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D E A B R E V 1 A T U R A S 

Retículo Sarcoplásmico 

Dimetilsulfóxido 

Adenosina 5-trifosfato, sal de tris (hidro­

ximet i laminometano). 

p-bis-(o-meti lstil) benceno 

Piperazina-N,N'-bfs (2-etansulfonato) disodio. 

2,5-Difeniloxazol. 

Acido tricloroácetico. 

Acido cti len gllcol-bis-(B-aminoet~leter)- N,N'­

tetra acético. 

Acido (2,2'- (1,3-dihidroxi-3,6-bisulfo- 2,7, -­

naftalen)-bis(azo) dibencenarsónico. 

Dodecil sulfato de sodio. 
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S O L U C 1 O N E S M E D 1 O S y R E A C T 1 V O S 

Solución de homogenización (solución "A") 
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NaCI 

Solución para líquido de Centelleo 
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PPO 
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~luciones para electroforesis 
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B: 

Color<rntP. 

Tampón de fosfatos 

SDS 

JJME 

Azul de bromofenol 

Glicerina 

,llME 

Fofatos (O. 1 M) 

Azul de Coomassie 

Metano] 

Ac ido Acét ir.o 

(pH 7.2) 

(0.05 % en agua) 

Concent rae iones 

10 mM 

5 mM 

9.0 % 

100 gr. 

2 gr. 

lt. 

42 ml. 

1 t. 

573 ml. 

o. 1 M 

10 'l; 

10 % 

3 ul. 

gota 

5 u 1. 

50 pl. 

2 .5 g/I. 

50 z 
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Tampón de fosfatos (pH 7.2) 

sos 

Parcl conservación de geles de Poliac_rilamida: 

Acido Acetico 

Medios de Reacción 

ATPasa Total 

KCI 

PIPES 

MgCI 
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CaCI 
2 

pH 

ATPasa Basal 

KC l 

PIPES 

MgC1 2 
EGTA 

pH 

Ligamen 

KCl 

PIPES 

MgCl 2 
CaCl 2 
pH 

Captación 

KCl 

PIPES 

MgC1 2 

Concentraciones 

7.5 % 
5.0 % 

0.1 M 

0.1 % 

7.5 % 

100 mM. 

10 mM 

5 mM 

0.02 mM 

6.6 

100 mM 

10 mM 

5 mM 

1 mM 

6.6 

100 mM 

10 mM 

5 mM 

0.02mM 

6.6 

100 mM 

10 mM 

5 mM 

45
ca 
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ConcenLrdc 11._¡¡,· 

K2c204 . H
2

o 5 mM 

cac1 2 o.os mM 

pH 6;6 

Peroxidación total de lípidos: 

Tampón de fas fatos (NaH2P04/NazHP04 
0.2 M, pH 7.4) 60 mM 

KCl 45 mM 

Acido ascórbico * o.4 mM 

Feso4 * 0.02 mM 

Med los de conservación 

Isotónico 

Sacarosa 250 mM 

PIPES 10 mM 

NaN
3 5 mM 

))ME 1 mM 

pH 6.6 (con KOH) 

Hipertónico con saca r·osa : 

Sacarosa M 

PIPES 10 mM 

NaN
3 5 mM 

JiME 1 mM 

pH 6.6 (con KOH) 

Hipertónico con sacarosa y DMSO 

Sacarosa 'I 

PIPES 1 o mM 

NaN
3 5 rnM 

~E mM 

DMSO 10 % 

pH 6,6 (con KOH) 

·'· ,.....,¡....,-...... . ..:;- de preparación reciente, 
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Medios para purificación de mfcrosomas. 

Medio de conservación ''A'' 

Sacarosa. 

Tris-Maleató ·c;~'6:a) 
~;, 

Medio con bxii,lato 

KCl 
' , ,, ~ 

Tris::.Mal ié:o 

MgC1 2 
Oxalato con K 

ATP 

Para gradiente 

KCI 

Pirofosfato de sodio 

Tri-HCI {pH ].2) 

Medios para purlficaci6n de ATPasa de (Ca++, Mg++) 

De resuspenslon 

Sacarosa 

Tris-HCI (pH 8.0) 

Medios de suspensión 11011 

Sacarosa 

Histidina 

Tris-HCI (pH 7.6) 

Concentración 

0.25 M 

20.0 mM 

so.o mM 

20.0 mM 

10.0 mM 

10.0 mM 

s.o mM 

0.3 M 

O.OS M 

0.1 M 

0.2S M 

10.0 mM 

0.66 M 

1.0 mM 

SO.O mM 
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Reactivos Concentraciones 

11p11 : 

4 % 

11511 

Cuso4 "SH20 0.5 % 

Tartrato de sodio y potasio 1.0 % 

.. e" (mezcla de "P" y "B" para n tubos): 

Reactivo 11p11 n mi. 

Agua n mi. 

Reactivo 11 8,. 0.4 X n ml. 

Estandar de proteínas 

ABS mg/ml. 

Reactivos para Fosfatos. 

"FS" 

1 O N 

"FM" 

Mol ibdato amónico 10 % 

A 50 g. de (NH 4)6Mo7)
2

"4H2o, se añaden aproximadamente 400 ml, de 

reactivo "FS", para evitar la formación de pasta, se agita. conti­

nuamente y se afora posteriormente a 500 mi. con el mismo reacti-

vo. 

"FF" (Mol ibdato ferroso rec i en temen te preparado) 

Reactivo "FM" 10 mi. 

Agua 70 mi. 

FeS04 "7H20 5 g. 

Agua cbp 100 ml. 
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R E S U M. E N 

Se prepararon las vesículas de Retículo Sarcoplásmico R.S. cardia­
co de ~erro y se sometieron a tres temperaturas diferentes: 7 ºC: 1 ---­
-18 ºC- 0.5 y -195.8 ºC; suspendidos en tres tipos de medios: isotónico, 
hipertónico e hipertónico con DMSO. ++ ++ 

. ~e siguió la actividad de la ATPasa de(Ca , Mg )y el transporte-
de Ca+ por el R.S., durante un período de 7 a 9 días desde su prepara -
ción. 

Se determinaron las posibles causas de la pérdida de actividad -­
biológica, midiéndose la peroxidación de lípidos membranales, 1 iberación 
rl~ fosfato (p;). •13ri;iciñn r>n Li r~~-,- oic ión de proteínas e influencia -
de la velocidad de congelación. 

La condición óptima encontrada para la preservac1on de la actividad 
del R.S. cardiaco, fué la presencia d~ un medio hipertónico para suspen­
der las vesículas y el congelamiento de las muestras a la temperatura -­
de -195.8 ºC. 

Las causas que encontrarnos para el deterioro de la actividad del-­
R.S. cardiaco fueron : 
a).- Formación de aldehídos procedentes de la peroxidación de los 

lípidos rnembranales y 
b).- Posible formación de cristales de ~gua que dañan la membrana y 

particularmente a la actividad ATPásica. 
Asimismo, se purificaron microsomas de R.S. cardiaco mediante el -

método descri¡~ po¡ Mac Lennan (1970), para posteriormente obtener una -
ATPasa de (Ca ,Mg +¡ altamente purificada, con la que se provó el 
efecto de los cationes+~ivalentes del grupo 11-A de la tabla periódica;­
en el trans=orte de Ca . 

lifara :Q] efecto, se detern1inaron las constantes de 
Ar 111 con c2da uno de los cationes en ensayados en+~¿¡se 

se+!fbtuvo l 2 serie de selección p<Jr¿¡ el Ar 111 : Ca ) 
Hg 

asociación del­
a ¡~s cualn, -
Sr > Ba > 

Los eotudf,,, tanto de captación r:omo de transporte se real izaron 
a 2 pHs distintos 6.6 y 7.5 . A pH 7.5 la afinidad sitio-catión se----­
encontró que es mayor qu~+ª pH 6.6 . 

Excect'.J rara el Ba el cual se transporta muy lentamente y 
practicamer:e no precipita como oxalato de Bario, se encontr¿ que el 
comportamie-to de los restantes cationes se debía probablemente~ la 
fo¡~ación~::.e\ cornp¡ejo ATP-M-, cuya serie de selección es: Mg+ ) 
Ca ) sr· > Ba+ y que corresponde i1 la serie deshidratado de los 
cationes. 
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1 N T R o D u e e 1 o N 

Una caracterTstica bien patente de todos los animales, es su -

capacidad de moverse voluntariamente al contraer sus músculos. A --­

principios del siglo 111 A.C. Eristato de la escuela filosófica de -

AlejandrTa, fué quien por primera vez reconoció a los músculos como­

los órganos de la contracción. (35) 

Los estudios hechos por Francis Gl isson en el siglo XVI 1 o.e.­

Indicaron que las fibras musculares del organismo, poseen la propi~ 

dad especial de lu "irritabilidad"; lo que provoca la respuesta a 

los estTmulos mediante el fenómeno de contracción (Needham 1971). 

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

Actualmente se sabe que las células musculares, al igual que -

las neuronas, pueden ser excitadas química, eléctrica y mecánicamen­

te, produciendo un potencial de acción que es transmitido a lo largo 

de la membrana celular, Estas células, se encuentran adaptadas al -­

acortamiento unidireccional que se verifica durante la contracción -

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

Para que la contracción se 1 leve a cabo, es necesaria la partJ.. 

cipaci6n de la maquinaria contráctil, asT como de un mecanismo que -

se activa por el potencial de acción. 
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La ejecución de trabajo mecánico no está 1 imitada en modo alguno al 

músculo. Casi todas las células contienen filamentos contráctiles y 

microtúbulos que participan en algunas funciones celulares importantes­

tales como : 

a).- Organización del contenido celular. 

b).- Formación del huso y división celular. 

c).- Actividad de cilios y flagelos. 

d).- Transporte de material, al interior de las célular por endocitosis 

La matriz citoplásmica de las células contráctiles se encuentra sumamen 

te diferenciada; la mayor parte del citoplasma se encuentra ocupado por 

fibrillas contráctiles, las cuales en el músculo liso. son ho1110~'"""ªs y 

birrefringentes; mientras que en el músculo cardiaco y esquelético son­

estriadas y poseen zonas obscuras y birrefringentes (anisotrópicas), -­

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

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

tres tipos de células musculares, las cuales son: 

a).- Célula de músculo esquelético. 

b) .- Célula de músculo cardiaco 

c) .- Célula de musculo 1 iso. 

En general, las características funcionales de los diferentes tipos --­

musculares son las siguientes: 

Músculo esquelético. 

1.- Se encuentra unido a los huesos del organismo. 

2.- Es el responsable del movimiento de ciertas partes del esqueleto, 

3.- Carece de c0nexiones anatómicas y funcionales entre las fibras ---

Individuales. 
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4.- Se encuentra bajo el control del Sistema Nervioso Somático. 

5.- No se contrae normalmente en ausencia de estímulos nerviosos. 

6.- Tiene estrías transversales bien desarrolladas. 

Músculo Cardico. 

1.- Se encuentra bajo el control del Sistema Nervioso Autónomo. 

2.- Posee estrías transversales. 

3.- Se contrae rítmicamente en ausencia de inervación externa, debido­

ª la presencia en el miocardio, de células marcapaso que desear -

gan espontáneamente. 

Músculo liso. 

1.- Rodea las cavidades huecas del organismo 

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

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

organismo. 

4.- Carece de estrías transversales 

5.- Contiene células marcapaso que descargan irregularmente, 

El mOsculo esque1€tico está constituido por haces de fibras largas; cada 

fibra puede ser considerada como una sola célula multinucleada (de 100-

a 200 núc 1 eos) ; ésta a su vez, se encuentra rodeadi1 por una membrana -­

po 1 ar izada electrica~entc, con una diferencio de polenci~I de 0,1 volt­

een el interior ne9at ivo y el exterior positivo. Ta111bién se hal Jan pre­

sentes los organelos tfpicos de las células, que reciben nombres espe -

ciales; así la membrana plásmica de las fibras musculares se nombra -­

sarcolema, el citoplasma en el sarcoplasma y las mitocondrias se llaman 

sarcosomas. (5). 
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Gran parte de la célula muscular la ocupan sus elementos contráctiles,--

las miofibrillas, que se encuentran dispuestas en paquetes de haces 

paralelos al eje de contracción '• Estas miofibrillas estan banadas y --

rodeadas por el sarcoplasma, que es el flufdo intracelular· del masculo -

y que contiene elementos solubles; por ejemplo: ATP, Fosfato, Fosfocre--

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

Las miofibrillas constan de prolongados y finos h~ces de miofilamentos--

que se agrupan en forma regular dentro de una unidad estructural denomi-

nada sarcómero y que se repite cada 2,2 micras en el músculo cardiaco y-

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

Tanto en el músculo esquelético corno en el cardiaco, 105 sarcómeros están 

dispuestos transversalmente, mostrando estriaciones que son caracterís -

ticas de la célula muscular y que se forman a consecuencia de la super -

posición de bandas claras o isotrópicas (1) y bandas densás o aniso----

trópicas. (A). 

, 
Las principales características del sarcómero que es la unidad contrae--

til del músculo que se encuentra encerrado entre dos líneas Z, están ---

indicadas en la figura J. 
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Figura 1~- Diferencias morfo16gicas presente en las células estriadas 
Célula de músculn esquelético (arriba) y célula de musculo 
cardiaco (abajo). 
Se observa en ambos casos la presencia de mitocondrias --­
mlofibril las, Retículo Sarcoplásmico y sarcotúbulos. 
Notese que las células de músculo cardiaco tienen tanto -­
mi.tocondrias como sarcotúbulos de mayor tamaño. La disposi 
ci6n del R.S. en ambos es diferente. -
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Figura 2.- Esta representacídn'es una parte muy pequeAa de una f ibri-
1 la de mGscuTo esquelético de conejo, Las estriaciones ob­
servadas en el mGsculo esquelético y cardíaco, son debidas 
a la superposición de bandas claras y bandas densas como -
se aprecia en la figura. (Micrografía electrdníca hecha 
por H.E. Huuxley, del Uníversíty Collage de Londres). 

Mediante los estudios real izados por H.E. Huxley y J. Hanson (3) 

se ha comprobado que las bandas 1 corresponden a filamentos delgados -

de 6 nm de diámetro, compuestos por moléculas de Actína, 

Estos filamentos aparecen unidos a ambos lados de una estructura estre 

cha y densa que atraviesa la banda 1 y que se llama linea z. 

Las porciones densas de las bandas A, contienen tanto filamentos 

delgados (Actina), como filamentos gruesos de 15-17 nm. de diámetro 

dispuestos hexagonalmente; éstos últimos, formados por moléculas de 

Miosina. Las moléculas de Mfosina se encuentran unidas temporalmente a 

las de Actína, mediante unos puentes transversales (Actlna-Mioslna), -
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que constituye la única conexión estructural entre ambas. 

Los filamentos de Actina tienen asociadas dos proteínas que regulan la 

construcción y ruptura de los puentes transversales; la Troponina y la 

tropoíniosina, La disposición molecular de éstas, es de una molécula de 

Troponina y otra de Tropomlosina, por cada siete molécular de Actina -

G. ( Ver figura 4 ) • 

Filamento 
grueso 

Cabeza de la 
111iosin<1 

"""--------T 
Articul;1c ión 

Centro de 
del ATP 

Filamento 
delgado 

Monómeros 
de actina 

Troponina. con 
centro de: unión 
para el Cai. 

