que los cationes de mayor radio i6nico~
y en este tipo de sitios con fuerzas de campo eléctrico grandes, se ---
seleccionaran los cationes segin las series en que los cationes se ---
ordenan de acuerdo al radio idnico creciente: Li+ 7 Na4'> K+7 rRb* >
Cs+ para el grupo I1-A y Mg++ b Ca+*'> Sr++*7 Ba++ para el grupo ---

LI =A,

Obviamente, la teorTa de Eisenman y Sherry supone que para fuerzas
de campo eléctrico intermedias, el orden de selectividad de los cationes
seran series intermedias entre las fuerzas débiles y fuertes de los ---

campos eléctricos

Sin embargo, no todas las series de posibles permutaciones se ---
observan en la prictica. Para los cinco cationes del grupo [-A se =--=-

tienen 5] = 120 permutaciones posibles.
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Sin embargo, de ellas solamente 11 son ]as series que aparecen-
casi constantemente, no sélo en sistemas bioldgicos sino en sistemas-
arginicns e inorginices, como por ejemplo electrodos selectivos para-
alguno de los cationes; la primera es la serie liotrépica que se orde
na segin el radio hidratado de los lones.

Los cuatro cationes del grupo |l-4 se pueden ordenar en h!=2h -
series diferentes: solamente se han observado siete de eflas y que --
fueron predichas por Sherry (31) para sitios muy préximos en super --
ficies (6):

1: BatTY sr™> ™D mgt”t (serie 1iotrdpica)
(i Bat™Y catty srttD mgtt
e ca™> 8at*> s> ugtt
vV Ca++> Ba++> Mg++ > st

V: Ca++> Mg++> Ba++ > Sr++
Vi Cﬂ++> Mq++> ot > gatt
Vil Hg*+> Ca++> Sr++> ga’t (Serie deshidratada)

La serie | seria la que se seleccionara por los sitios de fuerza
de campo electrdnico débil y |-VYil, por sitios de fuerza de campo ~---
eléctrico fuertes, En la | predominan las energias de hidratacibn =---
mientras que en la VIl la energia de interaccidn sitio-catién es mayor
que las enerqgias de hidratacion. Esta es una interoretacidn sencilla -
que estd de acuerdo con la mayor parte de los datos experimentales; -~
segln la revisidén de Diamond v Wright {(6); sin embargo, estudios m3s -
recientes en los que se consideran miditiples grupos funcionales para-
la unidn de un solo catidn en ¢! sitio de la superficie membranal, ---
hacen Intervenir no solamente las fuerzas coulombianas ¢« atraccién y-
las energias de hidratacidén, sino también la deformatilidad del sitio~

y la coordinacién de los mdltiples grupos del sitio con el catidn.

<
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Se ha estudiado el efecto de méxima coordinacién de los cationes-
con compuestos macrocilicos y se ha visto que la disminucidn de la =~--~=
energia libre debida a la deformacidn del sitio al coordinarse con los-
cationes, contribuye de forma importante en el cambio total de la -----
energia libre del sistema sitio-catién (22,35).

Ser3 pues necesario modificar la teoria de Eisenman y Sherry ----
incluyendo, para sitios con midltiples grupos funcionales, la deforma -
bilidad del sitio, las dimensiones del 'sitio delimitadas por los grupos
funcionales que intervienen y la coordinacidon maxima del catién con los
grupos funcionales en el espacio delimitado por ellos,

Hay que suponer que el sitio no es totalmente rigido y que sdlo -
puede deformarse dentro de ciertos limites impuestos obviamente por las
uniones de los grupos funcionales con dtomos o grupos de Stomos vecinos
asT como por las restricciones estéricas del sistema en su conjunto,

Ast pué@, en una solucidn acuosa, los cationes estan hidratados.-
El mayor descenso en la energia libre se dard cuando las moléculas de -
agua del catidén sean reemplazadas por los grupos funcionales del sitio,

Para un sitio de dimensiones intermedias, un catidén de radio ----
idnico grande estard impedido estéricamente de posicionarse correcta -~
mente en el sitio para alcanzar una coordinacidn 6ptima sin deformar --
excesivamente el sitio. Los cationes de radio iSnico pequefio también -~
tendran que perder agua de hidratacién y esto depender3d de 1a fuerza --
del campo eléctrico de! sitio, pero ademds, el sitio tendrd que ~--=c---
deformarse para adaptarse a un volumen menor, delimitado por los grupos
funcionales para poder coordinarse, lo cual serd tanto wmds dificil ----

cuanto menor sea la deformabilidad del sitio.
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Por esta razdn, el valor mayor de disminuckén en energia libre --
se dard, en general, para un solo catién que relna las condiciones de -
1). Substituir las moléculas de agua de hidratacidn por los grupos del-
sitio de fijacién y 2}, Cuando alcance el maximo de coordinacidn con los

grupos del sitio con la menor deformacidn del mismo.

Se han realizado relativamente pocos estudios del efecto de -----

cationes divalentes sobre el R.S5., por ejemplo, Mac Lennan (19) ensays-
: . . ++ 4

el efecto de varios cationes como substitutos del Ca y del Mg , -=--
.= P ++ .

usandc una sola concentracidn, 50 uM, Ademas del Ca parecen estimular

+ ++ . ++ ++ ++
el Mn' " vy el Sr  y no encuentran casi efecto por el Mg , Ba y Co ,

L, ++ +4 +4 .
sienduv muy inhibidores el Cd , Cu y Zn . Sin embargo, estos resulta

dos estan sujetos a dudas razonables, ya que las concentraciones utili-
e

radas fueron de 5 mM para el efecto del Mg y el efecto global nuede -

ser la adicion de efectos activatorios e inhibitorios puesto que ------

. - . P +4 ++ "

existen dos sitios sobre la enzima, especificos de Mg y Ca y ademds

el ATP-Mg es el verdadero substrato, siendo por ejemplo, el complejo --

ATP-Ca  fuertemente inhibitorio, K, =2 uM (37).

Otro estudio comparativo del efecto de cationes divalentes sobre-
mitocondrias, sarcolema y microsomas (R.S.), es el de Anand et al (3);-
sin embargo, de nuevo es objeto de dudas ya que las concentraciones de-
diversos cationes usados es 4 mM e incluso, el Sr++ es inhibidor a ----

estas concentraciones en los microsomas enriquecidos en R.S.

: < . . ++
Un estudio mds serio concierne al transporte del Sr , por ~-----

Mernier y Hasselbach (20), en el que se observan que e) 5r*" se trans -

. . ++
porta mds rdplidamente que el Ca .
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La velocidad de acumulacidn del Sett es aparentemente lineal ----
hasta concentraciones de Sr++ del orden de mM. La estequiometria del --
sett transportado por ATP hidrolizado es de 1 a diferencia del ca’t que

es 2.

. . - ++
Este estudio y los realizados en misculo, muestran que el Sr --

R ++ - s e
substituye con eficacia al Ca (15,29), observindose similitudes entre

ambos cationes.