·- Tropomiosina 

Figura 4,- Disposición de las moléculas de Tropomiosina y de Tropor,ina 
en los filamentos delqados y su relación con las cabezas de 
Miosina de los filame~tos gruesos. Existe una molécula de -
Troponina por cada siete monómeros de Actina G. La escruc­
tura de la Actina F (filamentos) se representa mediante dos 
cadenas de cuentas dispuestas hel icoidalmente y en las ~ue­
cada monómero es una unidad de Actina G (globular). 
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1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 J UN~ H 1 

11 1 1 11 
11 1 1 11 

LINEA Z PSEUDOZONA H LINEA Z 

Figura 3.- Corte longitudinal de músculo estriado de la pata de una rana 
Las principales características del sarc6mero son las siguie!:!_ 
tes: 
La banda 1 es clara debido a que está formada por filamentos­
delgados; se encuentra bisecada por una densa línea transver­
sal denominada línea Z. 
La banda A es densa (y por ello obscura), está 'formada por la 
superposición de filamentos gruesos y delgados. La porción -­
central de Ja banda A, la zona H, es menos densa que el resto 
de Ja banda y esta bisecada por una densa línea transversal.­
la línea M. 
El sarcómero que es la unidad longitudinal completa que se -­
repite, se extiende desde Ja línea 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 proteínas del aparato contráctil en músculo esquelético y----­

músculo cardiaco respectivamente; además, asociada a la Miosina se --­

encuentra otra proteína : la Proteína C (P.M. 140,000 daltones}, mien­

tra~ que la Tropomiosina (P.M. 70,000 daltones} y la Troponina se---­

hallan asociadas a la Actina. La Troponina está compuesta a su vez ,­

por tres subunidades : Troponina 1, Troponina T y Troponina C (El P.M. 

de cada una es de 18,000 a 35,000 daltones), cuya función específica -

en el mecanismo contráctil está representada por las siglas C, 1 ,T. 

La Troponina Ces fijadora de dos moléculas de calcio y cambia -

de conformación durante el proceso contráctil; la Troponina (inhibi-

dora), posee centros de unión para la Actina, pero no 1 iga calcio; 

Inhibe la Interacción de la Actina con los puentes cruzados de las ca­

bezas de. Mloslna; la Troponina Tes una subunidad que actda fijando la 

Tropomiosina, 

Las células moleculares contienen un ret1culo endoplBsmlco alta­

mente especial izado, denominado Retfculo Sarcoplásmlco (R,S,), 

El R,S. en el mOsculo esquelético, es un sistema de membranas 

que se extiende como una red a través del sarcoplasma, rodenado a las• 

mloflbrillas, Este sistema presenta un patrón tal, que sus zonas 

tienen una relación constante con las bandas del sarcómero, 

A la altura de la banda A, el R.S. se presenta como tObulos ---­

longitudinales que por un lado se anastomosan en la reglón de la banda 

H y por otro lado hacid la línea l confluyen ensanchandose en una-·-­

estructura.denominada cisterna terminal, que almacena la.mayor parte -

del Calcio en condiciones de reposo (5,23). 



- 22 -

~·-

1 

-T.u..Jo 

'""'"""' . - CIMcma ........ , 

Figura 5.- Se Ilustra la disposición del Ret1culo Sarcoplásmico de --­
músculo esquelético, el cual se encuentra rodeando a las -­
miofibril las. Las cisternas terminales se encuentran Indica 
das mediante flechas. 

Fu~ Anderson y Cedergen en 1959, quienes utilizando la recontruc 

c16n tridlmlenslonal mlcrosc6plca, demostraron que los elementos cen -

trales (en músculo esquelético), son túbulos continuos altamente convo 

lutos. (Ver figura 5). En músculo cardiaco, la dlsposlc16n de tales --

tObulos es semejante a la que se presenta en la figura 1, 



- 23 -

En 1969, H.E. Huxley, sugirió que la despolarización de la es --

tructura denominada Retículo Sarcoplásmico, podría inducir a la 1 ibera 

ción del calcio de las cisternas terminales. 

En músculo esquelético existen dos cisternas terminales y un ---

túbulo transverso que se asocia para formar una estructura denominada 

triada, mientras que ettmúsculo cardiaco, las cisternas terminales que 

son menos abundantes y más pequeñas que en el músculo esquelético, se-

asocian con el túbulo transverso de tal modo que forman diadas.(Ver --

figura 1). 

Diversos estudios bioquímicos (27,28,30) han revelado la compo-

~iclón de la membrana del R.S. esquclEticc. Los lípidos constituyen 

del 30-40%, mientras que el resto 60-70% está formado por proteínas 

(28). 

De ·1os lipidos totales, el 80% está formado por fosfolfpidos ---

entre Jos que destacan la fosfatidilcollna (65-73%) y la fosfatidileta 

nolamina (12-19%); los cuales, según reportes de Knoles y colaborado -

res (21 ,27), son indispensables para la actividad milxlma de la ATPasa­

de (Ca++.Mg++); asimismo, se ha encontrado la presencia de fosfatidiJi· 

nositol y la fosfatidilserina, cuya proporción es mucho menor que las-

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

Las protefnas relacionadas con el transporte o la acumulación -­

del Ca++ son : 

a).- ATPasa de (Ca++,Mg++); dependiente de Mg++ y activada por -

el Ca++. Pasa alrededor de 100,000 daltones y constituye --

del 80-90% del total proteico en las membranas microsomales 

(28,JO). 
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b).- Calsecuestrina; con un peso molecula( de 44,000 daltones y 

una elevada capacidad de fljar Ca++ (43 nmoles de Ca++/mg­

de proteína). (28,30)~ 

c).- Proteína de alta afinidad por el calclo; pesa 56,000 dalt~ 

nes y fija Ca++ en una proporción de 25 moles/mol. de pro­

teína (28,30). 

d).- Fosfolamban; proteína encontrada únicamente en músculo car 

diaco y cuyo peso es aproximadamente de 22,000 daltones. -

Se cree que juega un papel modulador en cuanto a la cant1-

dad y velocidad de entrada de Ca++ al interior del R.S, -­

cardiaco (28,30). Los requerimientos del Fosfolamban para-

que se efectue dicha función, son la presencia del c-AMP y 

de una proteína cinasa, capaz de fosforilar al Fosfolamban 

e).- Proteolípido; proteína de peso molecular de 12,000 daltones 

que se encuentra muy asociada a la membrana y cuyo papel -

se desconoce (26,28,30), . 

De las anterlores proteínas, la Calsecuestrlna y 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 Holg~in (41), que son las -----

responsables de mantener unida a el las la cantidad de Calclo acumula-

da durante los procesos de relajacion miocárdiaca. 

Actualmente se sabe, que la función del R.S. en las células ---

musculares, es la de regular la concentraclón y los movlmientos de -­

Ca++ intracelular. Esta teoría es apoyada por lo< trabajos que real 1-

zaron Endo V Col. (1970), en fibras áisladas. Ellos propusieron un 

mecanismo de liberación de Calci.o del R.S. al citoplasma, inducido 
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por pequeñas elevaciones del Calcio citoplásmico después de la despo12.. 

rlzación (8). 

-· - ..) ' ....:: R.S. L.Uli;J\..d Ü\... uII ~istema de membrana impermeable -

al calcio, una bomba de calcio capaz de transportar dicho catión y por 

último, de la disposición morfológica intracelular adaptada específic~ 

mente para la realización del transporte y 1 iberación de calcio. El -­

desarrollo global del mecanismo contráclil d 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 -­

rnnrnn•"Jciones de MgATP , mientras que la concentración de Ca++ ---­

citoplásmico, es menor al requerido para la concentración (10-?M). 

A nivel microsópico 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 unión sobre la actina. 

El estímulo para que se efectOe la contraccidn del mOsculo, es -

un impulso eléctrico que procede del nervio motor o de la célula mar -

capaso y se extiende rápidamente por todo el sarcolema, provocando su­

despolarización; misma que es transmitida instantáneamente al interior 

de l?s fibras a través de los tubos T. 

La despolarización del sistema T provoca que se transmita una -­

señal (hasta ahora desconocida), al interior del R.S., la cual provoca 

un aumento en su permeabilidad, permitiendo así la salida de iones Ca++ 

previamente almacenados en las cisterna~ del R.S. durante la relaja-· 

ción anterior .. (Ver figura 6). 
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Tubos T. 2 3 

+ .. + + + + + + + .. + + + + + ~ -

--ci.+ .-: ·11--. ~ 
. . ·~ ~ 

Reticulo Sarcoplásm1co 

Figur~ 6.- Mecanismo de contracción muscular. Los iones de calcio --­
(representaao5 µu1 1os puntos negros) estan normalmente 
almacenados en las cisternas del Retículo sarcoplásmico 
(6-1). 
El potencial de acción se propaga a través de los tubos T, 
lo que provoca las despolarización de ta membrana que da -
lugar a una señal que hace que se 1 lbere el calcio y que -
los filamentos de Actina se deslicen sobre !?s de Mlosina. 
La_5oncentraclón de calcio aumenta desde 10 M hasta ----
10 M durante este proceso (6-2). 
Las líneas Z se aproximan entre sí Entonces el calcio es -
bombeado hacia el R.S. y el músculo se relaJa. La caneen -
traci§~ del calcio cltoplasmatico es nuevamente del orden­
de 10 M(6-3). 

Esta instantánea descarga de Ca++ desde el interior del R,S. -­

aumenta su concentración a 10-S M en el sarcoplasma y desencadena la­

interacción entre los filamentos gruesos y delgados: el Ca++ se une a 

los centros de unión de la Troponina C (TnC), lo que da lugar a un --

cambio de conformación de ésta molécula que mueve a la Tropomiosína -

descubriendo de este modo el centro de unión de la Actina y permitié~ 
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do que se combine con la cabeza de miosina. 

Las cabezas de Miosina cambian ahora su conformación y 1 iberan -­

la energía del complejo MgATP-, con lo que el puente transversal altera 

su relación angular con el eje del filamento grueso y provoca finalmen­

te el deslizamiento del filamento delgado a lo largo del grueso. Por -­

cada puente transversal se hidrol izan dos moléculas de ATP. (Ver figura-

4). 

Cuando los impulsos neuromotores cesan, el sarcolema recupera su­

permeabi 1 idad inicial y se repolariza. Igualmente, el R.S. vuelve a su­

estado inicial. 

El mecanismo por el cual el R.S. promueve la relajación, ha sido­

propuesto por varios autores (2,8,18,19,25,37,42,4ó). La secuencia---­

cinética que se ha propuesto es la siguiente: 

El proceso a nivel membrana] se inicia cuando se unen dos Ca++ -­

por la parte externa y el complejo ATP-Mg , el cual es el verdadero --­

.• u ,cr.:.Lo, a la enzima ATPasa de (Ca++,Mg++) que posee en estas condicio 

nes gran afinrdad por el calcio, del orden de 0,2 a 2 mM (Ver figura 7, 

Ecl). Posteriormente, se verifica la fosfori !ación de Ja enzima, el --­

fosfato queda unido al carboxilo libre de un ácido aspártico, formando­

un enlace de tipo anhídrico mixto, que es de alta energfa y el cual se­

~imboliza como E...._,P (Figura 7,Ec.2). 

Cuando la enzima ya está fosforilada, sufre un cambio de conforma 

ción, formándose el compuesto E'""-'P, cuya afinidad por el Ca++ es del­

orden de mM, con lo cual, el Ca++ unido se 1 ibera hacia el interior del 

R.S. (Figura 7. Ec.3). 

Las últimas etapas de reacción corresponden a la hidrólisis~' 

en7im;i tn<;fnrilada v frnalmenre, al c.ani'"·· rnnformat•<>nal dt- l<i enzirnci· 

" ~ll f'~I i!dO in ic Íill (F ÍQUl'ii l fe l¡ i< '/) 
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EXTERIOR DEL R.S. 

Figura 7.- Mecanismo de relajación a nivel muscular, promovido por el -
R.S .. Las d1terentes etapas del proceso se señalan mediante­
números, mientras que las flechas bidireccionales indican la 
reversi2!lidad de la reacciones. La reacción energética es -
de 2 Ca por cada ATP hldrollzado. 

Cuando se aisla R.S. cardiaco mediante homogenizacion y centrif~ 

gación diferencial, éste se obtiene en forma de vesículas membranales, 

las cuales, debido a factores aan no comprendidos, van perdiendo por 

envejecimiento, su capacidad del igar y liberar Ca++ en un lapso muy -

corto de tiempo, lo que dificulta el estudio de las propiedades de ---

tales vesículas. 
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El R.S. cardiaco ha sido estudiado en menor grado que el de tipo­

:~squelético, probablemente por el inconveniente antes señalado; así --­

como por el bajo rendimiento obtenido comparado con el de R.S. esquelé­

tico el cual, tiene además una elevada actividad ATPásica,(18,41). 

Teniendo como antecedentes los estudios hechos por Ebashi y ----­

Lipmann (1962), que describen en su trabajo micrograffas de vesículas -

de R.S. de músculo esquelético envejecidas, con la membrana frecuente -

mente discontinua. (7). 

Weber y colaboradores (1963), reportan que en soluciones de KCl -

129 mM, Histldina 1 mM (pH 6.5) y altas concentraciones de proteína, 

los microsomas de músculo esquelético son activos aún después de una 

semana de preparados y almacenados a 4 ºC. 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 mg. de -

proteína/mi.; congelados por medio de nitrógeno líquido y almacenado a-

-70 ºC (33). 

Herbest y Deamer. hacen un estudio de la actividad de la ATPasa -

de (Ca++,Hg++) preservando sus vesículas de R.S. esquelético, a temper~ 

turas de nitrogeno 17quido (17). 

Se ha observado que temperaturas bajas y congelamiento rápido, -

preservan el R.S. esquelético (17,18,41,33). y que soluciones hipertón! 

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

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

solución hipcrtdnlca encontrados en el laboratorio donde se r'eal izó el-
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presente trabajo, nos plante~ 1a posibilidad de enconL1·3r conrlirinne~ -

ó~timas bajo las cuales el R.S. cardiaco pueda mantener su actividad -­

biológica durante un per1odo de varios días, con el fin de poder reali­

zar estudios cuantitativos reproducibles de la actividad de la ATPasa -

dependiente de Ca++ y del transporte de este catión por el R.S. ------­

cardiaco. 
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M A T E R • A L Y M E T O O O S 

Preparacíón del RetTculo Sa~coplásm•co card~aco~ (12). 

Se obtíene el corazón de un perro callejero de aproximadamente-

15 a 20 Kg. de peso. 

El músculo dí secado se deposíta en solucí6n salina isot6níca -­

NaCl 0.9 %, prevíamente enfríada en híelo. 

Se limpian los ventrículos de la mayor parte de tejido adíposo­

y conect ívo. 

Se corta el músculo en trozos pequeños y se enjuaga con solucl6n 

salina ísotónica, fría. 

Se elimína toda la solucíón y se pesan los trozos de músculo -­

ca~diaco. Todas las operaciones se hacen en frío (5-8 ºC). El tejido­

así obtenído, se homogeniza en 4 ml. por 1 g. de tej ído, de soluci6n­

de homogenlzacíón "A", utíl ízando una licuadora de dos velocidades 

con un vaso de vidrio. La velocídad y tíempo de homogenizacíón es de-

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

tejido, a velocidad rápída. 

El homogeneado se centrífuga a 3000 x g durante 20 minutos en -

una centrífuga típo Sorvall con rotor modelo SS-34, En este paso se -

el íminan en el precipítado restos de núcleo, mlofilamentos, 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 decantación y se mide su 

volumen. 

Al volumen del .sobrenadante se le agrega la cantidad necesaria­

de KCl sólido para que la solución sea 0.6 M final, con el objeto de­

solubil izar las miofibril las contaminantes. Esta operación se real iza 

agitando suavemente y en frío aproximadamente 10 minutos, hasta lograr 

la completa solubil ización de la sal. 

La solución se cetrifuga nue~amente a ~0,000 x g. durante 60 

minutos, después de los cuales el sobrenadante obtenido se elimina y­

el precipitado se resuspende en un volumen no mayor de 5 ml. de medio 

de conservación isotónico y se homogeniza suavemente a mano, para --­

evitar la ruptura de las visículas de .R.S., en un homogenlzador ---­

Vtdrro- teflón. 

El homogenado se lleva a un volumen de aproximadamente 30 ml. -

'con el mismo medio de conservación anterior y nuevamente se centrifu­

ga a 40,000 x 6 durante 60 minutos. 

Se el imlna el sobrenadante por succión, con fa ayuda de una 

pipeta Pasteur y una bomba de vacfo. El Precipitado se resuspende en­

el medio de conservación elegido y se homogeniza como se mencionó 

anteriormente. 
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?reparación modificada del Retículo Sarcopla~mático Cardíaco. (41). 