El objetivo final de nuestro trabajo es comparar el comportamiento
de los cuatro cationes divalentes del grupo |1A sobre 1a actlvidad de -
la ATPasa y el transporte de calcio del R.S, de corazdn de perro, para-
determinar en que orden se selecclonan dichos cationes en el sitio de -
fijacién del calcio y obtener informacidn sobre la naturaleza quimica -~
de dicho sitio, El estudio se reallzd a dos pHs diferentes, El pH 6,6 -
es ¢l Optimo para el transporte de calcio en estas preparaciones (9) y-
el pH 7.5 es el éptimo para la hidr8lisis del ATP dependiente de -~--«

talclo (17).
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MATERIAL Y METODOS

3
Purificacidn de Microsomas de R,S. cardiaco.

La purificacidn 42 R.S. cardiaco, proporciona preparaciones con ~
elevada actividad ATP3sica. E! método se basa en cargar los microsomas~
con oxalato de calcic {19) y su posterior precipitacidn en un gradiente
de sacarosa y KCI.

Una vez obtenides los microsomas 'crudos' (19), éstos son diluf -
dos hasta una concentrzcidn protefnica de 6-10 mg/ml, con un volumen -~
igual de medio para re-osion de actomiosina, centrifugando posterior --

mente después de 25-30 —'nutos a 40,0C0 x g. durante 1 hora,

El precipitado {~i:zrosomas-KC}) se suspende en Sacarosa 0,25 ML -

Tris-maleato 20 mM a o~ %.8.

Los microsomas s& <argarcn con oxalato de calcio en un medio que-
contenfa: KC1 80 mM, Tris-Maleico 20 mM (pH 6,6), MgCl, 10 mM, Oxalato-
de potasio 10 mM, ATP & =M, Proteina 2.5 mg/ml. y el calcio se fud ~---
afadiendo por fracciorss de 0.1 ml. hasta completar 0.5 mM, La reaccién
se llevd a cabo a temperztura ambiente y se ajustd el pH a 6,6 con ~~--

Tris dilufdo, durante i:s 10 minutos que dura e! proceso,

1

La suspensidn de 'cs microsomas ''cargados’ se enfrfa a 0 °C y =--
luego se pasa en porcic-zs de 16 ml., en un gradiente discontinuo =-=--

faormado por capas de Sazcarosa 0.6, 0.8, 1.0y 1.5 M, que conrtienen KCI-

0.3 M, pirofosfato de sciio 0.05 My 0.1 M de Tris, PH 7.2

Se centrifugd a 24.000 rpm en rotor SW24 durante 90 minutos.
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Se colectan el precipitado y la parte que sobrenade entre las capas de-
1.0y 1.5 M en Sacarosa. Se diluye con Sacarosa 0.2 M y Tris-Malé&ico 20
mM a pH 7.0. La mezcla se centrifuga a 40,000 x g durante una hora, ob-
teniendo en el precipitado la fraccidn correspondiente a los microsomas
cardiacos purificados.

Se suspenden en Sacarosa 0.25 M, Tris-HC1 10 mM pH 8.0, a una ---
concentracién de 10 mg de protefna/ml.
++)

Purificacidn de 1a ATPasa dependiente de (Ca++, Mg )., (17,19).

Para obtener la preparcidén proveniente de R.S. cardiaco, se empled
un método ligeramente modificado al degcrito por Mac Lennan (17,19).

Los microsomas '‘cargados' con oxalato de calcio se suspendieron
en Sacarcsa 0.25 M y Tris-HCl1 10 mM (pH 8.0). Se adiciond BME y KC1 =--
hasta una concentracién final de 3 mM y 1 mM respectivamente, asi como-
desoxicolato de sodio ai‘lozven una proporcidn de 0.1~3.12 mg/mg de ---
protefna. Después de 30 minutos, la suspensibn se centrifugdé a 5,000 x-
g durante 20 minutos.

El sobrenadante (51) se remueve cuidadosamente con una jeringa, -
mientras que el precipitado (Pl) se suspende en medio D (incluido en --
métodos) hasta una concentraci8n proteinica de 10 mg/ml. y posterior ==
mente, se le adiciona BME a una concentracién final de 3 mM, Acetato de
amonlo saturado al 50% (17) 0.2 ml/ml. y posteriormente, desoxicolato =
de sodio a razén de 0.5 mg/mg. de protefnas.

Se deja reposar la suspensidn durante 30 minutos y e) precipitado
se disuelve (Pz) en medio de resuspensidn. Al sobrenadante (52) se le -
adiciona 0.01 ml/ml. de Acetato de amonio al 50% y se centrifuga a ~--~
40,000 x g durante 30 minutos, obteniéndose un sobrenadante transparen-

te (53) y un pequedo precipitado (P3).
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Al sobrenadante (53). se le adiciona acetato de amonib-}aturado --
al 50% hasta una concentracidn final de 0.27-0.3 hl/ml,; hasta que la ==

solucién se vuelve turbia inmediatamente.

Después de 15 minutos de incubacién a 0 °C, la suspensidn se -----

centrifuga a 20,000 x g por 30 minutos.

Se remueve el sobrenadante (Sb) y el precipitado (Ph) de color =-~-

++ ++)

contiene la ATPasa dependiente de (Ca . Mg , se disuelve en un peque-~

Ao vofumen de medio de resuspensidn. (19)

:+ tiempo completo del procedimiento desde la homogenizacidn hasta
el aislamiento de la enzima purificada es usualmente de 2-3 dfas. En el-
primer dfa se hacen todas tas operaciones que incluyen hasta la purifica
cién preliminar de los microsomas y su peso a través del gradiente de ~--

sacarosa y KCI1.

En los casos en los que la purificacidn se lleva varios dias la -~
preparacion (P’) puede ser suspendida en medio A y luego congelada por -
nitrogeno liquido y almacenada hasta nuevo uso. La selectividad obteni-

da varid entre 7 y 12 ymoles/min/mg. de protefna.
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beterminacidon de las Lonstantes de Disociacion dei Arsenazo 11l con los

cationes divalentes.

El método sequido es una titulacidén del colorante con cada catién
y la determinacidn de la KD aparente de forma grafica.

Una breve descripcion de! método para el colorante muréxida ha o«
sido publicada por Chieri y Martonosi.

Las. condiciones seguidas fueron: En una cubeta del espectrofoté -
metro se tiene una meicla de KC1 100 mM. PIPES 20 mM, Arsenazo [l -=--~
0.0525 mM, ajustado a pH 6.7 en un volumen de 2 ml, y a 37 °C, se -----
registra el espectro de absorcidn en el visible en presencia de 1 mM de
EGTA-K sin cationes divalentes afiadidos y sobre otra cubeta similar se-
afiaden pequefios volumenes de solucién de los cloruros de los cationes -
divalentes. Se mantiene la cubeta a temperatura de 37 °C y se registra-
el espectro entre 560 y 700 nm, La concentracién de Arsenazo !l de la-
solucidn stock es de 3.5t 0.2 mM. Las mediciones se hicieron por ~e=---

duplicado y se corrigieron las lecturas por cambios de volumen,

Se determind en punto isobéstico o el punto de menor variacidn en
la absorcién de luz al variar la concentracidon de los cationes y la ~=--
longitud de onda donde la variacién es maxima para el complejo Arsenazo
k1] -Cat i6n.

Se grafica en el eje de las absisas la inversa de la concentracién
del catidn y en el de las ordenadas la inversa de la diferencia entre -
la absorcidén del punto isobéstico y el maximo elegido sin catién (en --
presencia de EGTA 1 mM) y las absorbancias a las mismas longitudes de -

onda en presencia del catidn sin EGTA,

Vease como ejemplo la grdfica de resultados para el calcio, Esto-
corresponde a graficar la inversa de la variacidén de la absorbancia en-

el pico maximo, corregida por variacién de volumen y por contaminacién-
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de las soluciones por otros cationes que afectan el espectro de}] ~«we=-=

Arsenazo {11!,



RESULTADOS

Cialculos de las constantes de asoclacibn del Ar {1l con los catliones ~--~

divalentes.

En el estudio con los cationes en general, es necesario conocer con
la mayor presicidn posible, las concentraciones de los cationes libres y
complejados con diferentes ligandos.

En el caso particular del R.S., se usan varjos catliones tales como

+ ++ 44 . - ++
el K, Mg Ca ; en el trabajo que presentamos se usan ademis el Sr vy

el Ba++.

Los ligandos que se asocian con cationes y que forman parte del --
medio de reaccidn de ATPa;a y/é de captacidn del calclo, son: oxalato, -
ATP y Arsenazo 111, El verdaderoc sustrato de la ATPasa es el complejo -~
ATP-Ca. (37) Por estas razones, es imperativo conocer las concentraciones
de las especies libres y las que se encuentran formando complejos.

Con el advenimiento de las pequefias calculadoras programables, es-
posible realizar cdlculos que antes eran tediosos y largos. Hemos usado-
los programas publicados por A. Fabiato y F. Fabiato en 1979 (1), para -
una calculadora Texas TI-59. Se consideraron las recomendaciones de los-
autores, asT como las constantes que aparecen en dicho articulo.

Para el cidlculo de las constantes de asociacién del colorante ~---

++

++ ++ R .
Ar 111 y los cationes Mg , Sr y Ba ', se utillzaron condiciones seme-

. +4
jantes a las de captacion de Ca .
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Se considerd que la reaccidn de asoclacidn es:

Ka

_— »
2+ : Arti-m2t
Ky

Arsenazo 11 + M

La constante de asociacion es la constante del equilibrio de la-
reaccidn escrita en el sentido de asociacién ligando-catidn.

Se considerd que la estequiometrfa era 1:1  (30).

La figura 18 muestra el espectro de absorcidn del Arliit.

1.0 -

T T T 14 T
Q 370 590 6‘0 6320 650 670 690
Anm

Figura 18,- Espectro de absorcidn del Arsenazo 111.
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en ausencia de cationes divalentes (se incluye al ligando EGTA) y en ~
presencia de calcio.
La tabla VI muestra los valores de las concentraciones de calcio

y las variaciones en absorvancia del complejo Ar 1lt-Ca y Ar 111 solo,

T A B L A Vi

ca™t M 1/ ¢t n Abs.* 1/ Abs.*
0.02 50.0 0.34 2,92

0.04 ' 25.0 0.46 2.18

0.06 16.7 0.53 1.87

0.08 12.5 - 0.58 1.73

0.10 10.0 0.60 1.65

0.15 6.7 | 0,65 1.54

0.20 5.0 0.67 1.49

Abs.= (Abs. 0" Abs. ) = 1,098

57 650" EGTA

%

Abs, =17, 098 - (Abs.570 - Abs.650) Caz+.

los resultados se expresan graficamente en 13 figura 19 que permite -~
estimar la K, de! Ar 11!-Ca. E! valor obtenldo de 3,85 x 10“ " esta

A
en acuerdo con los datos de la literatura, 6,7 x 10“ M-] (30).
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. 2+ 2+
pDe figual forma, se estimaron las Ka Para los cationes Mg~ , Sr
y BaZ+; qde se presentan en las figuras 20,21 y 22 respectivamente.
T l; L T T T T T‘ T
3
1 Ka» 385 <103 M~}
AD.O
2
§ .
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
I pVEL
Leo]
Figura 19.- Célculo de 1a constante de asociacidn del Arlll con el =---
calcio,
Las condiciones de reaccidn fueron : EGTA-K 1 mM, KC1 100-
mM, PIPES 20 mM, Ar I11 0,0525 mM {pH 6.7), Temp.37 °C. La

longitud de onda fuézgg 560 y 700 nm respectivamente. La -
concentracidn del Ca se varid entre 0.02a 0,2 mM,

Para calcular la constante de asoctacidn K, se grafica el
inverso de la concentracidn de calcio vs, la inve sa_?e
B8 D.0.. La K calculada para el cacio es de 38.5 x 10° M

<
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Los vélores de las KA que se determinaron, permite obtener la -

serie de seleccidn por el Arsenazo {11:

Ca2+ > ot Ba2+ > Mg2+
38.5x103 14.2x103 ~ 11.5x10° 2.0x103 !
que corresponde con una variacién de la serie 111 de Sherry (31) que-
1lamamos serle 1ii-b.

T T T T
Ka*2.0 x 10% M~! o
q
o 5 10 A 20 25
_‘._ mM!
(o]
Figura 20,- C&lculo de la constante de asociacién del Aritl con el =--
magnesio.

Las condiciones de reacci8n fueron: EGTA-K 1 mM, KC! 100 -

mM, PIPES 20 mwM,

Ar 11t 06,0525 mM (pH 6.7), Temp, 37 °C..

La determinacidn se hizo a 560 y 700 nm respectivamente, =~
La concentracidn de magnesio va desde 0,04 a h.g mﬁl El -~
valor de la Kp Para el magnesio, es de 2.0 x 107 M
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T T T i T T Al ] 1
.| i
' i Katia2 x103M7!
Do H
ad o s }’_—"1
_ -
//’
4 Prae -
f -
]
3 —
2 -
!
i
T T T U L T T T T
2 5 10 15 20 25 30 35 40 45 5O
1 -t
mM
[sr]
28'2.%. 22 la constante de asociacidn del Ar |1} con el --
2zcrnmcia,
L2s condicinnes de reaccion fueron: EGTA-K 1 mM, KCV 100 -
-#, PIPET 29 mM, Ar I1l 0,0525 mM (pH 6.7), Temp. de 37 °C
.2"%. Ze onda 560 4 700 nm. La concentracidn de estroncio-
rzria de .02 3 0,2 mM, ga g?nstante de asociacién -----
novenida, es de 14,2 x 107 M |
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[ T ¥ 1 T T ¥ T T

Kaeit.5 x 103 M°!