Para la determinación de peroxídaclón de lípidos membranales --­

electroforesis de proteínas y determinación de fosfato membrana! 1 ibre 

se utilizaron vesículas de R.S. cardiaco purificadas; las cuales 

fueron tratadas en forma especial con Sacarosa, para disminuir la 

contaminación por Sarcolema. El procedimiento fué el siguiente: 

Una vez obtenido el corazón de perro, 1 impío y cortado, se pesa­

y se mezcla con cuatro veces en volúmen de solución de homgenizací6n -

por peso de tejido cardiaco. 

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

velocidades y un segundo por cada gramo de tejido, a velocidad rápida. 

Se centrifuga a 2611 x g. durante 10 minutos, utíl izando un---­

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

tos, sin detC'~ 

Se mide el volúmen del sobrenadante y se le agrega la cantidad -

necesaria de Sacarosa sólida (Sigma o Baker)*, para hacer la solución-

0.25 M (985.577 mg/ml.). Se disuelve la Sacarosa por agitación suave y 

real izando la operación en fria (aproximadamente 4 ºC) 

brevedad posible. 

a 1 a mayor - -

Se centrifuga a 41.280 X g .• durante una hora. y el precipitado­

se resuspende en un volum~n aproximado de 40 ml. de medio de conserva­

ción isotónico. agregando posteriormente, cloruro de potasio --------

afecten la act ivídad de la preparación de R.S. 
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(KCl) sólido, en cantidad suficiente para llegar a una concentración­

fin~l de 0.6 M (44.73 mg/ml). 

Se centrifuga a 41,280 x g. durante 60 minutos más. El sobrena­

dante se elimina y el precipitado se resuspende en cada uno de los -­

medios de conservación elejidos. 

Cada muestra se homogeniza como en los casos anteriores. 

Determinación de la Actividad del R.S. cardiaco. 

ATPasa Total. 

En un tubo de ensayo se colocan 0.8 ml. de medio de reacción 

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

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

térmico modelo Pol iscience a 37 ºC durante 2 minutos. 

Se agrega 0.02 ml. de R.S. que contienen 1.24 mg. de proteína/mi 

a la mezcla anterior, para llegar a una concentración final de aprox­

imadamente 0.025 mg. de proteína/mi. de medio de reacción. Se deja -­

Incubar durante un minuto y se le añade 0.1 ml. de ATP-Tris 20 mM, -

con agitación y permitléndo que la reacción transcurra durante 2 mlnu 

tos a 37 ºC. 

la reacción se detiene por adición de 1 ml. de TCA al 10%, pre­

viamente colocado en un baño de hielo. 

El tubo de reacción es enfriado Inmediatamente en un baño de -­

hielo, para evitar que la reacción continue. 
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Se centrifuga a 5,000 rpm, durante 2-3 minutos, en una centrf -

fuga tipo internacional Clínica! Centrifuge. 

De la mezcla anterior, se toma una alícuota de 1 ml. y se proc.=_ 

de a la cuantificación de fosfatos (ver mSs adelante). 

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

determinación. Las determinaci6nes se realizan por duplicado. 

ATP Basa 1. 

Se procede de Ja misma manera que en la ATPasa Total, salvo que 

se utiliza Medio de reacción de ATPasa Basal que no contiene Ca++ y -

además, un agente quelante de cationes divalentes. 

ATDasa de (Ca++,Mg++). 

Esta se determina por diferencia entre el valor obtenido para -

la ATPasa Total y el correspondiente de Jl.TPasa Basal (sin Ca++). 

Captación de Ca++. 

Esta determinación se real iza en un espectrofotometro tipo---­

Beckman Mod. 25, equipado con un graficador a u~a longitud de onda de 

675 nm y a una temperatura de 37 ºC. (Ver figura 8). 

En una celda de vidrio de 3 ml. de capacidad, se colocan 1 ,6 ml 

de medio de captación, 0.165 ml. de agua bidesti Jada y se deja calen­

tar en el interior del espectrofotómetro a 37 ºC, durante unos 5 ---­

minutos. 

Se añaden 0.03 ml. de Arsenazo 111 3.5 mM. se agita en el ----­

interior de la celda y se registra inmediatamente la densidad óptica­

en el graficador. (Figura 8-a). 
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Figura 8.- Representación gr~tica de la velocidad con que el R.S. --­
cardiaco capta Ca . El anál isls espectrofotométrico se -
real izó a 675 nm y 37 ºC, utll izando el indicador meta lo -
crómico, Arseni~o 111 (39), el cual forma un complejo col~ 
rido con el Ca . La indicación de los diferentes puntos­
corresponde a la adición de los reactivos : a). Adición de 
Arsenazo JI J; b). Adición de R+i·; c). Adicldn de ATP-Tris 
20 mM; d). Desaparición del Ca presente+in el medio de -
reacción y e). Adición de 50 nmoles de Ca . 
Las pendientes originadas por la desaparición del Ca++indl­
can la velocidad con que éste catión es captado por el R.S 
card laco. 
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Al medio anterior se le adiciona 0.01 mi. de R.S. que conl1en~ 

1 .24 mg. de proteína/mi., se agita y se registra nuevamente el valor -

de la O.O .. La concentración final de proteínas es de. 0.0124 mg'.-de --

proteína/mi. de medio de reacción (Fig. 8-b). 

Se agregan 0.2 ml. de ATP-Tris 20 mM y se registra la velocidad-

de reacción en el graficador. Cuando se vea que todo el calcio presen-

te en el medio de reacción ha desaparecido (Lo cual se observa por -­

ausencia de cambio en la lectura de D.O.). se anota esta lectura (Fig­

ura 8-c,d) y en ese momento, se añaden rápidamente 0.010 ml. de Ca++ -

10 mM. Se agita la mezcla y se registra en el graficador, tomando 

nuevamente la lectura de D.O. correspondiente a la adición de las 50-­

nmolas de Ca++ que sirven de calibración inte.rna.* 

Ligamen de Ca++. 

A).- Cuenta5 d~ ~d:~io filtrado: 

En un tubo de ensayo de 16 x 100, se colocan 0,800 mi. del Medio 

de Ligamen (con 45ca), 0.080 ml. de agu3 bldestilada y des Ionizada y -

se coloca la mezcla anterior en un baño de agua a 37 ºC durante aprox_!_ 

madamente 2 minutos. 

Se le agregan 0.020 mi. de R.S. que contiene 1 ,24 mg. de------

prote1na/ml. y se deja incubar a 37 ºC, durante 1 minuto. La concentra 

ción final de prote1na es de 0.025 mg de proteínas/mi. de medio de ---

reacción. 

La reacción se inicia por la adic1on de 0.1 ml. de ATP-Tris ----

20 mM. A los dos minutos de iniciada la reacción, se toma un volumen -

de 0.7 mi. del medio reaccionante y 5e filtra al vaclo sobre filtros -

·.; L-" u1libración en ausencia de ATP o de R.S. dá valores semejantes. 
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Mili ipore HA con poro de 0.45 micras de di~metro; utilizando para ello­

una bomba de vacío. 

Del filtrado anterior se tomá·un volúmen de 0.2 mi. y se coloca -

en un vial de conteo, al cual se le ha adicionado previamente 0.3 ml. -

de EGTA 0.5 mM. 

Se le añaden 5 ml. de líquido ACM y se determinan las cpm. en un­

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

B).- Cuentas de calcio total : 

Del líquido 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 condiciones 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 mueJtra), 

Las nmoles de Ca++ 1 igado por el R.S, cardiaco, se calculan media 

nte la siguiente expresión: 

nmoles de Caª+ 1 igado/mg. de µruL...,ína/minutu: Donde 

Car= Calcio Total 
(Ctas. de CaF)x nmoles de CaT 

Cal• Calcio L rgado 

Ctas.de CaT __ Ctas. de CaT CaF• Calcio Filtrado 

mq~. de proteína x tiempo de reacción. 
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Determinación de proteínas según Fol ln-Lowry (24), 

Se toma un volumen de proteínas que no exceda de 50)1g. de pro-

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

Se deja reposar la mezcla durante 10 mfnutos como mínimo, a ----

temperatura ambiente; después de lo cual, se añade 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 volúmen final de 2.5 ml, 

Realizar una curva patrón con el estandar de proteínas, utll iza!:!_ 

do vo 1 umenes comprendidos entre 0-50)J1 . de ABS 1 mg/m 1. Se 11 eva 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.D. en un fotocolorímetro tipo Klett-Sumerson -

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

Determinación de Fosfato. Método de Taussky y Shorr (48). 

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

Se prepara una curva µatrón con solución de KH 7Po 4 5 mM en TCA­

a I ll.5 ,¡;,con una cantidad final de Pi que quede comprendida entre···· 

o- !:-00 nmoles: 

n mol (Pi) ml. (P 1 ¡ mi. IH
2

0) 
-----·--·-

". 00 º·ºº 1. 00 

125 no o.02s o c¡7r:, 

?!)!\ 01. () 050 0.950 

F~ "" (. 075 0.925 
':iOO. 'H' O. l Oú ,. 

" CJ(l(' 
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Finalmente, se lee la concentración de PI resultante, utilizando 

un fotocolorímetro con filtro rojo, o blén en un espectrofot6metro a -

660 nm. de longitud de onda. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida en S.O.S, (53). 

A.- Preparación de geles al 7.5 % 

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

geles d~ 2.0 ml./gel): 

Tampón de fosfatos 0.2 M con SOS al 0.2 ., 12,5 mi 

Acrilamida 40 '.!: 4.69 mi 

Blsacrllamlda 2 ? 2. 54 mi 

Agua 4.0 mi 

Persulfato amónico (15 mg/ml .) 1 .25 mi 

TEMED º· 025 ml 

Una vez real izada la mezcla, el proceso de gel iflcaci6n es rápido 

(entre 20-30 minutos) Inmediatamente después de preparada, <;e añade en 

tubn~ de vidrio de 0.6 x 10 cm. y se depositan varias gotas de agua en-

1 a su pe r r i l , •-

Cuando los geles se han formado, se someten a preelectroforesis -

durante 30 minutos a 4 mA/qel. en la solución de corrimiento. Cuando se 

termon.i lr.i pre·electrofore<;ic.. loo; qele~ e<>tán 1 istos para recibir la -

•oue!>tra '1e ¡,~<>reinas. 

B.· Electroh••e"'~ Preparacil\n y c.orrlmientn de la mue5tra prntelca. 

A .·.adi! ""'"''' ra de pr ,, PÍ'ld!> 'I oc¡ mi <.Oll aproximadamente l mg/ml) 

o;e añaden n n1 mi de -.olU< 1ór1 fl de elect ruforesi<. 
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La mezcla se somete de 1-2 minutos a la temperatura de ebull icidn 

en un baño maría y se añaden 50µ1. de solucidn "B" de electroforesis 

~se coloca sobre su gel respectivo. 

La electroforesis se inicia corriendo a 4 mA/gel hasta la penetr! 

e ión de las muestras (aproximadamente 60 minutos) .Luego se corre a --··-

8 mA/gel., la migración del frente del colorante hasta cerca del otro -

extremo del gel dura aproximadamente 10 horas : el corrimiento se detie 

ne y Jos geles se sacan inyectando agua entre el gel y la pared del --­

tubo de vidrio. 

Los geles se tiñen durante 12 horas en solución de coloración. El 

exceso de colorante se elimina de los geles durante 2 días por difusión 

en solución decolorante. 

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

mantienen en la solución de conservación. 

Peroxidación de Lípidos Membranales. (40). 

Se toma 0.1 de muestra de R.S. y se adiciona 0.1 m1. de TCA al --

10% , se mezcla perfectamente y se centrifuga a 5,000 rpm durante 5 

minut.os. :,e LOflld "''"' alii..:uol.il de 0.1 mi. y·_,¡:> diluye con (1';1111. de 

agua destilada, adicionindole enseguida 0.5 ml. de TBA al n.&7 %. 

La5 muestras así tratadas se ponen en un bañn maría a ebullición­

dunrnte 10 cuinutn~ Para ev11·ar la evaporaciór del solve11lt' se tapa ;;r 

hoc.a dt' 1 1<Jho coo 11na r.;inica de vidrio. 

Se deja erdriar las 111uf!~tras y se leen en un espertrufotórnetrn ¿,·· 

543 nm de 1onqitud de onda. La determinación 5e hace Pnr duµI icado y ~P 

corrr• .. lo!. test igo5 i..:orresp(111uiPntes ut ;¡ izandr. 1 a~ med; .. ..ie con5erv 0 : 

ción excento• 1r R.S . 
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Para evaluar el % de peroxidación rnernbranal, se real iza un control con­

acido Ascórbico y Feso4 , que corresponde a la peroxidación total del­

R.S. correspondiente (100 % de peroxidación). El control de realiza de 

la 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 peroxidación total de lípidos y se 

ajusta con agua destilada hasta un volumen final de 2.0 ml., dejando -

reaccionar la mezcla durante una hora a 37 ºC. 

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

._,,.;·.-~Ja, se centrifuga a 5,000 rpm dur~nte 5 minutos. 

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

diluye hasta 0.5 mi. con agua destilada. 

A las alícuotas anteriores se les añade 0.5 rnl. de TBA al 0.67 % 

(pH 6,6 con NaOH). 

Para la elaboración de los testigos de peroxidaci8n, se toman --

0.774 ml. de medk. para peroxidaci6n total de lfpldos, y se le agrega -

un volumen de medio de conservación igual al volumen de la muestra de­

R.S. empleado, llevando despu~s a un volumen final de 2 ml. con agua -­

destilada. 

Se sigue el mlsmc, procedimiento que en la determinac.íón antes -·· 

descrita y al final, se resta en cada paso el testigo que corresponda· 

~ la alícuota tomada. 
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R E S U L T A D O S 

Determinación de la Actividad del R.S. Cardiaco 

Actividad ATPásica. 

SP prepararon vesículas de R.S. cardiaco según el método de 

Harigaya t Schwartz (1968). Una vez obtenidas, se suspendieron en tres­

t ipo~ de medios de conservación: Medio isotónico, medio hipertónico y -

medio hipert0nico con DMSO. Cada una de las preparaciones de R.S. sus-­

pendidas en los medios anteriores, se mantuvieron a Ja5 siguientes ---­

temperaturas: -195.8 ºC, -18 ºC: 0.5 y 7 •c! 1. 

:dad ~TPásica de las diversas preparaciones fué seguida­

en funcidn del tiempo de envejecimiento, durante un período de 7 a 9 -­

días; encontrándo que a -195.8 ºC, (Ver figura 9) existe una optima con 

servación de las ves1culas de R.S. aisladas de mOsculo cardiaco. La ac­

tividad ATPásica no disminuyó durante el tiempo probado, sin embargo, -

s1 se observó un ligero incremento de actividad para cualquiera de las­

tres medios de suspensidn que se probaron; concordando estos resultados 

con lo reportado por Meissner y Fleischer para R,S. de músculo esquelé­

tico (33), así r:omn c.on los trabajos de Herbest 'I Deamer, también rea -

!izados en músculo esquelftico (17). 

La figura 9-C muestra además, que en el medio hipertónico con --­

OMSO (HD). la actividad enzimática es ligeramente mayor que en el medio 

isotónico (1) e hipertónico (H); esto parece indicar que la presencia -

del DMSO en el medio, ejerce un ligero efecto "protector" de la activi­

dad ATP.1sica. 
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Figura 9.- Efecto de la temperatura de conservac1on (-195.8 ºC) y d~I 
medio de susp~nsió~+ sobre la actividad específica de la-­
ATPasa de (Ca +.Hg \ de R.S. cardiaco. Las vesTculas se ·· 
conservaron en medio isotónico (A), medio hipertónico y -­
(B) medio hipertónico con DHSO. Se mi dio la actividad de­
la ATPasa Total (-O-) y la actividad de la ATPasa Basal -­
(-A-). La diferenci~+ent¡~ estas ,actividades constituye la 
de la ATPasa de (Ca ,Hg ). Obs~¡vese en todos los casos, 
el Incremento de la ATPasa de Ca (--+--l. 
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A la temperatura de -18 •et 0.5, los valores de la .actividad 

ATPásica, decrecen en funci6n del 
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Figura 10.- ífecc o de la temperatura de congelación a ··lfl 0 (!: fl.S y rle­
los medios de conse¡~ación~ sobre la actividad específica -
de la ATPasa de (C,1 , Ma+ ), de R.S cardiaco, La ATPasa · 
To¡tl y Ja Basal disminuyen rápidamente, mientras que la de 
Ca ,Mg+ , permanece casi constante pero con valores bajo~­
en comparación a las fiquras g y 11. El R.S. fué suspendido 
en: (A) medir, isotóni1..v, (B) medio hipertónico y (C) medio­
hipert6nico con DMSO. 
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(-0-¡+ATPa~i To ta 1 ; (-A-) ATPasa Basa 1; (--+--) ATPasa de--
(Ca , Mg ) . 