4
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o

FE;-_

o
5
&
N
a3
N
23
o
(¢}
o
o\
o
[}
»
o

80
=t mM!

Figura 22,- Ca8lculo de la constante de asociacién del Ar ||l con el -~
Bario.
Las condiciones de reaccibén fueron: EGTA-K 1 mM, KC! 100 -
nM, PIPES 20 mM. Ar 111 0,0525 mM (pH 6.7), Temp, de 37 °C
y Longitud de onda de 560 y 700 nm, La concentracién de --
Bario varfa entre 0.0% y_1.0 mM. La KA calculada para el -
Bario es de 12.5 x 10° M
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Efecto de los cationes divalentes del grupo !1~A, sobre la actividad -

de la ATPasa puiificada de R.S5. de misculo cardiaco de perro,

El primer catién que estudiamos del grupo [1-A, es el Mg++. Como
va hemos mencionado en la introducecidn, se utilizaron para el estudio-
dos pHs diferentes, 6.6 y 7.5. En estudios anteriores, hemos demostra-
do que el transporte de calcio es Gptimo en un rango de pH del orden--
de 6.6 a 6.8 en vesTculas de R.5, cardiaco y que ligamen de calcio es-
maximo a pH 6.6 e inferiores, mientras que para la hidr8lisis del ATP,
2] pH Sptimo es del orden de 7.3 a 7.5 es decir, exliste una diferencia
entre las funcliones, la del transporte de Ca++ por las vesfculas y la-
hidrolisis det ATP por ATPasa de (Ca++,Mg++); es por esto que elegimos
el pH de 6.6 para poderlo comparar con el transporte de) Ca++ y el pH-
7.5 que es el 6ptimo para Ya hidrdlisis del ATP.

En la figura 23-a se observa el efecto del Mg*gbbre la velocidad
de hidrblisis del ATP a concentraciones de ATP y de ca*t constantes. -
Yanto @ pH 6,6 como a 7.5, se observa que hasta aproximadamente 2 mM -
de Mg++, tenemos un aumento en la velocidad de hidrdlisis del ATP, --
Para cualquier valor de Mg++. la velocidad de hidrdlisis del ATP es ~-
mavor a pH 7.5 que a pH 6,6,

El aumento en la velocidad es debido a : 1) la formacién del ---
comptejo ATP-Mg, el cual es el verdadero sustrato de la enzima y 2) a-
la saturacidn de un sitio especifico para el Mg++ en la enzima, sobre-
ty ATPasa de Ca++ que es necesaria para el funcionamiento éptimo de 1la
£/ vma

saiioer de 7 mM, e observa una disminucidn en ta veloclidad de-

A, del ATP, Y conplejo ATP-Mg es coanstante a partie de 2 mM o
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no hay formacién del potente inhibidor ATP-Ca (37), puesto que e}l Mgh
estd desplazando todo el ca** posible que pudiese unirse al ATP., AsT -
pué_s, suponemos que el efecto del Mg++ es un efecto inhibitorio direc~
to sobre 1a enzima; la inhibicién es relativamente pequefa, ya que a -

las concentraciones ensayadas, del orden de 12 mM de MgH'. s6lo hay ==

una inhibicidén del orden del 20 al 30 % de la actividad de la ATPasa..

4 s—a PH 8.8 N
e—e ¢ 78
%
ED ——
g s—guet
52
>
% 012 mM.
(X3 o? 1
ol os d
%Ql ash K, 19mM
-
04 / nL!i oy b0 ::._“':‘(0/"
S04 KmiEpM 0 ‘j.f?::"/ul 153 mM
Zo1 02
01 o1

2 L 13

4 ’ 10 6
1/ tag*ypiod (Mg . mM

Figura 23.- Efectg+de1 Mg++ en la hidrélisis de 1a ATPasa dependiente-
de Ca . La concentracidn total de magnesio va de O hasta-
12 mM; el medio contiene ATP 1 mM, FGTA 1 mM, KC1 80 mM,--
€CaCi,0.8 mM, a pH 6.6 v a 7.5 la concentracibn de cacl, es

de 0,95 mM.
a). Se ve la velocidad directa (en umoles), y se observa -
un méximo alrededor de 2 mM de Mg libre, asi como un ~~-

efecto inhibitorio que es el mads pronunciado para pH 7.5..
b). Es la doble reciproca de la velocidad de hidrélisis ~-
respecto a la reciproca de la concentracidn de Mg libre,
Se calculan dos constantes de activacién para el magnesio:
57.5 vy 104 uM respectivamente para ambos pHs.

¢). De la parte Inhibitorio de 1a curve (a), se puede dedu
cir una constante de inhibicidén del orden de 15 a 19 mM --
respect ivamente, para el magnesio v los efectos inhibito -
rios de este cation.
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En la figura 23-b, podemos calcular a partir de estos datos, la veloci
dad méxima y la constante de Michaelis--Menden para el Mgz+; la repre
sentacidn es la inversa de la vel~s7dad de hidrdlisis del AIP vs, la =
inversa de la concentracidn libre del Mg2+.

A pH 6.6, obtenemos una Km del orden 104 uM para el Hg2+, mien--
tras que a pH 7.5 la Km es del orden de 57.5 uM, indicando que al =----
segundo pH existe una mayor afinidad por el M92+ que a pH 6,6 sin ~--
embargo, los valores de 1la Km a ambos valores de pH son inferiores al-
mM; lo que indica que la ATPasa de (C32+, M92+) estd en condiciones --
saturantes en el interior del mdsculo con respecto al Mgz+.

La figura 23-C, es un representacidn para calcular la constante-
de inhibicién del Mgz+a partir del momento de saturacion, es decir, -~
mds alld de 2 mM de concentracidn de Mgz+..0bservamos en este caso la-
inversa de la velocidad vs. la concentracidn libre de M92+: con esto -
podemos calcular la constante de inhibicién a pH 6,6, que es de 19 mM-
y que para pH 7.5 es de 15.3 mM, Esta inhibicidn que resulta ser muy -

. . . +
semejante en ambos casos, probablemente sea debida a 1a unidn del Mgz

sobre el sitio de unidn del Caz+.

El hecho de que sean constantes muy altas, del orden de 15 a 20-
mM, indica que ese sitio posee muy poca afinidad por el M92+:-lo cual-
puede explicarse debido a que el Mgz+ por ser el catidn més pequefio de
la serie, tiene el agua muy fuertemente unida; por lo que resulta ----
dificil etiminarla e introducirse en el sitio del Ca2+, puesto que el-
radio hidratado es del orden de 4 R.

En la siguiente figura (fig. 24) se muestra el cfecto del calt,
Tenemos una representacidn de lo que s= llama el factor de saturacién,

es decir, la velocidad para cada conrentracidn, dividida por la velo -

cidad m3xima, lo que nos permite efectivamente normalizar valores para
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pHs y condiciones enzimdticas muy diferentes. Se utilizé una concentra-

cién constante de EGTA 1 mM y diferentes concentraciones de ca*t.