Esta pérdida de actividad se observa el día 1 de la preparación 

de las ves1culas, la cual, para la ATPasa Total, disminuye desde valores 

de 1.1-1.4, hasta valores de 0.5).lmol de Pi/mg. de proteína/minuto----­

aproximadamente; mientras que la ATPasa de (Ca++,Mg++) permanece practi-

camente constante, con un valor medio de 0.4·Jlmol de Pi/mg. de proteína/ 

minuto .. La ATPasa Basal disminuye su actividad al día 1 y se mantiene en 

los días sucesivos a un nivel casi constante. 

Los datos de actividad ATPásica encontrados a la temoeratura de --

7 ºC: 1, son representados 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 hipertónicos a 7 °c! 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 prote1na/minuto, durante los 7 días de experimentación, por otra parte, 

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

0.2.)Jmol de Pi/mg. de proteína/minuto. 

En el medio H, (figura 11-B), la actividad enzimática varía poco.-

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

de proteína/minuto, mientras que la ATPasa de (Ca++,Mg++) solo varía en-

0.1.)Jmol de Pi/mg. de prnteina/minuto, mostrando 1 igeras fluctuaciones. 



Para el Medio HD (figura 11-C), se observa una tendencia a mantener los 
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Figura 11.- Efecto de la temperatura de conse¡vación de las vesículas ·­
de R.S. cardiaco mantenido a 7 ºC-1 y suspendidas en: (A) -­
medio isotónico; (B) medio hipertónico y {C) medio hipertóni­
co con DMSO. Nótese que en el medio isotónico (A). la acti -
vidad ATP5sica se va perdiendo mis rapidamente, mientras -­
que en el medio hipertónico con DMSO (C) pract icamente no se 
altera. La actividad ATP5sica se represen¡~ : ~¡rasa Totzl -
(-O·); ATPi1sa Basal (-61-) y ATPasa de (Ca ,Mq ) (--+- ·. 
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valores de actividad de la ATPasa Total; mientras que los de la ATPasa -

de (Ca++,Mg++) tiendan a incrementarse a 0.2.)lmol de Pi/mg. de Proteína­

/minuto. 

Observamos para la ATPasa de (Ca++,Mg++) una brusca disminución de 

la actividad al día 2 y 3, probablemente debido a fluctuaciones en las -

medidas. 

La ATPasa Basal no se vió afectada ni por la temperatura de alma-­

cenarniento, ni por la tonicidad del medio en que fueron suspendidas las­

vesículas de R.S. durante todo el tiempo de experimentación. 

Al comparar los resultados encontrados a -195.8 ºC y -18 °c! 0.5 -

(figuras 9 y 10), notarnos un comportamiento diferente en ambos, a pesar­

de tratarse en los dos casos, de temperaturas de congelación; esto pare­

ce indicar que las diferencia• halladas obedecen a cambios físicos y --­

químicos en las vesículas y/o en el agua, debidas a velocidades de con-­

gelarniento diferentes y al nivel térmico que se alcanza en ambos casos. 

Captación de Ca++. 

Como se observa en la figura 12, la velocidad con que las vesícu-­

las de R.S. cardiaco transportan calcio, no sufre cambios drásticos con­

respec•~ ~1 tiempo de envejecimiento, cuando son conservados en nitróge-

no líquido (-195.8 ºC, figura 12-A). 

En la figura 12-A se observa que el R.S. mantenido en medio 1 y en 

N2 líquido, aumenta la velocidad de captación desde 55 nrnoles del día O, 

hasta 85 n rnoles/rng. de proteína/minuto al día 3 y se estabiliza ulteri-

ormente. 
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Figura 12.- Efecto de la tempe¡~tura de conservación sobre la velocidad­
de captación de Ca por el R.S. cardi~co (A) Conservación -
a -195.8 ~C; (B) Conservación a -18 ºC- 0.5; (C) Conservaci­
ón a 7 ºC- 1. Los medíos de suspensii'>n "" ~"!""""'""""' 1r;)l1 de -
la siguiente forma : (-A-) medio isotónico; \-U-1 medio---­
hipertónico; (-8-) medio hipertóni~ con DMSO. Obsérvese -­
la excelente capacidad de captar Ca que sé logra en (A). 



En el medio HD se mantienen a un n~vel de 80 n moles¡ mientras -­

que el R.S. en medio H parece fluctuar, pero en general se mantiene --­

alrededor de 75 n moles durante el período de seguimiento. 

A la temperatura de -18 ºC (figura 12-B), en los medios hipertó 

nicos H y HD, la velocidad de captación se mantiene alrededor de 60 n 

moles para esta preparación hasta el cuarto dfa de obtenido y al día 7 -

observamos una disminución. 

En el medio 1 parece haber una activación de los dos primeros dfas 

y luego vuelve a niveles iniciales para que el día 7 se encuentre -----­

dismlnufdo. 

El R,S. mantenido a 7 ºC (figura 12-C en cuarto frfo, pierde con -

~elat~a rapidez la propiedad de captar calcio. Al día 2, la velocidad -

es del orden de 12 n moles para el medio 1, mienstras que en los medios -

hipertónicos la actividad de captación se mantiene uno o dos días y ---­

luego decae rápidamente. 

Si comparamos la velocidad de captación con la actividad de la --­

ATPasa, observamos que la pérdida en la primera (figura 1'2) es más ----­

rápida 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 deterioro -

de la actividad enzimática de la ATPasa de Ca++ y Mg++. 



e ·e ..... ... e a. 
CI 
E ..... 
e 
u 
on .... ... 

cu o 
E 
e 

- 50 -

Ligamen de Ca++. 

Como la figura 13 lo indica, la temperatura de nitrógeno Jíquido 

es la que mejor conserva las características de transporte de Ca++. 

Los niveles de 1 igamen se mantuvieron durante los nueve días de-

seguimiento independientemente de los medios de conservación empleados 

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

100 

o 

_.-D--------~--=--=--d-~~... 1 
---- LI. ................... j 

~ ........ 1 

2 3 4 5 6 7 8 
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Figura 13.- Efecto de la temperatura de conservación a -19~+8 ºC, sobre 
la cantidad de calcio acumulada (Ligamen de Ca ) por el -
R.S. cardiaco, en diferentes medios de conservación : (-A-) 
medio I; (-a-) medio H y (-8-) medio HD. De los tres----­
medios empleados, en el medio H se presentan carocterísti-­
cas de conservación. 

actividad el día 1, mismo que disminuye a partir del día dos, para----

• 

9 
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luego mantenerse en un rango constante que es mayor en el medio H 

(70 n moles de 45 ca/mg. de proteína) y menor en el medio 1 (40-60 n ---­

moles de 45ca/mg. de proteína). 

En el medio Hes 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, Jos valores de Ligamen de Ca++ son-

ya bajos desde el día cero, Jo cual nos indica que las vesfculas obteni-

das se deterioraron desde su preparación. El aumento de actividad ------

100 

50 

2 3 4 5 6 7 8 
O (a s 

Figura 14.- Efecto de la temperatura de conservación a -18 °c! 0.5 sobre 
la ~apacidad de las ves7culas de R.S. cardiaco par~ 1 iqar -­
Ca+ . A pesar de los valores tan bajos, se presenta una 1 i -
gera tendencia a conservarse durante los dos primeros días -
para luego decaer aún más. La representación de los medios -
de suspensión empleados es : (-A-) medio I; (-Q~) medio H y 
(-t-) medio HO. 

9 
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que se observa en las anteriores gráficas al día 1, en este caso se --

presenta hasta e~ dfa 2 y solo lo exhiben las veslculas suspendidas -

en los medíos 1 y HD, ya que las da) medía H aunque se mantienen con -

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

45ca/Mg. de proteína). En los tres casos, la capacidad de Ligamen del 

R.S. cardíaco cae rápidamente del segundo al cuarto día de su prepara-

cíón. 

A 7ºC"!: 1, ( figura 15), se observa que hay un aumento de la ----

100 

• 

.. _ ..... o .......... 
..... ..... • o ..... ..... 

2 3 . 4 5 7 8 
O í a s 

F ' 1 5 D ' ' ' ' d 1 . d ++ d 1 d 1 d 1gura .- 1sminuac1on e L1g!¡l.men e Ca e R.S. car aco cuan c-
es conservado a 7 ºC- 1 en tres diferentes medios de suspe 
nción: (-b.-) medio I; (-O-) medio H y (-o-) medio Ho.--:­
A partir del 1 se presenta una pérdida constante de la --­
capacidad de Ligamen de c:+en los tres casos. Las vesícu-­
las suspendidas en el medio HD presentan valores más ele -
vados que los dos medios restantes. 

9 
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actividad de 1 igamen de Ca++ al día 1 en cualquiera de los medios, -

como habíamos observado en las vesículas mantenidas en nitr6geno 11qu.!_ 

do. 

En el medio HD se mostró una mejor conservación del ligamen de -

Ca++ , mientras que en el medio 1 ocurre lo contrario, su actividad se 

pierde totalmente al día 7. 

Determinación de la variación en la composición protéica. 

Electroforesis. 

El análisis electroforético no reveló la existencia de alguna -­

degradaci6n de las proteínas presentes en las vesículas de R.S, cardl!!_ 

co por enzimas con actividad de proteasa, en ninguna de las condicio­

nes de experimentación probadas. 

Como se ve en la figura 16, las bandas que aparecen en los geles 

que se corrieron en el día de la preparación de los microsomas, son -­

las mismas que aparecen siete días después, por tanto, la pérdida de -

actividad microsomal no es debida a proteólisis. 

La composición proteica del R.S. cardiaco que se muestra en la -

figura 17, concuerda con lo descrito en la blbliograffa. 

En general, la membrana de las ves1culas de R.S. cardiaco que se 

trabajaron, est8n constftufdas por las siguientes proteínas, cuyo --­

peso molecular medio (en daltones) es el siguiente 

l.- Proteína de 140,000 daltones. 

2.- ATPasa dependiente de Ca++ de 100,000 daltones. 

3.- Proteína de 81,000 daltones. 
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Figura 16.- Representación fotográfica de la variación en la composi -

ción proteica observada en geles de pol iacrilamida (53). -
Los geles están agrupados de tres en tres de izquierda a -
derecha. El primer grupo de geles representa las muestras­
control (dfa O ) , el segundo, tercero y cuarto grupos ---­
representan ~uestras de ~esículas de R.S. cardiaco mante -
nidas a 7 ºC- 1, - 18 ºC- 0.5 y - 195.8 ºC respectivamente, 
muestreadas durante el día 7 de su preparación. Se observa 
en todos los casos, la presencia del mismo número y tipo -
de bandas protéicas. 

4.- Proteína de alta afinidad por el calcio, de 56,000 daltones. 

5.- Calsecuestrina de 46,000 daltones. 

6.- Proteína de 38,000 daltones. 

7.- Fosfolamban de 23,000 daltones. 

ne las proteínas 3 y 6, no se conoce su función. 

·•· 
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Figura 17.- Diagrama electroforétfco de vesrculas de R.S. cardiaco. -
Las muestras fueron tomadas al inicio de Ja preparación y 
7 dfas después de almacenadas a diferentes temperaturas y 
medíos de conservación. Los diferentes picos corresponden 
a las protefnas cons~jtuyentes del R.S. cardiaco. El peso 
molecular (~.M. X 10 dalt~nes) medio de l~s proteínas -
cs:1¡ lli0.5- 13.5¡ b) 100.5- lí.7; c) 8t.1- ¡1.0; d) ---
56.3- 10; e) 45.9- 6,6; f) 38.4- 7.7; g) 23.3- 7.5. Se -
utilizaron como referencia proteínas de P.M. de 100,000;-
69,000; y 36,000. 



Determinación de la Peroxidación de lípidos membranales. 

Es bie~ aceptado que las biornembranas y organelos subcelulares son­

sucept ibles a que sus lípidos sufran peroxidaciones y como resultado se -

rompen los ácidos grasos insaturados y se degrada Ja estructura y funcio­

nes de la membrana. Cuando las biornembranas, tales corno las de los micru­

somas y mitocondrias sufren peroxidación lipfdlca los Se idos grasos poli­

insaturados en los fosfolípidos de la membrana se rompen a nivel de los -

dobles enlaces; dando cerno resultado, la formación de aldehídos (41), con 

la consecuente destrucción de la estructura membrana] y Ja 1 iberación de­

las enzim3s unidas a la membrana (41 ,30). 

La desintegración peroxidatlva de las membranas se previene por-,, 

diversos antioxidantes de tipo endógeno, el más representativo de éstos -

es e 1 -<:-tocoferol (vitamina E) (111). 

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en los experime~ 

Je peroxidación de lípldos membranales de R,S, cardiaco, en donde se­

ob~erva un mayor grado de deterioro de los Jípidos a la temperatura de --

7 ºe'!: 1. 

A la temperatura de -18 ºC~ 0.5, también se encontró que la rea 

ce Ión de degradación 1 ipidica se 1 leva a cabo, pero en una proporción 

menor con respecto a la temperatura de ºC y mayor que a 195.8 ºC. -----

Atribuimos e•te comportamiento a la velocidad del proceso de congelamien­

tn; este por sí mismo, es un factor que gobierna Ja cal ldad de las -----­

vesiculas de R.S. 

Si la mue•;tra es congelada lentamente (como sucede a -18 ºC ) , --­

el aqud lntervesicular es removida hacia el exterior, dando lugar a -----



- ':>7 

PEROXIDACION DEL R.S. DE CORAZON 

~meeratura -195.BºC -1a•c ± o.s 7°C ± 

Dia lf UD ti HD I u HD 

o 3.132 l.450 2.693 3. lJ2 1.450 2.693 3.132 l. 450 2.693 

2 3 .170 1. 307 2. 536 3.501 2.900 3.207 l .194 3.040 3. 207 

7 3. 163 l. 592 2. 794 5.770 4.705 5. 069 16.252 l l. 2 30 ll.903 

• Los valores est~n expr~sados como porcentaje del vtlor m~ximo de peroxidacidn por mg 

de proteina. 

Tabla J.- Se representa la variación temporal del ~de peroxidación de -
los lípidos membranales en función de la temperatura de conser 
vación y del medio de suspensión utilizado. Obsérvese la cons7 
tancia en los valores correspondientes a las muestras de R.S.­
sometidas a -195.8 ºC bajo cualquiera de los medios utilizados 

la formación de grandes cristales y provocando probablemente, daño mecá-

nico a las paredes membranales: Contrariamente, la rapidez de congela --

miento ocasiona que se retenga más agua en el interior de las vesículas-

y los cristales intervesiculares que se forman son más pequeños.(29) 

El proceso de deshidratación intravesicular tubo por objeto 

minimizar las reacciones de degradación químicas y bioquímicas al 

reducir la actividad del agua muy por debajo de los niveles que previenen 

los cambios que deterioran, como los de peroxidación de lípidos. Esto -

lo logramos, al suspender las vesículas de R.S. en medios hipertónicos-

y mediante la adición del DMSO. (29) 

Los resultados experimentales demuestran que en un medio isotónico, 

la reacción de peroxidación es mayor que cualquiera de las condiciones-

de temperatura probadas; mientras que en el medio hipertónico, el -----

porcentaje de peroxídacíón obtenido fué menor. 
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También se observó que la adición del DMSO al medio hipertónico -

preserva ligeramente el estado de la me~brana vesicular, 

·Determinación de la 1 iberación de fosfatos lábil (Pi). 

Simultáneamente a la determinación del grado de peroxidación, se­

determinó la presencia de fosfato proveniente de los fosfolípidos mem -

branales, los cuales, en el caso de que hubiera liberación de fosfoli -

pasas durante el proceso de envejecimiento, éstas podrían rompe·r el --­

enlace ester que une a los ácidos grasos con el fosfato, 1 lberando 

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

Los resultados obtenidos demostraron que no se 1 iberaba Pi en --­

ninguno de los casos (los resultados numéricos se omitieron ya que ---­

correspondían a cero n moles de Pi/mg de proteína); esto nos prueba que 

no hay degradación importante de los 11pidos adem~s de la peroxidación~ 

Influencia de la velocidad de conaelaci6n. 

Puesto que las muestras congeladas a diferentes temperaturas 

exhibieron comportamientos distintos, pensamos que las diferencias en-­

centradas obedecían probablemente a la velocidad con que se real iza cada 

operación; por el lo, se sometieron diversas muestras de R,S. cardiaco -

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

a).- Congelamiento unicamente eri nitrógeno líquido. 

b).- Congelamiento en nitrógeno líquido y conservación a -18 ºC~ 0.5 

c).- Congelamiento y conservación a -18 ºC. 



- 5? -

Las observaciones real Izadas indican que en los medio---------­

hipertónicos, en los que la concentración de sacarosa es alta, el punto 

de congelamiento desciende considerablemente y en particular las -----­

muestras que contenían DMSO y que se sometieron a -18 9 C, se mantuvie -

ron aún líquidas durante varias horas. 

El congelamiento y descongelamiento de l~s muestras de R.S. 

ocasiona su deterioro por formación de cristales de agua que daña la --

membrana. 

Finalmente, Jos resultados obtenidos en la determinaci6n de la -­

act(·vtdad ATPáslca en función de la velocidad de congelamiento reveló -

que la pérdida de la actividad del R.S. se ve afectada solo parcial --­

mente, por la velocidad de congelamiento; estos datos nos sugírferon -­

que los cambios de actividad enzimática debieran estar influenciados, -

más que por la velocidad de congelamiento, por cambios físicos en el -­

agua, la cual constltuy el medio de suspensión de los microsomas. 

Determinación de la densidad del agua a Ja temperaturas de congelación 

empleadas en la conservación de las vesículas 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 cambios importantes en la densidad del agua. 

La tabla JI resume los experimentos sobre 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 solvente puro 

descienden desde 1.013 gr/cm3 a 20 ºC, hasta 0.915 gr/cm 3 . a -1~5.8 ºC 

lo cual constituye un cambio importante oue en definitiva está en ----

función 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 congelación empleadas y de que ésto sea Ja causa del ------

diferente comportamiento que se observa. 

T A B L A 11 

Temperatura Densidad Aparente 

(gr/cm3) 

Volumen del agua 

( cm3) 

Densidad Real 

( ºe ) 

20 

-18 

-195,8 

1.014:!: o. 00118 

o. 91¡9:!: o. 0082 

o.::09't 0.0039 

9.867! 0.0074 

1o.537't 0.009 

10. 991! 0,0069 

1.013! 0.010 

0,950! 0.012 

o.c:115-.!: 0.010 

Tabla 11.- Se representan las variaciones de densidad y volumen del -­
agua, a las temperaturas de congelación empleadas para ---­
conservar los microsomas de R.S. cardiaco. la temperatura -
de 20 ºC se empleó como referencia. Muestras de aqua conte­
nidas en tubos de vidrio de 25 x 0.8 cms., fueron. sometidas 
a las temperaturas señaladas; se midieron las variaciones -
en el volumen del lí~uido y los resultados se evaluaron de­
acuerdo A : VT = V0 (l+ ...(T); donde Vaes el volumen del agua 
a 20 ºC y VT el volumen ocupado por el agua a la temperatu­
rA T, ...C. es el coeficiente de expansión cúbica. 

>\ Estos vaiores ya excluyen la dis~inución de densidad debida a la -­

contraccii)n del vidrio. T expresa la di fer0ncia de te,mperatura en -

''C. 
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o s e u s O N 

Como hemos visto, la pérdida de la actividad microsomal obedece­

ª varios factores. la peroxidación de los lípidos membranales es el 

principal factor que hemos encontrado que provoca que la ATPasa de 

(Ca++,Mg++) pierda su capacidad de transportar Ca++ al lumen de los 

microsomas. 

la formación de diferentes tipos de cristales de agua cuando las 

muestras de R.S, son sometidas a las temperaturas de -18 ºC~ 0,5 y de­

-195.8 ºC, es otra de las causas importantes encontradas. 

los resultados de peroxldaclón de lípidos que corresponden al -­

día cero (día de la prep~rací6n), son indicativos de que durante el -

proceso de obtención de las vesículas, la reacción peroxldatíva se 

está 1 levando a cabo, por lo que ya desde ese momento, la membrana se­

daña y como consecuencia, la ATPasa de (Ca++-,M~ va perdiendo su 

capacidad natural de transporte Ca++ al interior de la ves1cula, Esta­

capacídad del R.S. es la que se ha querido mantener y para lo cual --­

hemos probado diferentes sistemas de temperatura y medios de suspensión 

de las vesfculas. 

la conservación de la actividad de la ATPasa de(ca++,Mg++) fué -

encontrada en los medíos hipertónicos de las temperaturas de -195.8 ºr 

y de 7 ºC, siendo la primera temperatura la que resultó ser Óptima; 

incluso cuando $C midió IA VPlncídad de transporte del Ca++ (captación) 

y Ja cantidad de este catión transporta1o (ligamen). 
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El congelamiento a -18 ºC muestra que existen factores que ocacio 

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

La importancia que tienen los medios en que fueron suspendidos -­

los microsomas, está en función de su propiedad de formar cristales de­

agua cuando son congelados, así como de la velocidad con que se efectúa 

este proceso. 

Obviamente, un medio isotónico se congela rapidamente y el tipo-­

de cristales que puede formar ~c~ende de la velocidad de congelación; -

si lo sometemos a un sistema térmico de -18 ºC, los cristales formados­

son muy semejantes a los que forma el agua pura bajo las mismas condi-+ 

ciones, mientras que en los medios hipertónicos, la elevada concentra-­

ción de solutos hace que disminuya considerablemente su punto de conge­

laci6n. 
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e o N e L u s 1 o N E s 

Se ha visto a través de este trabajo, que las dificultades acerca 

de la conservación de) R.A. de músculo cardiaco, se han podido superar~ 

al mejorar las condiciones para la susodicha conservación. 

Es claro, que de las tres temperaturas ensayadas, es la de nitró­

geno líquido la que mejor nos preserva las características biológicas -

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

Se ha visto también que el deterioro de la actfvidad microsomal -

se lleva a cabo mediante do• diferentes procesos principalmente, el --­

primero involucra la formación de cristales fuera de la membrana y de -

pendiendo del tipo de lstos, va a provocar un mayor o menor da~o mecini 

co en la integridad membrana!; el segundo es el provocado por la perox..!._ 

dación de los lfpldos membranales. Esta última aseveración esta basada­

en que fué el único factor deteriorativo que se encontr6 que aumentaba­

al tiempo en que la actividild microsomal disminura. 

Por otra parte, se pudo apreciar que la presencia de DMSO para la 

preservación de las vesículas, no es muy necesaria, ya que basta con un 

medio hipertónico para vaciar el agua intravesicular, lo que en el ----­

último de los casos, no es Ja causa de la formación de cristales deteri 

orativos de la membrana. 
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El tiempo en el cual se ha verificado la conservación de las ve-­

siculas (7 a 9 días), es suficientemente largo como para poder realizar 

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

De acuerdo a lo anterior, pensamos que la solución a los proble -

mas de peroxidación, podría ser mediante la adición de antioxidantes -­

naturales del tipo o<.-tocoferol (41) o bie'n, manteniendo las muestras­

en una atmósfera inerte; sin embargo, todos estos cuidados parecen ---­

innecesarios sf se cuenta con un sistema de congelación por nitrógeno -

líquido u otro medio de congelamiento rápido. 



R E T e u L o s A R e o p L A s M 1 e o e A R o A e o 

e o N s E R V A e o N y E F E e T o D E e A T o N E s 

D 1 V A L E N T E S E N E L T R ~ N S P O R T E O E Ca2: 
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1 N T R o D u e e 1 o N 

Durante el proceso evolutivo de la vida, se han ido seleccionando 

diferentes sistemas de transporte de cationes, que necesitan la 

c:nergía del enlace de los grupos fosfatos del ATP para ser movidos---­

através de la fase hidrofóbica de las membranas, 

Razones desconocidad han seleccionado a pocos cationes entre los­

numerosos existenLa~, ~dra cumplir funciones especfficas en el proceso­

v ita 1. 

El problema de la selección de los cationes por superficies ----­

cargadas. fué tratado y desarrollado por E i senman (7) y Sherry (30) en-

1965 y 1968 respectivamente. Una buena revisión de éstos y otros -----­

trabajos, están 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 biológicas, formados por componentes de la membrana, 

Los cationes más estudiados, sobre todo por que cumplen funciones 

específicas en los sistemas biológicos, son los del grupo 1 A y 11 A de 

la tabla períodica de los elemen·tos. 

La fuerza iónica influye decisivamente sobre la atracción------­

ejercida entre un catión y un sitio de fijación cargado negativamente.A 

su vez, tal fuerza está en función principalmente, de dos factores 

11r1f.HJrtante>, t:I volumen iónico y la energía de hidratación (Af\)· 
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En la tabla 111, se muestra en forma resumída, las príncipales --

característícas de los catíones dlvalentes y se ve claramente la ------

tendencía a aumentar el radio ióníco, a medida que aumenta el número --

atómico en un mismo período. Asimísmo, en la tabla IV se observa la ---

tendencía de los radios lónícos hidratados, Ja cual varía ínversamente-

al radio Jónico del crístal. 

c. .. 119--. .i..t...... 
At- , .. . .. f .. , .. ~.,. J.l'4s' w ~ ~~ u'V ~ 11v 

e.V.- zr' -'r' 4r' Ir' 3¿• u J¿' 3;' )~ )./' 4.t' 5¿'" 

o o o o o o ºººººº 
"" 

c.. Sr B.. M. h c. N; c.. z.. GI. H.s 

a.¿¡.~ 

o.si' Olll~ OIZ 074 097 11 J.. a~S o.'9 1.13 135 OllO 0.i"r 

Vol¡.-,.. 1.15 4.06 6.~ 1Cl31 2.14 170 15& 170 3.S2 5:58 
D..J¡¿.i t cs.,.. t.14 o.~ 0.33 019 0.93 1.18 128 UB o.sz 0.36 

Tabla 111.- Configuracíón electróníca, radío i6níco, volumen y densidad 
de carga de los átomos y cationes de los elementos del ---­
grupo 11-A, 11-B y de algunos elementos del cuarto período; 
consíderando los cationes no hídratados. Datos de la -----­
Literatura. 
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T A B L A 1 V 

Comparación entre los radios iónicos y los radios 

hidratados de los cationes del 1 A y 11 A grupos-

de la tabla períodica. 

Catión Radio del Cristal (Aº) Radio del Catión Hidratado (A0
) mol de H20 

mol de Catio 

Li+ 0.60 7.3 

Na+ 0.95 5.6 

K+ 1. 33 3.8 

Rb+ 1. 48 3.6 

Cs + 
1. 69 3.6 

Mq 
++ 0.65 1º·8 

Ca 
++ 0.99 0.6 
++ 

1. 13 9.6 Sr 

Ba++ 1. 35 8.8 

Observese que para cationes de igual carga, los de mayor radio 

se encuentran más hidratados, por lo que el radio aparente hidratado 

sigue un orden inverso al del radio del cristal. 

Por otra parte, los cationes divalentes estan más hidratados -

que los monovalentes. 

11 - 13 

9 - 13 

5 - 6 

1 o - 23 

1 Q - 22 

18 - 20 

18 - 20 
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SELECTIVIDAD DE CATIONES. 

El calcio tiene un papel central en el proceso de la contracción 

muscular y es del todo imprtscindible en la contracción del miocardio­

(28). Además del calcio, otro catión divalente existe en concentracio-

nes aún mayores en los sistemas vivos y es su vecino y próximo parien­

te del grupo 11-A de la tabla periódica, el Mg++ 

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

durante la concentración del músculo esquelético y el cardiaco (15,29). 

Otros cationes a parte del Ca++, Mg++ y Sr++ pueden estimular la 

hidrólisis del ATP en preparaciones de sarcolema, mitocondrias y fra -

cción microsomal del corazón de la rata (3), como son el Mn++, Co++ y­

Ba++. 

La ATPasa de calcio del R.S., necesita para ser activa no sólo el 

calcio, que es el catión modulador, sino al Mg++ y un catión monovalen-

te como el K+ (27). 

Otras ATPasas como la de Na+ y K+ de las membranas plasmáticas, -

poseen sitios para estos dos cationes pero además para el Mg++ el cal -

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

Si suponemos cualquier sitio cargado negativamente en la super -

ficle de una membrana y expuesto al medio acuoso que lo rodea, este 

sitio tendrá afinidad para unirse por atracción 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-­

~e ellos y el catión preferido por ese sitio ser§ el que produzca la -­

mayor disminución de la Energía Libre ( .6. G) ,para el sistema sitio--­

catión, cuando se unan en la superficie de la molécula que posee el --­

s i t i o con ca rg a n eg a t i va ( 7 -1 3) • 

A las fuerzas de atracción de Coulomb entre el sitio cargado neg~ 

tivamente y el catión, se oponen las energías de hidratación de los -­

cationes y probablemente, la de hidratación del sitio de carga negativa. 

En el caso del R.S. el sitio de fijación del Ca++ parece estar en una -

zona hidrófoba. nara eliminar el Ca++ unido, se requiere de un -

agente quelante como el EGTA y también, de un ionóforo hidrof6b!co como 

el A=23187 (26). 

La fuerza del campo eléctrico del sitio cargado negativamente qe­

la nembrana, es en definitiva el factor principal en la selección de un 

catión particular y por lo tanto, quien determinará el descenso en b G 

durante la interacción del sitio-catión. 

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

campo eléctrico de un sitio de superficie membrana]. 

Si tenemos un sitio con fuerzas de campo eléctrico muy pequeña, -

éste no podrá quitar el agua de los cationes que estén más fuertemente­

hidratados¡ es decir, los cationes que tengan menor radio iónico en los 

grupos 1-A y 11-A. Asi pues, los cationes mSs voluminosos con un radio­

ión!co may~r y por lo tanto con menor energia de hidratación, ser~n los 

seleccionados por los sitios que poseen fuerzas de campo eléctrico---­

déhilcs. 
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Las series de preferencia de los cationes serán es+> Rb+') K+ ') 

para el grupo 1-A y Ba++) Sr++ 7 Ca++., Mg++ para el --

grupo 11-A. 

El otro caso extremo, será un sitio de superficie de membrana que 

posea una gran fuerza de campo electrónico. La disminución de la 

energía libre al interactuar el sitio y el catión debe ser suficiente -

como para deshidratar al catión, es decir, la energía de interacción --

del sitio-catión es mayor que la energía de solvatación de los cationes 

Por otra parte, como la energía de interacción es mayor cuando menor --

sea el radio iónico, los cationes de radio i6nico pequeño tendrán una -

Interacción mayor con el sitio, que los cationes de mayor radio íóníco-

y en este tipo de sitios con fuerzas de campo eléctrico grandes, se 

seleccionarán los cationes según las series en que los cationes se 

ordenan de acuerdo al radio iónico creciente: LI+ > Na+> K+)> Rb+) 

+ ++ ++ ++ ++ Cs para e 1 grupo 1-A y Mg :;> Ca ') Sr '7 Ba para e 1 grupo 

11-A. 