1 .o v v v A T T v T v Y v v v
L h s a—apH 6.6 4
' g\f 2 o—o u 1.8 ]
-

L o’ °

S 0.5¢ o ’
| / |
L7 ‘

0 .: 2 P 1 — " " N i n 1 Ao d A
8 6 4 2

pCa

>

Fiqura 24.- Representacién grifica de la fraccién de saturacidn v/V Y§
log Ca a los dos pHs 6.6 y 7.5. La concentracién de Ca -
apH 6.6 se varid de 0.1 a 1.2 mM y a pH 7.5 de 0.2 a 2 mM,
La composicién del medio de reaccidn fué: ATP 1 mM, EGTA 1-
mM, KC1 80 mM, MgCl, 4 mM, a pH 6.6 se utilizd PIPES 20 mM,
mientras que a pH 7.5 se empled” HEPES 20 mM,

A Eﬁ 7.5 se observa que exlste una mayor afinidad para el--
Ca que a pH 6.6, También se observa que el efecto inhibi-
torio por el exceso en la concentracidn de calcio produce -
un efecto inhibitorio importante en la hidrdlisis del ATP;-
prggablemente debido a un efecto de acomplejamiento del «--
Ca con el ATP, dando lugar a la formacidn del complejo --
ATP-Ca” que es muy inhibitorio y posee un valor muy elevado-
de K..

i
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Observamos que a pH A.6, la es aproximadamente 10 uM, =w---

K0.5
++
mientras que a pH 7.5 es del orden de 0.2-0.3 uM. La afinidad del Ca
por la enzima aumenta con el pH. En ambos casos se observa una subida-
relativamente riapida de la velocidad de hidr6lisis del ATP dependien -
++ - P _—
te de Ca que pasa a un maximo y muy rapidamente se observa una inhi-
bicidn de la velocidad de hidrdlisis a medida que el Ca*+ aumenta a -~
niveles por encima de la zona del uM; esto es debido a la formacién --
del complejo ATP-Ca que es un potente inhibidor de - sta enzima, como =~

ha demostrado Vianna (37), se observa una inhibicién rapida que pro -

gresa a medida que el Ca++ libre y el complejo ATP-Ca aumenta.

Seqguidamente se estudid el efecto del Sr++ sobre la actividad de
hidrdlisis del ATP por la enzima. Ya hemos indicado que el st es un-
catidn que puede substituir al calcio a nivel muscular y por tanto, a~
nivel de la ATPasa.

En un estudio previo de Mernier y Hasselback {20}, se demostré ~
que el Sr++ puede substituir perfectamente.al Ca++, ya que la ATPasa -~
de calcio hidroliza a)l ATP y adem3s, el srtt puede ser transportado al
interfor del R.S.. De hecho, soluciones de Sr++ pueden substituir al -
ca++ en el misculo y permitir que se contraiga durante algln tiempo, -

(15)

En la figura 25, tenemos nueyamente la fracci®n de saturacidn --
2 - ++ M
sobre la velocidad méxima, en funcidn del -log (Sr ) libre a dos pHs

diferentes, h.6 y 7.5. De nuevo se presenta un fendmeno semejante al -

+

que se presenta con el catt. a pH 6.6, la del sr't es del orden -

Ko.s

de mias de 10 aM (12 a 13 uM), mientras que a pH 7;5, la baja y es

Ko.5

del orden de 3 a 4 uM; lo cual nos indica de nuevo que al aumentar el~

pH de 6.6 a 7.5, aumenta la afinidad del sitio de los cationes divalen

tes por el Sr2+. rambién igual a lo que sucede con el Caz+ y con el ~-~

Mq2+.
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A pH 6.6 se observa que para 100 uM de Sr2+ se alcanza aproxima~-
damente el efecto mdximo de velocidad, mientras que a partir de esa --
concentracidn se empieza a cbservar una inhibicidén que recuerda a la -
producida por el Ca++, indicando que probablemente se est& formando el

complejo ATP-Sr y que este complejo es inhibidor de la ATPasa; pero ==

1.0 v

L o—o. pH 75 o {
8-a » 6.5 o8 :g AN
/ }\\
| 8 - °
A o
| EYAN
> \e
; 0.5} 2 A\

Figura 25,- Representa la fraccidn de saturacién v/V vs, log, de la -
concentracidn de estroncio élbre de los dos pHs., 6.6 y - .
7.5. La concentracidn de Sr” total a pH 7.5 va de 20 uM-
a 2 mM, mientras que a pH 6.6 la concentracidn varfa =----
entre 1 AM y 2 mM, S
La composicién del medio de reaccidn fud : ATP | mM, MgClz"
L mM, EGTA 1 mM, KC1 80 mM y PIPES 20 mM,

Se observa que a pH 7.5 hay una mayor .afinidad por el Sr
que a pH 6.6 la afinidad en ambos casos es le orden del - .
MM, mucho mds pequefia que en el caso del Ca™ .

Se observa también que a pH 6.6 el estroncio produce un --
efecto Inhibitorio semejante al calcio; sin embargo, a pH-
7.5 este efecto es mucho menos marcado.

2+



obviamente, este complejo se forma en menor proporcidn que con el ==--
A+ ++ . . i a
Ca y con el Mg ya que la inhibicidn se presenta para concentracio-
+
nes relativamente elevadas de Sr + y cuya constante KA para el comple-~
jo ATP-5r es de 3.98 x 103 ; sin embargo, nos encontramos con un pro -~
blema, y es que a pH 7.5 en que suponemos que el complejo ATP—Sr—podrfi
- formarse de fgual manera, se observa que la inhibicidn es aparente -
mente mucho menor que a concentraciones practicamente de 1 mM, en que-~
no hay excesiva inhibicién para dos experimentos diferentes; lo cual -
estaria indicando que probablemente el srt tiene algdn efecto diferen
++ ++ .\ .
te al Ca y el Mg en cuanto a la formacidn del complejo con ATP se-
refiere, as7 como en cuanto al efecto inhijbitorijo.
Las constantes de Hill calculadas de los pardmetros de hidrdlisis
A ++ ++
del ATP en funcidn del Ca y el Sr ', indica que son ceoperativos, es
: ++
declr, mayores de 1 , practicamente de 1,8 para el Ca a ambos pHs, -
++ ..
mientras que para el Sr  es cercano a 1; Indicando que la cinética de
transporte de sett y la cinética de hidrélisis del ATP en funcidn del-

+4
Sr , son probablemente de tipo Michaeliano.