Obviamente, la teoría de Eisenman y Sherry supone que para fuerzas 

de campo eléctrico intermedias, el orden de selectividad de los cationes 

serán 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 práctica. Para los cinco cationes del grupo 1-A se-----

tienen SJ • 120 permutaciones posibles. 
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Sin embargo, de ellas solamente 11 son las series que aparecen-

casi constantemente, no sólo en sistemas biológicos sino en sistemas-

nrg~nicns e inorgánicos, como por ejemplo electrodos selectivos para-

alguno de los cationes; la primera es la serie liotrópica que se orde 

na según el radio hidratado de los Iones. 

Los cuatro cationes del grupo 11-~ se pueden ordenar en 4!=24 -

series diferentes: solamente se han observado siete de ellas y que 

fueron predichas por Sherry (31) para sitios muy próximos en super 

ficies (6): 

1: Ba++) Sr++) Ca++) Mg++ (Serie líotrópíca) 

11: Ba++) Ca++> Sr++) Mg++ 

111: Ca++) Ba++) Sr++> Mg++ 

IV: Ca++) Ba++} Mg++) Sr++ 

V: Ca++'> Mg++) Ba++) Sr++ 

V 1: C.J++) Mg++) Sr++> Ba++ 

VI 1: Mg++) Ca++) Sr++> Ba++ (Serie deshidratada) 

La serie 1 seria la que se seleccionara por los sitios de fuerza 

de campo electrónico débil y 1-VI 1, por sitios de fuerza de campo 

eléctrico fuertes. En la 1 predor:iin;m las energ1as de hidrataci6n 

mientras que en la VI 1 la energía de interacción sitio-catión es mayor 

que las enerqías de hidratación. Esta es una interore!·aci0n i;encillc1 -

que est& de acuerdo con la mayor parte de los datos experimentales;·-

según la revisión de Diarnond y Wright (6); sin embargo, estud!os más -

recientes en los que se consideran múltiples grupos funcionales para-

la unión de un sr:ilo catión en el sitio de la superfici.• membranal, ---

hacen Intervenir no solamente l;is fuerzas coulombi;mas ·.~ .. , atraccion y-

las energías de hidratación, sino también la deformabil!dad del sitio-

y la coordinaLión de los múltiples grupos del sitio con el catión. 
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Se ha estudiado el efecto de máxima coordinación de los cationes­

con compuestos macrocíl icos y se ha visto que la disminución de la 

energía 1 ibre debida a la deformación del sitio al coordinarse con los­

cationes, contribuye de forma importante en el cambio total de la----­

energía libre del sistema sitio-catión (22,35). 

Será pues necesario modificar la teoría de Eisenman y Sherry ---­

incluyendo, para sitios con múltiples grupos funcionales, la deforma -

bil idad del sitio, las dimensiones del ·sitio del imitadas por los grupos 

funcionales que Intervienen y la coordinación máxima del catión con los 

grupos funcionales en el espacio delimitado por ellos. 

Hay que suponer que el sitio no es totalmente rígido y que sólo -

puede deformarse dentro de ciertos límites impuestos obviamente por las 

uniones de los grupos funcionales con átomos o grupos de átomos vecinos 

así como por las restricciones estéricas del sistema en su conjunto. 

Así pués, en una s~luciÓn acuosa, los c.Hiones están hidratados.­

El mayor descenso en la energía 1 ibre se dará cuando las moléculas de -

agua del catión sean reemplazadas por los grupos funcionales del sitio. 

Para un sitio de dimensiones intermedias, un catión de radio---­

iónico grande estará impedido estéricamente de posicionarse correcta 

mente en el sitio para alcanzar una coordinación óptima sin deformar 

excesivamente el sitio. Los cationes de radio iónico pequeño también 

tendrán que perder agua de hidratación y esto dependerá de la fuerza 

del campo eléctrico del sitio, pero además, el sitio tendrá que ------­

deformarse para adaptarse a un volumen menor, del imitado por los grupos 

funcionales para poder coordinarse, lo cual será tanto más difícil ---­

cuanto menor sea la deformabil idad del sitio. 
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Por esta razón, el valor mayor de disminuc~6n en energla libre -­

se dará, en general, para un solo catión que reúna las condiciones de -

1). Substituir las moléculas de agua de hidratación por los grupos del­

sitio de fijación y 2). Cuando alcance el máximo de coordinación con Jos 

grupos del sitio con la menor deformación del mismo. 

Se han real izado relativamente pocos estudios del efecto de----­

cationes divalentes sobre el R.S., por ejemplo, Mac Lennan (19) ensayó­

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

usando una sola concentración, 50)JM, Además del Ca++ parecen estimular 

el Mn++ y el Sr++ y no encuentran casi efecto por el Mg++, Ba++ y Co++; 

>ier.do muy inhibidores el Cd++, Cu++ y Zn++. Sin embargo, estos resulta 

dos están sujetos a dudas razonables, ya que las concentraciones ut i 1 i­

>nrln~ fueron de 5 mM para el efecto del Mg++ y el efecto global ouede -

ser la adición de efectos activatorios e inhibitorios puesto que 

existen dos sitios sobre la enzima, especificas de Mg++ y Ca++ y además 

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

ATP-Ca- fuertemente inhibitorio, K
1 

= 2 )JM {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 más serio concierne al transporte del Sr++, por-----­

Mernier y Hasselbach (20), en el que se observan que el Sr++ se trans -

porta más rápidamente que el Ca++. 
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La velocidad de acumulación del Sr++ es aparentemente lineal ---­

hasta concentraciones de Sr++ del orden de mM. La estequiometría del -­

Sr++ transportado por ATP hidrol izado es· de 1 a diferencia del Ca++ que 

es 2. 

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

substituye con eficacia al Ca++ (15,29), observándose similitudes entre 

ambos cationes. 

El objetivo final de nuestro trabajo es comparar el comportamiento 

de los cuatro cationes divalentes del grupo llA sobre la actividad de ~ 

la ATPasa y el transporte de calcio del R,S, de corazéln de perro~ para­

determinar en que orden se seleccionan dichos cationes en el sitio de -

fijación del calcio y obtener lnformacion sobre la naturaleza qu1mica -

rlc dicho sitio, El estudio se real Izo a dos pHs diferentes. El pH 6,6 -

es el óptimo para el transporte de calcio en estas preparaciones (9) y­

cl pH 7.5 es el Óptimo para la hidréllisls del ATP dependiente de----~ 

Calcio (1 7) • 
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M A T E R 1 A L Y M E T O O O S 

_) 

Purificacion de Microsomas de R.S. cardiaco. 

La purificación ~e R.S. cardiaco, proporciona preparaciones con -

elevada actividad ATPásica. El método se basa en cargar los microsomas-

con oxalato de calcio (;9) y su posterior precipitación en un gradiente 

de sacarosa y KCl. 

Una vez obtenidcs los microsomas "crudos" (19), éstos son di lur -

dos hasta una concentra~ión proteínica de 6-10 mg/ml, con un volumen 

igual de medio para re;-.;:,sión de actomiosina, centrifugando posterior 

mente después de 25-30 - ·nutos a 40,000 x g. durante 1 hora, 

El precipitado (-i:rosomas-KCl) se suspende en Sacarosa 0,25 M; ~ 

Tris-maleato 20 mM a -~ S.8. 

Los microsomas se :argaron con oxalato de calcio en un medio que-

c0ntenía: KCI 80 mM, Tcis-Maleico 20 mH (pH 6.6), MgC1
2 

10 rnM, Oxalato­

de potasio 10 mM, ATP 5 ~M, Prote7na 2,5 mg/ml, y el calcio se fué ----

a~adiendo por fracciores de 0.1 mi. hasta completar 0.5 n~; La reacción 

se ! levó a cabo a tempe·2~ura ambiente y se ajustó el pH a 6,6 con ~--~ 

Tris diluido, durante 1~; 10 minutos que dura el proceso. 

La suspens Ión de '•:s micros"omas "cargados" se cnfr?a u O ºC y ---

luego se pasa en porci;::·es de 16 mi., en un gradiente discontinuo 

forrr.ado por capas de Sa:2cosa 0.6, 0.8, 1.0 y 1.5 M, que cor.tienen KCI-

0.3 H, pirofosfato de sc~io 0.05 M y 0.1 H de Tris, PH 7.2 . 

Se centrifugó a 2L.QOO rpm en rotor SW24 durante 'ºminutos. 
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Se colectan el precipitado y la parte que sobrenade entre las capas de­

l .O y 1.5 M en Sacarosa. Se diluye con Sacarosa 0.2 M y Tris-Maléico 20 

mM a pH 7.0. La mezcla se centrifuga a 40,000 x g durante una hora, ob­

teniendo en ~1 precipitado la fracción correspondiente a los microsomas 

cardiacos purificados. 

Se suspenden en Sacarosa 0.25 M, Tris-HCl 10 mM pH B.o, a una --­

concentración de 10 mg de proteína/mi. 

Purificación de la ATPasa dependiente de (Ca++, Mg++), (17,19). 

Para obtener la preparción proveniente de R.S. cardiaco, se empleó 

un método 1 igeramente modificado al descrito por Mac Lennan (17,19). 

Los microsomas "cargados" con oxalato de calcio se suspendieron 

en Sacarosa 0.25 M y Tris-HCl 10 mM (pH B.O). Se adicionó PME y KCl --­

hasta una concentración final de 3 mM y 1 mM respectivamente, así como­

desoxicolato de sodio al 10% en una proporción de 0.1-D.12 mg/mg de --­

proteína. Después de 30 minutos, la suspensión se centrifugó a 5,000 x-

9 durante 20 minutos. 

El sobrenadante (S 1) se remueve cuidadosamente con una jeringa, -

mientras que el precipitado (p 1) se suspende en medio D (incluido en 

métodos) hasta una concentración proteínica de 10 mg/ml. y posterior 

mente, se le adiciona ftME a una concentración final de 3 mM, Acetato de 

amonio saturado al 50% (17) 0,2 ml/ml. y posteriormente, desoxicolato -

de sodio a razón de 0.5 mg/mg. de proteínas. 

Se deja reposar la suspensión durante 30 minutos y el precipitado 

se disuelve (P2) en medio de resuspensión. Al sobrenadante (S 2) se le -

adiciona 0.01 mi/mi. de Acetato de amonio al 50% y se centrifuga a 

40,000 x g durante 30 minutos, obteniéndose un sobrenadante transparen­

te (s
3

) y un pequeño precipitado (P
3
). 
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Al sobrenadante (s
3
), se le adiciona acetato de amonio saturado 

al 50% hasta una concentración final de 0.27-0.3 ml/ml., hasta que la 

solución se vuelve turbia inmediatamente. 

Después de 15 minutos de incubación a O ºC, la suspensión se -----

centrifuga a 20,000 x g por 30 minutos. 

Se remueve el sobrenadante (s 4) y el precipitado (P4) de color --~ 

contiene la ATPasa dependiente de (Ca++. Mg++), se disúelve en un peque-

Ro volumen de medio de resuspensión. (19) 

: ' tiempo completo del procedimiento desde la homogenización hasta 

el aislamiento de la enzima purificada es usualmente de 2-3 días. En el-

primer día se hacen todas las operaciones que incluyen hasta la purific~ 

ción preliminar de los microsomas y su peso a través del gradiente de --

saca rosa y KC 1 . 

En los casos en los que la purificación se 1 leva varios dTas la --

preparación (P 1) puede ser suspendida en medio A y luego congelada por -

nitrógeno líquido y almacenada hasta nuevo uso. La selectividad obteni-

da varió entre 7 y 12 pmoles/min/mg. de protefna. 
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Ueterminación de las Lonscantes de Disociación tle1 Arsenazo 111 con los 

cationes divalentes. 

El método seguido es una titulación del colorante con cada catf6n 

y la determinación de la K0 aparente de forma gráfica. 

Una breve descripción del método para el colorante murªxida ha ~~ 

sido publicada por Chieri y Martonosi. 

La~ condiciones seguidas fueron: En una cubeta del espectrofotó -

metro se tiene una mezcla de KCI 100 mM. PIPES 20 mM, Arsenazo 111 ----

0.0525 mM, ajustado a pH 6.7 en un volumen de 2 mi, y a 37 ºC, se 

registra el espectro de absorción en el visible en presencia de 1 mM de 

EGTA-K sin cationes divalentes añadidos y sobre otra cubeta similar se-

añaden pequeños volumenes de solución 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 concentración de Arsenazo 111 de la­

solución stock es de 3.5~ 0.2 mM. Las mediciones se hicieron por 

duplicado y se corrigieron las lecturas por cambios de volumen. 

Se determinó en punto isobéstico o el punto de menor variación en 

la absorción de luz al variar la concentración de los cationes y la ---

longitud de onda donde la variación es máxima para el complejo Arsenazo ,, 
1•11-Cat ión. 

Se grafica en el eje de las absisas la inversa de la concentración 

del catión y en el de las ordenadas la inversa de la diferencia entre -

la absorción del punto isobéstico y el máximo elegido sin catión (en --

presencia de EGTA 1 mM) y las absorbancias a las mismas longitudes de -

onda en presencia del catión sin EGTA. 

Vease como ejemplo la gráfica de resultados para el calcio, Esto· 

corresponde a graficar la inversa de la variación de la absorbancia en-

el pico máximo, corregida por variación de volumen y por contaminación-
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de las soluciones por otros cationes que afectan el espectro del ------­

Arsenazo 11 l. 
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R E S U L T A D O S 

Cálculos de las constantes de asociación del Ar 111 con los cationes ---

diva lentes. 

En el estudio con Jos cationes e~ general, es necesario conocer con 

la mayor preslclón posible, las concentraciones de los cationes libres y 

complejados con diferentes llgandos. 

En el caso particular del R.S., se usan varios cationes tales como 

el K+, Mg++ Ca++; en el trabajo que presentamos se usan además el Sr++ y 

el Ba++. 

Los 1 igandos que se asocian con cationes y que forman parte del --

medio de reacción de ATPasa y/o de captación del calcio, son: oxalato, -

ATP y Arsenazo 111. El verdadero 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 pequeñas calculadoras programables. es-

posible realizar cálculos que antes eran tediosos y largos. Hemos usado-

los programas publ lcados por A. Fabiato y F. Fabiato en 1979 (1), para -

una calculadora Texas Tt-59. Se consideraron las recomendaciones de los-

autores, as1 como las constantes que aparecen en dicho articulo. 

Para el cálculo de las constantes de asociación del colorante 

Ar 111 y Jos cationes Mg++, Sr++ y Ba++, se util Izaron condiciones seme-

1 ¡ • d ++ jantes a as de captac on e Ca ~ 
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Se consideró que la reacción de asociación es: 
KA 

Arsenazo 111 + M2+ Arl 1 l-H2+ 

La constante de asociación es la constante del equilibrio de la-

reacción escrita en el sentido de asociación ligando-catión. 

Se consideró que la estequiometda era 1 :1 (30). 

La figura 18 muestra el espectro de absorción del Arlll. 

o.o. 
1.5 

t.O 

0.5 

o 570 590 so &3o 650 670 s90 

Anm 

Figura 18.- Espectro de absorción del Ar~cnazo 11 l. 
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en ausencia de cationes diva lentes (se incluye al 1 igando 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 111-Ca y Ar 111 solo. 

T A B L A VI 

Ca++ m M 1/ Ca++ -1 * * m M Abs. 1/ Abs. 

0.02 so.o 0.34 2. 92 

o. 04 25.0 o.46 2 .18 

0.06 16. 7 0,53 1.87 

o.os t2.S 0.58 1 • 73 

0.10 10.0 0.60 1 .65 

o. 15 6.7 o.65 1 .54 

0.20 5.0 0.67 1 .49 

Abs.= (Abs.570 - Abs.650) EGTA = 1.098 

1< 
= 1. 098 - (Abs.570 - Abs.650) e 2+ Abs. a , 

los resultados se expresan graficamente en la figura 19 que permite --
4 -1 estimar la KA del Ar 111-Ca. El valor obtenido de 3.85 x 10 M esta 

I¡ -1 
en acuerdo con los datos de la 1 iteratura, 6.7 x 10 M (30). 
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De Igual forma, se estimaron las KA para los cationes Mg 2
+, sr2+ 

Ba2+, que se presentan en las figuras 20,21 y 22 respectivamente, 

3 
_I_ KA• 1>8.5 <103 M. 1 

AD.O. 