Captacién de calcio vy estroncio por vesiculas de R.S, cardiaco,

Vamos a estudiar ahora el transporte de cationes por vesiculas de
R.S. de corazdn, asi como el efecto de los cationes divalentes del =---
4 +4 .
grupo 11-A sobre el transporte de Ca o de Sr en condiciones 1lama-
das de captacidn; es decir, con oxalato como agente precipitante de --
estos dos cationes y utilizando la técnica de espectrofotometria -----
visible con el colorante Ar 11| como se ha indicado en material y mé to

dos.
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-+ .
Efecto del Mgz+ sobre el transporte de Ca +. En la figura 26, =-~===--
observamos en relacidn directa, la velocidad de transporte de Ca++ en-

P 2 + L ogs
funcidn de la concentraclidn de Mg2 total en el medio,

Se observa una activacién hasta alcanzar una concentracidn -=-«-

aproximada de 4 mM de Mg2+ total, que es aproximadamente 2 mM de la -~

libre o bieﬁ, de 1 mM. Después notamos un efecto inhibitoric que ==~--

recuerda el efecto de este catidn sobre la ATPasa de Ca2+.
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Figura 26.~ Efecto del Mg2+ en el transporte de Caz+. Las condiciones-
fueron: R,5.(36 ug de proteina/ml.) suspendido en un medio

que contiene KC! 100 mM, CaCl, 30 uM. Ar 111 53 uM, oxala-
to 5 mM, ATP 1 mM, a pH 6.7 con PIPES 50 mM. Long, de onda
670 nm.

Las concentraciones de Mgz+utiliz§gas van de 0,5 a 14 mM.
a). Velocidad de transporte de Ca ££moles/mg. de ngteTna
/minuto) vs. la concentracién de Mg total. E1 Mg pro -
duce un efecto semejante sobre l1a ATPaja de Ca  , al que -~
se observa durante el transporte de Ca a pH 6.7.2+
Nétese el efecto de actividad maxima a 4 mM de Mg

b). Grafica de dobig reciproca (Lineweare-Burck) para cal-
cular la Km del Mg~ . E! valor de la constante para la ---
parte de activacidn, es de 0.7 mM.

gr
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¢). Representacidn de la,jnversa de la velocidad vs, la -
concentracidn del Mg para el calculo de la constante
de inhibicidén en la zona de maxima actividad, La Ki es
de 12 mM,
+

+
En dobles inversas (1/v de la actividad del transporte de Ca vs
+ . .
1/ [Mg 4j libre}, podemos calcular | a partir de los puntos que se -
++
alinean, una constante del orden de 0.7 mM para el transporte de Ca ,~-
Este es un valor relativamente alto en condiciones de pH 6.6, compara~--
" do con el valor obtenido para la ATPasa de calcio en la que tenfamos ~-
una Km del orden de 100 uM; as? como con el valor calculado en la ~----
captacidn que fué del orden de 700 uM.
Para calcular el efecto inhibitorio Kl' graficamos 1/v de trans--
R + . » .
porte de calcio vs. (Hg +j libre, con lo que aqui obtenemos una Ki del-
orden de 12 mM; recordando también que la Ki para la inhibicién de la -
ATPasa era en condiciones similares, del orden de 15 a 19 mM; lo cual -
- . . ++ . .
de nuevo nos estaria indicando que el Mg tiene un efecto semejante -~
e ++
tanto para la hidrélisis del ATP, como para el transporte de Ca y que
probablemente el efecto inhibitorio de! magnesio es debido a una compe-
tencia con el calcio por su sitio,

El estudio del calcio en cuanto al transporte, se ha realizado --
ruy frecuentemente por 1o que no es nada nuevo lo que vamos a decir en-
este caso. La figura 27-a, nos muestra el efecto en dobles inversas, la
inversa de la velocidad de transporte vs. la inversa de la concentracidn

de calcio libre.

Podemos calcular la Km que es del orden de 2.6 uM a pH 6,6, lo --
tual estd de acuerdo con los valores que nosotros hemos calculado, para
el 507 de activacidn de la hidrdlisis del ATP en el estudio anterior, vy
que concuerda también con los datos de la literatura, en que la activa-
cidn de la ATPasa » <! lranaparte de Ca++ es del orden del aM (0.5 5 -

2 )
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En la figura 27-b, lo que se representa es la inversa de la velocj
dad del transporte de calcio vs. la concentracidn de calcio libre, para-~
calcular la constante de inhibicidn del Ca++. En estas condiciones, se--
observa que la inhibicién es del orden de 45 uM. E! valor de esta cons -
tante debe estar influenciado por los valores relativos de ATP y Mg++ H

ya que influyen en la formacidn del complejo ATP-Ca.
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Figura 27,- Transporte de Ca2+. Las condijciones son: R,S. (36ug.de pro-
tefna/ml.)suspendido en un medio que contiene KC! 100 mM, -
Arill 53 uM, ATP 2 mM, MgCl, 10 mM, a pH 6.7 con PIPES 50 -
mM, Long. de onda fué de 670" nm.

Las concentraciones de calcio total van de 12,5 a 260 uM, -~
La concentraciég de calcio libre va de 3.9 a 84 uM.

a), Para el Ca libre se observa a pH 6.7 en doble recipro
ca, una Km de 2.6 uM,

b), Grafica de la inversa de la velocidad vs. la concentra-
cibn de calcio para calcular ei efecto inhibitorio. La -~--
constante inhibitoria es de 45 uH.
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Por tal razdn, el valor de esta constante puede ser debido a un ---
efecto directo del calcio o bieh, a un efecto asociado con la formacidn-
del complejo ATP~Ca’,

‘2 . 2+ :
El siguiente catién que estudiamos, fué el Sr~ , Al jgual que el --
2+ . 2+ .
Ca~ , se puede estudiar el transporte del Sr ep presencia de oxalato,~-
con la consecuente formacifn del oxalato de estroncio en el interior del
R.S. y seguir la velocidad de este transporte, con ayuda del colorante -
Ar {11 que forma un complejo, como jndicamos en la parte de material y -
. 2+ 2+ . . .
métodos, tanto con el Ca como con el Sr . Para evitar contaminaciones
2+ . 2+ .
por Ca”~ , lo que se afade en dltimo Jugar es el Sr™ , permitiendo que el
calcio contaminante sea transportado hacis el interior del! R,5, y preci-
pitado como oxalato por adicidn previa del ATP. Bajo estas condiciones,~
o+
lo que vemos es solamente el transporte del Sr2 .
l.a figura 28 nos muestra la inversa de la velecidad vs. la Inversa
de la concentracidn de estroncio }ibre. Los valores de la Km para el ~-~
+ P
Sr2 en estas condiciones de transporte, son del orden de 28 uM; es ---~
decir, 10 veces mds alta la Km para el estroncio que para el calcio; ---
e 2+ .. s
indicando que el Sr obviamente tlene menor afinidad por el sitio, que-
+ ~ " . P
el Ca2 ., Este fendmeno ya lo habiamos notado en la hidrdlisis del ATP en
. . + a
las constantes cinéticas obtenidas para el Srz que son mas altas que --
+ .
las que se obtuvieron para el Caz . mostrando una disminucidn en la ~~--
afinidad.
Esta figura nos permite calcular la constante de inhibicifén, que -
2+ . ++
es el orden de 62 uM para exceso de Sr, semejante al que produce el Ca
indicando que ya sea el Sr;%or sT mismo o bieh, por la formacidn del --

complejo ATP-5r, Se observa una inhibicién a concentraciones superiores-

a las de 20 uM en las condiciones estudiadas,
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Por tal razdn, el valor de esta constante puede ser debido a un =--
efecto directo del calcio o bien, a un efecto asociado con la formacidn~
del complejo ATP-Ca.