2 

10 15 20 25 30 35 40 45 50 

- 1- mM-t 
[co] 

Figura 19.- Cálculo de la constante de asociaci6n del Arl 11 con el --­
calcio, 
Las condiciones de reacción fueron : EGTA-K 1 mM, KCI 100-
mM, PIPES 20 mM, Ar 11 l 0,0525 mM (pH 6.7), Temp.37 ºC. La 
longitud de onda fu@ 2de 560 y 700 nm respectivamente, La -
concentración del Ca +se varió entre 0.02a 0,2 mM, 
Para calcular la constante de asociación K;, se grafica el 
inverso de la concentración de calcio vs. la inve3sa_~e 
~O.O .. La K calculada para el cacio es de 38.5 x 10 M • 
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,....i.! 

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

serie de selecci6n por el Arsenazo 111: 

Ca2+ 

38.5x103 
> Sr

2
+ > Ba

2
+ > Mgz+ 

14.2x103 ll.Sx103 2.0xlo3 

que corresponde con una variación de Ja serle 111 de Sherry (31) que-

llamamos serle 111-b. 

1 
t. o.o. 

10 

, 
5 

o 

..... ~ . ,,... ...... 
,/• 

,/o 

*-----~-----------­___ ,..--

10 20 25 
1 M"' 

[Mg] m 

Ffgura 20,- Cálculo de Ja constante de asociación del Arlll con el --­
magnesio. 
Las condiciones de reacción fueron: EGTA-K 1 mM, KCI 100 -
mM, PIPES 20 mM, Ar 111 0.0525 mM (pH 6.7), Temp. 37 ºC •. 
La determinaciBn se hizo a 560 y 700 nm respectivamente, -
La concentración de magnesio va desde 0.04 a 4,S m~ 1 El -­
valor de la KA para el magnesio, es de 2.0 x 10 ~ , 



5 

' 1. "' :i ---

30 35 40 45 50 

- 1- mM- 1 

[sr] 

•a t.:.- :ª':;l', ~e la constante de asociación del Ar 111 con el --

L~; :0ndiciones de reacción fueron: EGTA-K 1 mM, KCl 100 -
-.w. o¡P~'; 20,,H, Ar 111 0.0525rnM (pH 6.7), Ternp. de 37 ºC 
-~·:. ~e onda 560 y 700 nm. La concentración de estroncio-
1a•:1 ~e 0.02 a 0,2 ~M. ~a ~9nstante de asociación ----­
•,:.:e,-id:,, es rle 14.2 x 10 M . 
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6 
1 

t;D.O, ----------
4 

3 

2 

'º 15 20 2S 30 40 45 50 
1 M-1 

[Bo]m 

Figura 22,- Cálculo de la constante de asociación del Ar 111 con el -­
Bario. 
Las condiciones de reacción fueron: EGTA-K 1 mM, KCl 100 -
nM, PIPES 20 mM. Ar 111 0,0525 mH (pH 6.7), Temp, de 37 ºC 
y Longitud de onda de 560 y 700 nm, La concentración de -­
Bario varía entre O,Oj y_l·º mM. La KA calculada para el -
Bario es de 12.5 x 10 M . 
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Efecto de los cationes diva lentes del grupo 11-A, sobre la actividad -

de la ATPasa pu(ificada de R.S. de músculo cardiaco de perro. 

El primer catión que estudiamos del grupo 11-A, es el Mg++ Como 

ya hemos mencionado en la introducción, 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 óptimo en un rango de pH del orden--

de 6.6 a 6.8 en vesículas de R.S. cardiaco y que 1 lgamen de calcio es-

máximo a pH 6,6 e inferiores, mientras que para la hldr61isls del ATP, 

~1 pH óptimo es del orden de 7,3 a 7.5 es decir, existe una diferencia 

entre las funciones, la del transporte de Ca++ por las vesfculas y la­

hldról i sis del ATP por ATPasa de (Ca++,Mg++); es por esto que elegimos 

el pH de 6.6 para poderlo comparar con el transporte del Ca++ y el pH-

7.5 que es el óptimo para la hidrólisis del ATP. 

En la figura 23-a se observa el efecto del Mg+tobre la velocidad 

de hidrólisis del ATP a concentraciones de ATP y de Ca++ constantes. -

Tanto a pH 6,6 como a 7.5, se observa que hasta aproximadamente 2 mM -

de Hg++, tenemos un aumento en la velocidad de hidrólisis del ATP. 

Para cualquier valor de Mg++ la velocidad de hidrólisis del ATP es 

mayor a pH 7.5 que a pH 6.6. 

El aumento en la velocidad es debido a : 1) la formación del ---

<.on•¡;lc.¡o ATP-Mg°'; el cual es el verdadero sustrato de I;, enzima y 2) a· 

la saturación de un sitio especifico para el Mg++ en la enzima, sobre-

++ 
·~ ATP~sa de Ca que es necesaria para el funcionamiento óptimo de la 

~·n1 1 f'lit 

,.,. i" rlf' 7 mM. ·.f; observa una disminución en la velocidad de· 

·!• .:, ' · ·.' ,, dc· I ATP. ~ 1 • c•"P le 1 <• ATP-Mq- ps í'rins tan te a pi'lrt 1 r efe 2 mM ·1 
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no hay formación del potente inhlbidor ATP-Ca (37), puesto que el Mg+' 

está desplazando todo el Ca++ posible que pudiese unirse al ATP. Asf -

pués, suponemos que el efecto del Mq++ es un efecto inhibitorio direc­

to sobre la enzima; la Inhibición es relativamente peque~a, ya que a -

las concentraciones ensayadas, del orden de 12 mM de Mg++, sólo hay -­

una inhibición del orden del 20 al 30 ~de la actividad de la ATPasa .. 

Mg .. a-a pH 1.8 
', 

' 4 .._. • 7.~ 

l3 
r 
1i 2 

! . 
ºo 2 4 • 8 10 12 mM. 

D.7 º' ic,,.104/'M 

02 

0.1 0.1 

1 10 • ' 
1/U•('l~1crS ( Mg''\. mM 

Figura 23.- Efect~+del ~g++ en la hidrólisis de la ATPasa dependiente­
de Ca . La concentración total de magnesio va de O hasta-
12 mM; el medio contiene ATP 1 mM, FGTA 1 mM, KCl 80 mM,-­
CaC120.B mM, a pH 6.6 y a 7.5 la concentración de CaC1 2 es 
de O. 95 mM. 
a). Se ve la velocidad directa (en ~moles), y se observa -
un máximo alrededor de 2 mM de Mg++ libre, así como un--· 
efecto inhibitorio que es el más pronunciado para pH 7.5 .. 
b). Es la doble recíproca de la velocidad de hldr~¡isis -­
respecto a la recíproca de la concentración de Mg libre. 
5e calculan dos constantes de activación para el magnesio: 
57.5 y 104 ~M respectivamente para ambos pHs. 
c.). De la parte Inhibitorio de In Lurvd (a), se puede dedu 
cir una constante de inhibi~ión del orden dP 15 a 19 mM -~ 
respectivamente, para el maqnesin v los efectos inhibito · 
rios de este cal ión. 
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En la figura 23-b, podemos calcular a partir de esto5 datos, la veloc! 

dad máxima y la constante de Michaelis·-Menden para el Mg 2+; la repr!:_ 

sentación es la inversa de 1,,. ""1~-:'fad de hidrólisis del AlP v;,, la -

inversa de la concentración libre del Mg2+ 

A pH 6.6, obtenemos una Km del orden 104..uM para el Mg 2+, míen--

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 Mg 2+ que a pH 6,6 sin 

embargo, los valores de la Km a ambos valores de pH son inferiores al-

d 1 d ( 2+ 2+) - d • • mM; lo que in fea que a ATPasa e Ca , Mg esta en con 1c1ones 

saturantes 1m el interior del músculo con respecto al Mg2+ 

La figura 23-C, es un representación para calcular la constante-

2+ 
de inhibición del Mg a partir del momento de saturación, es decir, --

más allá de 2 mM de concentración de Mg 2+ Observamos en este caso la­

Inversa de la velocidad vs. la concentración libre de Mg2+; con esto -

podemos calcular la constante de Inhibición a pH 6,6, que es de 19 mM-

y que para pH 7.5 es de 15.3 mM. Esta inhibición que resulta ser muy -

semejante en ambos casos, probablemente sea debida a la unión del Mg 2+ 

sobre el sitio de unión del ca2+. 

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 Mg 2+ lo cual­

puede explicarse debido a que el Mg 2+ por ser el catión más pequeno de 

la serie, tiene el agua muy fuertemente unida; por lo que resulta ---­

difícil eliminarla e introducirse en el sitio del Ca 2+. puesto que el-

radio hidratado es del orden de 4 A. 

En la siguiente figura (fig. 24) se mL1estra el efecto del ca 2+. 

Tenemos una representación de lo que se 1 l,1ma el factor de saturación, 

es decir, la velocidad para cada rnncnntr~ci~n. dlvi~·~~ por la velo -

cidad máxima, lo que nos permite efectivamente normal izar valores para 
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pHs y condiciones enzimáticas muy diferentes. Se utll izó una concentra­

ción constante de EGTA 1 mM y diferentes concentraciones de Ca++. 

1.0 

r~. 
A-A pH 6.6 
0-0 " 7.5 

> 
...... 0.5 I I ' > I \ .. 

¡~)' o\~ 
o 

6 4 2 8 
pCa 

Figura 24.- Repres~~tación gráfica de la fracción de saturación v/V ~~­
log Ca a los dos pHs 6.6 y 7.5. La concentración de Ca -
a pH 6.6 se varió de 0.1 a 1 .2 mM y a pH 7.5 de 0.2 a 2 mM, 
La composición del medio de reacción fué: ATP 1 mM, EGTA 1-
mM, KC1 80 mM, MgC1 2 4 mM, a pH 6.6 se utilizó PIPES 20 mM, 
mientras que a pH 7.5 se empleo'HEPES 20 mM, 
A ~H 7.5 se observa que existe una mayor afinidad para el-­
Ca+ que a pH 6.6. También se observa que el efecto inhibi­
torio por el exceso en la concentración de calcio produce -
un efecto inhibitorio importante en la hidrólisis del ATP;­
pr~~ablemente debido a un efecto de acomplejamiento del ~-­

Ca con el ATP, dando lugar a la formación del complejo -­
ATP-ca· que es muy lnhi bitar io y posee un valor muy el evado­
de Ki. 
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Observamos que a P.H n.6, la K0 _
5 

es aproximadamente 10).JM, ----­

mientras que a pH 7.5 es del orden de 0.2-0.3 )JM. La afinidad del Ca++ 

por la enzima aumenta con el pH. En ambos casos se observa una subida-

relativamente rápida de la velocidad de hidr61isis del ATP dependien -

te de Ca++ que pasa a un máximo y muy rápidamente se observa una inhi­

bición de la velocidad de hidrólisis a medida que el Ca++ aumenta a 

niveles por encima de la zona del _.uM; esto es debido a la formaci6n 

del complejo ATP-Ca-que es un potente lnhlbidor de, sta enzima, como -

ha demostrado Vianna (37), se observa una inhibición rápida que pro -

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

Seguidamente se estudió el efecto del Sr++ sobre la actividad de 

hidról isls del ATP por la enzima. Ya hemos indicado que el Sr++ es un-

catión que puede substituir al calcio a nivel muscular y por tanto, a-

nivel de la ATPasa. 

En un estudio previo de Hernier y Hasselback (20), se demostró 

que el Sr++ puede substituir perfectamente al Ca++, ya que la ATPasa -

de calcio hidrollza al ATP y además, el Sr++ puede ser transportado al 

interior del R.S .. De hecho, soluciones de Sr++ pueden substituir al -

Ca++ en el músculo y permitir que se contraiga durante algún tiempo, -

(15) 

En la figura 25, tenemos nuevamente la fraccl6n de saturación -­

sobre la velocidad máxima, en función del -log (sr++) libre a ·dos pHs 

diferentes, f>.6 y 7.5. De nuevo· se presenta un fenómeno semejante al -

que se presenta con el Ca++. A pH 6.6, la K0 .
5 

del Sr++ es del orden -

de más de 10 ,uM (12 a 13 J.JM), mientras que a pH 7',5, la KO.S baja y es 

del orden de 3 a 4)JM; lo cual nos indica de nuevo que al aumentar el• 

pH de 6.6 a 7.5, aumenta la afinidad del sitio de los c~tiones dlvalen 

tes por el Sr2
+, •amblén igual a lo que sucede con el ca2+ y con el --

Ml+ 
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2+ A pH 6.6 se observa que para 100).JM de Sr se alcanza aproxima-

damente el efecto máximo de velocidad, mientras que a partir de esa --

concentración se empieza a observar una inhibición que recuerda a la -

producida por el Ca++, indicando que probablemente se est~ formando el 

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

Figura 25. -

1.0 '.i.~ n 

o-o. pH 7.5 

~~"" llr-A N 6.6 ·¡: \. AA". 
> \º 

0.5 
A ..... 4 6\ > 

9 ~ :"'A 
/A/ 
/4 

o o 

7 6 5 4 3 2 
pSr 

Representa la fracción de saturación v/V vs. log. de la -· 
concentración de estroncio tÍbre de los dos pHs., 6,6 y -
7,5. La concentrac Ión de Sr total a pH 7 .5 va de 20 .,uH­
a 2 mM, mientras que a pH 6.6 1~ concentración varia 
entre 1,i(JM y 2 mM. 
La composición del medio de reacción fue : ATP 1 mM, MgC1 2. 
4 mM, EGTA 1 mM, KCI 80 mM y PIPES 20 mH. 
Se observa que a pH 7,5 hay una mayor :afinidad 
que a pH 6.6 la afinidad en ambos casos es 2~1 
)JM, mucho más pequeña que en el caso del Ca . 

2+ 
por el Sr 
orden del -

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. · 
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obviamente, este complejo se forma en menor proporción que con el ---­

Ca++ y con el Mg++ ya que la inhibición se presenta para concentracio­

nes relativamente elevadas de Sr++ y cuya constante KA para el comple­

jo ATP-S~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-podrTi 

- formarse de Igual manera, se observa que la inhibición es aparente -

mente mucho menor que a concentraciones practicamente de 1 mM, en que-

no hay excesiva inhibición para dos experimentos diferentes; Jo cual -

estaría indicando que probablemente el Sr++ tiene algún efecto diferen 

te al Ca++ y el Mg++ en cuanto a la formación del complejo con ATP se-

refiere, así como en cuanto al efecto inhibitorio. 

Las constantes de Hill calculadas de Jos parámetros de hidrólisis 

del ATP en función del Ca++ y el Sr++, indica que son cQoperativos, es 

decir, 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 Sr++ y la cinética de hidrólisis del ATP en función del­

Sr++, son probablemente de tipo Michael iano. 

Captación de calcio y estroncio por vesículas de R.S. cardiaco, 

Vamos a estudiar ahora el transporte de cationes por vesículas de 

R.S. de corazón, así como el efecto de los cationes divalentes del --­

grupo 11-A sobre el transporte. de Ca++ o de Sr++ en condiciones llama­

das de captación; es decir, con oxalato como agente precipitante de -­

estos dos cationes y ut i 1 izando 1 a técnica de e:;pectrofotometría 

visible con el colorante Ar 111 como se ha indicado en material y méto 

dos. 
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Efecto del Mg 2+ sobre el transporte de Ca++. En la figura 26; 

observamos en relación directa, Ja velocidad de transporte de Ca++ en-

2+ función de la concentración de Mg total en el m·edio, 

Se observa una activación hasta alcanzar una concentración 

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

1 ibre o bien, de 1 mM. Después notamos un efecto inhibitorio que 

recuerda el efecto de este catión sobre la ATPasa de Ca 2+. 

0.1 M(' 

" !º·ª ~'--.. ju/ '-..._ 
::- ' 
.. G.2 

··/::.:· 
2 ~ 

1 

12 mM. 