Lo L. . 2+ . ’

El siguiente catién que estudiamos, fué el Sr” ., Al igual que el --

2+ . 2+ .
Ca” , se puede estudiar el transporte del Sr en presencia de oxalato,-
con la consecuente formacidn del oxalato de estroncio en el interior del
R.S. y seguir la velocidad de este transporte, con ayuda del colorante -
Ar 111 que forma un complejo, como indicamos en la parte de material y -
. 2+ 2+ . . .
métodos, tanto con el Ca como con el Sr~ , Para evitar contaminacicnes
2+ . 2+ .
por €a“ , lo que se afade en dVitimo lugar es el Sr™ , permitiendo que el
calcio contaminante sea transportado hacia el interior del R,S., y preci-
pitado como oxalato por adicidn previa del ATP. Bajo estas condiciones,-
2+
lo que vemos es solamente el transporte del Sr™ .

La figura 28 nos muestra la inversa de la velocidad vs. la inversa

de la concentracidn de estroncio libre, Los valores de la Km para el -~-
+ P

Sr2 en estas condiciones de transporte, son de| orden de 28 uM; es ----

decir, 10 veces md3s alta la Km para el estroncio que para el calcio; ---

L 24+ - -

indicando que e) Sr obviamente tiene menor afinidad por el sitio, que-

+ - 'l -2 B
el Ca2 . Este fendmeno ya lo hablamos notado en la hidrélisis del ATP en

P . + -
las constantes cinéticas obtenidas para e} Sr2 que son mas altas que ==
. 2+ L ‘s
las que se obtuvieron para el Ca , mostrando una disminucidon en la ~-=--
afinidad.
Esta figura nos permite calcular la constante de inhibicidn, que -
2+ . ++
es el orden de 62 uM para exceso de Sr, semejante al que produce el Ca
I + . . .
indicando que ya sea el Srgpor sT mismo o bieh, por la formacidn del --
complejo ATP-Sr. Se observa una inhibicidn a concentraciones superiores-

a las de 20 uM en las condiciones estudiadas,
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. . ++ N
Por Gltimo, estudiamos el efecto del Ba , Para este cation no ---

Koo 2781075 M.
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Figura 28,- Transporte del Sr2+ por el R,S,, Las concentracjones de re -
accidn son ; R.S, (36 ug de proteina/ m},} suspendidos en un
medio que contlene KC} 100 mM, Aritl 53 uM, Oxalato 8 uM, ~~
ATP 1 mM, MQCIZ 4 mM, a pH 6.7 con PIPES 50 mM, Long. de --
onda : 670 nm, 24
La concentficlén del Sr” wva de 25 a 240 uM y la concentra -
cion de Sr jbre es de 7.6 a 74 uM.

a). Para el Sr se observa en una gréfica de dobles recipro
cas, una de 27.8 uM.

b). La representaci69+de la inversa de la velocidad vs, la =
concentracidén del Sr” , da una constante de inhibicidn Ki de
61.8 uM durante el transporte.
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heme~ podido medir, &) menos colorimétricamente, e! transporte hacia el
interior del R.S ; creemos que si se transporta, es muy lentamente y en
muy pequefas cantidades: ademds de que probablemente no hay precipita-
cién de Ba'' en forma de oxalato de bario en el interior del R.S,, ----
porque e! producto de solubilidad de esta sal es mucho m8s pequefio que
el correspondiente para los olros caliones ansayados y porque la -=~----
cantidad de Baz+ transportada no alcanza niveles suficientemente altos-
como para precipitar con oxalato. Lo que experimentalmente hicimos, fué
estudiar e! efecto del Ba2+ sobre el transporte del Caz+: sequido por -

NPT . . +
el método colorimétrico a varias concentraciones de ['Ca2 J libre,

Se probaron dos concentraciones diferentes de bario libre, 105 y-

187 pM respectivamente. (fiqura 29).

Al representar los datos del efecto inhibitorio del Ba2+, —————

observamos en la representacidn, la inversa de 1a velocidad del ~~----
2+ R . .2 2+ .,
transporte de Ca vs. la inversa de concentracidn de Ca libre; lo --
cual! nos da unas rectas que se cortan con el eje de las ordenadas, --=-
indicando que el bario estd produciendo una inhibicidn de tipo compe -

titive s nivel de) transporte de calcio: lo que era de esperarse.

+ +
Podemos entonces suponer, que el Ba2 se fija en el sitio del Caz

La constante calculada es del orden de 29 uM, aproximadamente 10-
veces mayor que la constante de afinidad del Caz+ y semejante a las del
+ - P . .-
Sr2 ; esto nos indica que el bario es menos afin al sitio de fijacion -

que el calcio, vy parecido al estroncio.
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Figura 29.- Efecto inhibitorio del Ba++ en el transporte del Ca++. Las -
condiciones de reaccidén son las siguientes: R.S. (36 ug de -
proteina/ml.) suspendido en un medio que contiene KC! 100 mM
Arlit 53 uM, Oxalato 5 mM, ATP 1 mM, MgCl, 4 mM, a pH 6.7 ~--
con PIPES 50 mM. Long. de wnda de 670 nm,

La concentracién de bario total va de 200 a 350 uM vy la ----
concentracidén de calcio libre va de 10 a 3_§_guM.

No se pudo determinar el transporte del Ba , lo dnico que_ -
se pudo ver es un efecto inhibitorio del transporte de Ca
En la figura {12), tenemos una gr&fica doble reciproca para-
concentraciones de calcio variables a dos concentraciones --
diferentes de bario, una e¢s de 105 uM y otra 185 uM y -~=-=--
podemos decir que la inhibicidn es de tipo competitivo como-
cabria esperarse, es decir, el Ba se fija sobre el sitio de-
unidn del calcio. La constante de inhibicién calculada es -
del orden de 29 uM.
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En base a los resultados obtenidos en la determinacién de la constante
de asociacidn (KA) entre el colorante Ar Ill y los distintos cationes,

se observa gue

catt K = 38.5 x 105 W
++ A 3 -1
Mg H KA = 2,.0x 10" M
sett Ky = 14.2 x T
Ba™* Ky = 11.5 x 103 w7
Es decir, el orden de seleccion del Ar 1}l con respecto a los cationes

ensayados es

catt ~ Sr++7 gatt ) Mg++

lo cual corresponde a la serie ll1-b propuesta por Eisenman y Sherry -
{7.31).
Para la ATPasa, tanto a pH 6.6 como a pH 7.5, aunque no tenemos el -~-

efecto del calcio es también mayor que el del estroncio y este a su =--
. - I ++ -

vez, mayor que el del magnesio, indicando que el Ba efectivamente, -
_ ++ ++

se encuentra después del Sr y antes que el Mg .

La misma serie podria esperarse en cuanto al! orden de selectividad de

los cat iones, tanto para la hidrdlisis del ATP como para la .ot e

lo cua! ademds es normal, puesto que la hidrdélisis del ATP est§y ------

acoplada al transporte de calcio y viseversa

la velocidad de hidrd&lisis se encuentra que es mayor en todos los ---
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casos a pH 7.5 que a pH 6.6 . Dicho aumento se verifica hasta aproxima-
damente 2 mM de Mg++, 1 pM de catt y 100 puM de Sr++, con lo que se -=-~

verifica que tanto a pH 6.6 como 7.5, la ATPasa de (Ca++, Hg++)

, se =--
une a lns cationes del aruno 1! A en el sigquiente ordenamiento

Ca++;b Sr+€=; Ba+f=b Mg++ que efect ivamente corresponde a la serie-
11i-b propuesta nor Sherry et al.

El aumento de la velocidad es debido a la formacién del complejo -=----

ATPasa v n 1a saturacidon de los sitios receptores de Ta enzima.
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C ONTLUS I ONESS

Hemos visto.que los cationes se seleccionan para la captacién, de ~-=~=-=
acuerdo a la serie !ll-b propuesta por Eisenman y Sherry (7,31). ! Que--
significado tiene la serie lil-b 7. Al comparar la selectividad de los-=~
cationes con otros sistemas conocidos, por ejemplo, el Ar Il que tiene-
cuatro grupos anidénicos y de los cuales, dos de ellos son sulfénicos y--
los otros dos son arsdnicos, selecciona a los cationes en el orden : =-r=-
Ca++> Sr++> Ba++> Mg++ , que corresponde precjsamente a la serie ~--

H1-b.

Otro tipo de compuesto que se utiliza frecuentemente para hacer que los-
cationes divalentes, el Ca++ en particular, se encuentren tamponados en-
el medio, es el EGTA, que nosotros hemos utilizado justamente para -----
modificar las concentraciones de Ca++: Sr++ Y Ba++ libres en el medio -~
de reacci6n. De datos publicados en la literatura, hemos calculado que a
pH 6.6 el orden de selectividad del EGTA por los cationes divalentes -~
es: Ca+4'j> Sr++ :, Ba++:> Mg++, o cual nuevamente representa la serie -~
Il1-by a pH 7.5 el tipo de seleccién obtenida, es ta misma, con lo que-
nos damos cuenta de que tanto el EGTA; que posee cuatro cargas negativas
debidas a sus grupos carboxilicos, como el Ar Ill, que también tiene ~--
cuatro cargas negativas debidas a sus grupos sulfonato y arsénico ~=-=--~

seleccionan en el mismo orden en que la ATPasa de R.S. de miscula ~~-r-

cardiaco selecciona a estos cationes.

El orden de seleccidn del ATP depido a la formacidn de complejos con -~-
-+ + ++ :

los cationes es Mg++> Ca' D srt *» Ba . Esta serie de acuerdo a la-

teoria de Eisenman y Sherry, es la serie VII, que corresponde a la serie

deshidratada de los cationes.

Esta comparacidn nos indica que la ATPasa de R.S. de misculo cardiaco, -

une a los cationes en un sitio que posee un campo de fuerza relativa ~-~-
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mente débil.

Por asociacidn con lo que ocurre con el EGTA o con el Ar II!, en que-
las fuerzas con que se unen los cationes a los sitios, es justamente --
mediante la coordinacién entre los grupos cargados negativamente y cada
uno de los cationes, podriamos pensar que el Caz+ se selecciona a nivel
de la ATPasa de R.S. de misculec cardiaco, en el sitio de unién de los =~
cationes divalentes, porque existe un lugar con cuatro cargas negativas
que probablemente correspondan a grupos carboxTlicos con los cuales -~-
interacciona mediante fuerzas coulombianas y por coordinacién con el --

+ . P - .
Ca2 en dicho sitio. Por esta razdon la seleccién es el resultado de ~-
. .. 2+ 2+
que la coordinacidn con el Ca sea mayor que con el Sr y @ su vez --
++ 2+ .
mayor que con el Ba y con el Mg~ , debido a que la fuerza de estos -
cuatro grupos carboxilicos, no es suficiente como pra eliminar el agua-
2+ s 2+ . =

del Mg o bién, porque el Mg es demasiado pequefio y deforma grande -
mente el sitio de unidén de los cationes.

Hasta e] momento hemos determinado cual es la serie de seleccidn -
de los cationes en la ATPasa de calcio. En base a esto, surge una ~----
hipbtesis de trabajo consistente en demostrar que el sjitio donde se ---

e . . 2+ 2+ .
fijan los cationes en esta enzima (ATPasa de Ca y Mg~ '), es un sitio-
que posee 2 o 4 grupos carboxilicos. En parte, esta pregunta ha sido -
resuelta por Pick y Racker {26), quienes han observado que la unién de-
una diciclohexilcarbodiimida (reactivo especifico de los grupos ~-==-~-
carboxilicos), inhibe a la ATPasa, para lo cual, es necesario que el =~

+ - . s .
Ca2 se haya eliminado no solamente por la adicién del EGTA, sino =-----
también por la presencia de un iondforo que elimina totalmente el =-=--
calcio presente,

En ausencia de CaZ+, la diciclohexilcarbodiimida reacciona al =---
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menos con un grupo carboxflico, inhibiendo tanto a la ATPasa como al --
transporte de calcio e incluso, por cada ATPasa con un solo grupo --=---
carngflico que se bloquee, es suficiente para que se inhiban dos ===~~~
ATPasas. La estequiometria de unidn para la diciclohexilcarbodiimida, -
es media mol de carbodiimida unida por dos moles de ATPasa Inhibidas; -
lo cual indica en cierta forma, que el sistema de asociacidn sobre la =
membrana, es un dimero de dos subunidades de 100,000 daltones; esto ~~-
explica porqué por cada ATP hidrolizado existen dos calcios que son ~=--
transportados.

Vale la pena entonces elaborar otra hipétesis de trabaio; ya que
con lo que respecta al Sr2+, aparentemente la estequiometria es de 1 -
ATP hidrol izado por cada Sr2+ transportado (20); en estas condiciones,

' péra inhibir la hidrélisis del ATP dependiente de Sr2+, es necesaria -
que la estequiometria fuera de una molécula de carbodiimida unida, por
cada molécula de ATPasa.

Estas son las hipdtesis de trabajo qué quedan efectlvamenté por-

comprobar y que se debe intentar responder con trabajos pdsteriores.
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