\. 

o'-------- o'------~--~ o o 4 g 
tMg .. l,mM 

Figura 26.- Efecto del Mg 2+ en el transporte de Ca 2+ Las condiciones­
fueron: R.S.(36 µg de proteína/mi.} suspendido en un medio 
que contiene KCl 100 mM, CaC1 2 30)-IM. Ar 111 53.JJM, oxala­
to 5 mM, ATP 1 mM, a pH 6.7 con PIPES 50 mM. Long, de onda 
670 nm. Z+ 
Las concentraciones de Hg ut il iz2~as van de 0.5 a 14 mM. 
a). Velocidad de transporte de Ca ~~moles/mg. de ~¡oteína 
/minuto) vs. la concentración de Mg total. E2+Mg pro -
duce un efecto semejante sobre la ATPa2i de Ca , al que -
se observa durante el transporte de Ca a pH 6,7. 2+ 
Nótese el efecto de actividad máxima a 4 mM de Mg 
b). Gráfica de dob2~ recíproca (Lincweare-Burck) para cal­
cular la Km del Mg . El valor de la constante para la --­
parte de activación, es de 0.7 mM. 

,. 
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c). Representación de la2Jnversa de la velocidad vs, la -
concentrac1on del Mg para el cálculo de la constante 
de inhibición en la zona de máxima actividad. La Ki es 
de 12 mM. 

En dobles inversas (1/v de la actividad del transporte de Ca++ vs 

1/ (Mg+-i::J 1 ibre). 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 teníamos --

una Km del orden de 100)-IM; así como con el valor calculado en la -----

captación que fué de 1 orden de 700 )JM. 

Para calcular el efecto inhibitorio K1, graficamos 1/v de trans-­

porte de calcio vs. (Mg+~ 1 ibre, con lo que aquí obtenemos una Ki del-

orden de 12 mM; recordando también que la Ki para la inhibición de la -

ATPasa era en condiciones similares, del orden de 15 a 19 mM; lo cual -

de nuevo nos estaría indicando que el Mg++ tiene un efecto semejante -­

tanto para la hidrólisis del ATP, como para el transporte de Ca++ y que 

probablemente el efecto inhibitorio del magnesio es debido a una compe-

tencia con el calcio por su sitio, 

El estudio del calcio en cuanto al transporte, se ha realizado --

r.uy frecuentemente por lo 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 concentración 

de calcio 1 ibre. 

Podemos calcular la Km que es del orden de 2.6,AJM a pH 6,6, lo --

~ual est~ de acuerdn con los valores que nosotros hemos calculado, para 

el 50·1 de activación de la hidrólisis del ATP en el estudio anterior, y 

que concuerda también con los datos de la 1 iteratura, en que la activa­

ción de la ATPas;i n '"·' tr.1n<,rrnrtP de Ca++ es del orden del )JM (0.5 a -

2 pM) 
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En la figura 27-b, lo que se representa es la inversa de la veloci 

dad del transporte de calcio vs. la concentración de calcio 1 ibre, para­

ca lcular la constante de inhibición del Ca++. En estas condiciones, se--

observa que la inhibición es del orden de 45,uM. El valor de esta cons -

tante debe estar influenciado por los valores relativos de ATP y Mg++ 

ya que influyen en la formación del complejo ATP-ca: 

s a.) 

e : oL-~....,,.~~-,-0 ~~-.,5:--~~2~0~--:2~5:---
:S 1/ [C•Jt11f40H

1 

E 
.!: .. 
~· 

25 50 75 100 
!C•]~io- 6 M 

Figura 27.- Transporte de Ca 2+. Las condiciones son: R.S. (36)Jg.de pro­
teina/ml .)suspendido en un medio que contiene KCI 100 mM, -
Arll 1 53 AJM, ATP 2 mM, MgCl 2 10 mM, a pH 6.7 con PIPES 50 -
inM.Long. de onda fué de 670 nm. 
Las concentraciones de calcio total van de 12.5 a 260).IM. -
La concentraci2~ de calcio 1 ibre va de 3.9 a 84 ,uM. 
a). Para el Ca libre se observa a pH 6.7 en doble recípr~ 
ca, una Km de 2.6,.uM. 
b). Gráfica de la inversa de la velocidad vs. la concentra­
ción de calcio para calcular el efecto inhibitorio. La ---­
constante inhibitoria es de 45,oM. 
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Por tal razón, el valor de esta constante puede ser debido a un ---

efecto directo del calcio o bieñ, a un efecto asociado con la formacidn-

del complejo ATP-ca: 

El siguiente catión que estudiamos, fué el sr
2
+. Al igual que el --

2+ 2+ Ca , se puede estudiar el transporte del Sr en presencia de oxalato,-

con la consecuente formación 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 -

- 1 e 2+ 1 s 2+ · • · metodos, tanto con e a como con e r . Para evitar contam1nac1ones 

2+ 2+ por Ca , lo que se añade en Qltimo 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 concentración de estroncio libre. Los valores de la Km para el --­

sr2+ en estas condiciones de transporte, son del orden de 28µM; es----

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

indicando que el Sr2
+ obviamente tiene menor afinidad por el sitio, que­

el Ca2
+. Este fenómeno ya lo habíamos notado en la hidrdlisis del ATP en 

las constantes cinéticas obtenidas para el sr2+ que son más altas que 

las que se obtuvieron para el ca2•, mostrando una disminución en la----

afinidad. 

Esta figura nos permite calcular la constante de inhibición, que -

es el orden de 62 ,uM para exceso de Sr:+ semejante al que produce el Ca++ 

indicando q_ue ya sea el s?+por sí mismo o bie>n. por la formacidn del --

complejo ATP-Sr~ Se observa una inhibición a concentraciones superiores· 

a las de 20,uM en las condiciones estudia<l~s. 
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es el orden de 62,.uM para exceso de Sr:+ semejante al que rroduce el Ca++ 

indicando que ya sea el s?+por sí mismo o bie'n, por la formación del --
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Por último, estudiamos el efecto del Ba++. Para este catión no ---

Figura 28,-

·-e 
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2+ . 
Transporte del Sr por e1 R,S,, Las concentraciones de re -
acción son ; R,S, (36.ug de protefna/ m1 ,} suspendidos en un 
medio que contiene l<CI 100 mM, Arfll 53)lJM, Oxalato 8.,uM, 
ATP 1 mM, MgCJ 2 I¡ mM, a pH 6.7 con PIPES 50 mM, Long. de --
onda : 670 nm, 2+ 
La concent2ac Ión del Sr va de 25 a 240 )JM y la concentra -
cjón de Sr+ ¿.j.bre es de 7.6 a 71¡ JlM. 
a). Para el Sr se observa en una gráfica de dobles recípr~ 
cas, una de 27.8,uM. 
b). La representació2 de la inversa de la velocidad vs. la -
concentración del Sr+, dá una constante de inhibición Ki de 
61.8 }JM durante el transporte. 
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hemn-. podido medir, l'>-1 nreno5 c.olorimétri(amentt·, f" transporte haci<'I l'I 

interior del R.S ; creemos que si se transporta, es muy lentamente Y en 

muy pequeñas cantidades: adem~s de que probablement~ no hay precipita· 

rión de Ba++ en forma de oxalato de bario en el interior del R.S .. ----

porque el produ\.tO de solubilidad de esta sal es mucho más pequeño que 

el correspondiente para los otros callones ensayados y porque la 

cantidad de Ba2+ transportada no alcanza niveles suficientemente altos­

como para precipitar con oxalato. lo que experimentalmente hicimos, fué 

estudiar el efecto del Ba 2+ sobre el transporte del ca2+: seguido por -

el método colorimétrico a varias concentraciones de ( ca 2+) libre. 

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

187 pM re5peetivamerate. (figura 29). 

Al representar los datos del efecto inhib!torio del Ba 2+. 

observamos en la representación, la inversa de la velocidad del 

transporte de Ca 2+ vs. la inversa de con cent rae ión de ca2+ 1 ibre; lo -­

cual nos da unas rectas que se cortan con el eje de las ordenadas, ---­

Indicando que el bario está produciendo una inhibición de t ioo compe -

1 it ivn • nivPl del transporte de calcio: lo que era de esper<'lr5e-

Podemos entonces suponer, que el Ba 2+ se fija en el sitio del Ca 2+ 

la constante calculada es. de 1 orden de 29 JJM, aproximadamente 10-

veces mayor que la constante de afinidad del Ca 
2+ semejante las del y a 

Sr 2+ esto nos indica que el bario es menos afín al sitio de fijación : -
que el calcio, y parecido al estroncio. 
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Figura 29.- Efecto inhibitorio del Ba++ en el transporte del Ca++. Las -
condiciones de reacción son las siguientes: R.S. (36)Jg de -
proteína/mi.) suspendido en un medio que contiene KCl 100 mM 
Arl JI 53 )JM, Oxalato 5 mM, ATP 1 mM, MgCJ 2 4 mM, a pH 6.7 -­
con PIPES 50 mM. Long. de 0nda de 670 nm, 
La concentración de bario total va de 200 a 350)JM y la ---­
concentración de calcio libre va de 10 a 3i.f°M. 
No se pudo determinar el transporte del Ba , lo único qu~+­
se pudo ver es un efecto inhibitorio del transporte de Ca . 
En la figura (12), tenemos una gráfica doble recíproca par;>­
concentrac iones de calcio variables a dos concentraciones -­
díferentes de bario, una es de 105..uM y otra 185,.uM y-----­
podemos decir que la inhibición es de típo competitivo como­
cabría esperarse, es decir, el Ba++se fija sobre el sitio de­
unión del calcio. La constante de inhíblcíón calculada es -
del orden de 29 )JM. 
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D s e u s O N 

En base a los resultados obtenidos en la determinación de la constante 

de asociación (KA) entre el colorante Ar 111 y los distintos cationes, 

•;e ob<;erv~ que 

Ca++ K = 38.5 X 103 M-1 

++ A 
103 M-1 Mg KA 2,0 X 

Sr++ 
KA 1 li.2 X 103 M-1 

Ba++ 
KA 11.5 X 103 M-1 

Es decir, el orden de selección del Ar 111 con respecto a los cationes 

ensayados es 

lo cual corresponde a la serie 111-b propuesta por Eisenman y Sherry -

(7 .31). 

Para la ATPa•a, tanto a pH 6.6 como a pH 7.5, aunqu~ no tenemos el ---

efecto del calcio es también mayor que el del estroncio y este a su -­

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

~e encuentra después del Sr++ y antes que el Mg++ 

L" mir,ma -;erie podría esperurse en cuunlo al orden de selectividad de 

los cationes, tanto para la hidrólisis del ATP como µara In .. .-11-: 

lo cual <idemiis es normal, puesto que la hidrólisis del ATP está------

ilcoplada al transporte de cale in y viseversa 

La velocidad de hidr61 is is 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 )JM de Ca++ y !OOJJM de Sr++, con lo que se---­

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

une a lns cationes del on1nn t 1 A Pn pl ~iquiente ordenamiento : 

que efectivamente corresponde a la serie-

111-b propupq~ 11nr Sherry et al. 

El aumento de la velocidad es debido a la formación del complejo 

ATP.:is.1 " ' 1,, s<'!turrición de los sft ios receptores de Ta enz lma. 
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c o N c L u s O N E S 

Hemos visto que los cationes se seleccionan para la captación, de ------

acuerdo a· la serie 111-b propuesta por Eisenman y Sherry (7,31). l n.ue--

significado tiene Ja serie 111-b ?. Al comparar la selectividad de los--

cationes con otros sistemas conocidos, por ejemplo, el Ar 111 que t1ene-

cuatro grupos aniónicos y de los cuales, dos de ellos son sulfónicos y--

los otros dos son arsénicos, selecciona a los cationes en el orden : 

, que corresponde precisamente a la serie --

11 1-b. 

Otro tipo de compuesto que se utiliza frecuentemente para hacer que los­

cat iones 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-H- y Ba++ 1 ibres en el medio --

de reacción. De datos pub! icados en la 1 iteratura, hemos calculado que a 

pH 6.6 el orden de selectividad del EGTA por los cationes divalentes 

++ ++ ++ ++ 
es: Ca ) Sr > Ba ") Mg , 1 o cua 1 nuevamente representa 1 a serie 

111-b y a pH 7.5 el tipo de selección obtenida, es la misma, con Jo que-

nos damos cuenta de que tanto el EGTA; que posee cuatro cargas negativas 

debidas a sus grupos carboxíl icos, como el Ar 111, que también tiene ---

cuatro cargas negativas debidas a sus grupos sulfonato y arsénico ------

seleccionan en el mismo orden en que la ~TPasa de R.S. de músculo -----

cardiaco selecciona a estos cationes. 

El orden de selección del ATP debido a la formación de complejos con 

· ++ ++ ) Sr++...,, Ba++ E 1 d d los cationes es Mg > Ca ,, . sta ser e e acuer o a la-

teoría de Eisenman y Sherry, es la serie VI 1, que corresponde a la serie 

deshidratada de los cationes. 

E5ta comparación nos indica que la ATPasa de R.S. de músculo cardiaco, -

une a los cationes en un sitio que posee un campo de fuerza relativa----
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mente débi 1. 

Por asociación con lo que ocurre con el EGTA o con el Ar 11 l, en que-

las fuerzas con que se unen los cationes a los sitios, es justamente --

mediante la coordinación entre los grupos cargados negativamente y cada 

uno de Jos cationes, podríamos pensar que el Ca 2+ se selecciona a nivel 

de la ATPasa de R.S. de músculo cardiaco, en el sitio de unión de los -

cationes divalentes, porque existe un Jugar con cuatro cargas negativas 

que probablemente correspondan a grupos carboxflicos con los cuales ---

interacciona mediante fuerzas coulombianas y por coordinación con el 

ca 2+ en dicho sitio. Por esta razón la selección es el resultado de 

1 d · • ~ l e 2+ 1 s 2+ que a coor 1nac1on con e a sea mayor que con e r y a su vez 

++ 2+ . mayor que con el Ba y con el Mg , debrdo a que la fuerza de estos -

cuatro grupos carboxíl icos, no es suficiente como pra eliminar el agua­

del Mg2+ o bién, porque el Mg 2+ es demasiado pequeAo y deforma grande -

mente el sitio de unión de los cationes. 

Hasta el momento hemos determinado cual es Ja serle de selección -

de los cationes en la ATPasa de calcio. En base a esto, surge una -----

hipótesis de trabajo consistente en demostrar que el sitio donde se --­

fijan Jos cationes en esta enzima (ATPasa de ca 2+ y Mg 2+), es un sitio-

que posee 2 o 4 grupos carboxíl icos. En parte, esta pregunta ha sido -

resuelta por Pick y Racker (26), quienes han observado que Ja unión de-

una diciclohexilcarbodi imida (reactivo específico de los grupos -------

carboxílicos), inhibe a la ATPasa, para lo cual, es necesario que el -­

ca2+ se haya eliminado no solamente por Ja adición del EGTA, sino 

también por la rresencia de un ionóforo que elimina totalmente el 

calcio presente. 

En ausencia de ca2+, la diclclohexilcarbodilmlda reacciona al ---
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menos con un grupo carboxrl ico, inhibiendo tanto a la ATPasa como al -­

transporte de calcio e incluso, por cada ATPasa con un solo grupo 

carboxll ico que se bloquee, es suficiente para que se ~nhíban dos 

ATPasas. La estequíometría de .unión para Ja díciclohexilcarbodiimida, -

es media mol de carbodiimída unida por dos moles de ATPasa Inhibidas; -

lo cual índica en cierta forma, que el sistema de asociación sobre la -

membrana, es un dlmero de dos subunidades de 100,000 daltones; esto 

expl fea porqué por cada ATP hidro! izado existen dos calcios que son 

transportados. 

Vale la pena entonces elaborar otra hipótesis de trabajo; ya que 

con Jo que respecta al sr2+, aparentemente la estequiometrla es de l -

ATP hidro! izado por cada Sr2
+ transportado (20); en estas condiciones, 

para inhibir la hidról ísis del ATP dependiente de Sr2+, es necesaria -

que la estequiometría fuera de una molécula de carbodiimida unida, por 

cada molécula de ATPasa. 

Estas son las hipótesis de trabajo que quedan efectivamente por­

comprobar y que se debe intentar responder con trabajos posteriores, 
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