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1. TN T ROIDUYE. € I o N

Los avances reciéntes en‘el estudio de la relacién entre homeostasis
de caticnes e hipertensién arterial sistémica, han revelado las bases
celulares de la enfermedad en términos de una anormal concentracién
de calcio intracelular (1). De hecho, se ha demostrado gque las
concentraciones intracelulares de este ién se encuentran elevadas en
diversos tejidos provenientes de pacientes con hipertensién arterial

esencial (2, 3).

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar la causa de esta
condicién. Uno de ellos, que se ha sostenido como el factor mis
importante, es un incremento en el influjo de calcio a través de los

canales ripidos ubicados en la membrana plasmatica (4).

Sin embargo, los mecanismos que controlan el eflujo celular de

calcio, ampliamente reconocidos en el control de la homeostasis

celular de este ién, han sido poco caracterizados en esta enfermedad.
Es por esta razén por la cual otras moléculas importantes
involucradas en la extrusién celular del calcio, como  lo son un
intercambiador Na‘t/ca?* y la ATPasa-(cal*,Mg2*), son motivo de gran
interés y de estudio en diversos tejidos provenientes de pacientes
hipertensos (1, 3-5). La figura 1 resume la interrrelacién de estos
factores determinantes de la homeostasis celular de calcio, y las

concentraciones normales -intra y extracelulares-~ de este ién.



H.}qurl‘l.. Mecanismos importantes en la homeostasis celular del calcio.



Con respecto a la ATPasa—(ca2+,Mg2+), se ha caracterizado como una
proteina de 138-140 kDa que se encuentra unida a la membrana
plasmiética de cé&lulas excitables y no-excitables. Esta proteina es
una enzima gue acopla la hidrélisis del ATP a la extrusidn del
calcio, que es entonces transferido del citoplasma hacia el espacio
extracelular (6). Es importante mencionar aqui gue esta ATPasa de
calcio es regulada, a su vez, por otra proteina de membrana y
fijadora de calcio: la calmodulina (Figura 2). Sl:l unién a la ATPasa
de calcio incrementa la afinidad de la enzima por el calcio y la

Vv max de la reaccién (7).

Hasta ahora, existen pocos estudios de la actividad de la ATPasa
(Ca2+,Mg2+) en eritrocitos provenientes de sujetos hipertensos, y
sus resultados han sido controversiales (8-10). SegGn lo informado
en modelos experimentales o en pacientes hipertensos, la actividad de
la ATPasa se ha enconl.ade normal (4-8), disminuida (9), o aifn

aumentada en plaquetas (10-13).

Esta diversidad de resultados ha creado gran confusién y desaliento
en las comunidades médica y cientifica, ya gque su relevancia en el
desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de 1la

hipertensién arterial no ha podido ser establecida.

Aungue mltiples factores pueden ser invocados en la explicacién de
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FPigura 2. Regulacién de la ATPasa-(Ca?*,Mg2*) por Calmodulina



estos resultados, nosotros hemos encontrado algunas diferencias
significativas en los métodos empleados para la realizacién de cada
estudio. De 1los m&s importantes resaltan: (1) el tipo de
anticoagulante empleado para la recoleccién de la muestra

sangufinea; (2) el procesamiento de las membranas de eritrocitos
(e.g.con o sin EDTA) y (3) las condiciones en que se determina la
actividad de la ATPasa de calcio (e.g. diversidad de concentraciones

de EGTA, calmodulina y/o calcio empleadas en el medio de reaccién).

En base a lo anterior, nuestro estudio pretende determinar: (a) si el
contenido membranal de calmodulina y/o la sensibilidad de la enzima
al EGTA, interfieren en la actividad de la ATPasa de membranas de
eritrocitos obtenidos de pacientes hipertensos y de sujetes sanos y
(b) si estos factores pudieran explicar los resultados discordantes
gue han sido informados hasta ahora sobre la actividad de esta enzima

en pacientes hipertensos y en sujetos sanos.



II. © B J E T I VvV O B8

Con 1la intencién de tener una mejor comprensién del mecanismo o
mecanismos de regulacién de la actividad de la ATPasa-(Ca2+,MgZ+)
en membranas de eritrocitos de pacientes con hipertensién arterial

esencial, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Seleccionar un grupo representativo de sujetos con hipertensisdn
arterial esencial para determinar 1la actividad de 1la ATPasa-

(ca2+,Mg2+) en membranas aisladas de sus eritrocitos.

2. Obtener membranas de eritrocitos-depletadas de calmodulina para la
adecuada evaluacién de la actividad de la ATPasa de calcio in vitro.
Para este fin, se recolectard sangre de sujetos hipertensos vy
controles usando una solucién de dextrosa Yy citrato como

anticoagulante, y procesando las membranas en un medio con EDTA.

3., Determinar el efecto del EGTA, la calmodulina 'y diversas
concentraciones de calcio, sobre la actividad de la ATPasa-
(Caz+,Mg2+) en las membranas aisladas de eritrocitos de ambos grupos

de sujetos.



III. PACIENTES Y METODOS
racientes y sujetos control

Se seleccionaron 12 pacientes con hipertensién arterial esencial del
grupo de enfermos tratados regularmente en el Servicio de Medicina
Interna del Centro Médice “La Raza', IMSS. La edad de los pacientes
fluctuaba entre los 30 y los 70 afios. Todos ellos (6 mujeres y 6
hombres) habian presentado cifras elevadas sostenidas en la presién
arterial mayores de 140 mmHg la sistdlica y 90 mmHg la diastélica,

en al menos dos visitas al Hospital (Tabla 1}.

El protocolo de investigacién y sus procedimientos fueron aprobados
previamente por el Comité ético de la Institucién. A cada paciente se
le practicaron historia clinica completa, examen fisico y estudios de
laboratorio y gabinete pertinentes. Los criterios de exclusién al
estudio incluyeron: hipertensién arterial secundaria; obesidad
mérbida (mayor del 50% del peso ideal); embarazo; cardiopatia
isquémica; insuficiencia renal ¢ cardiaca; y/o si hablan recibido
tratamiento antihipertensive en las tltimas cuatro semanas antes de

enlistarse al estudio.

Este grupo fué comparade con uno control de 14 sujetos normotensos
con edades entre los 30 y 62 afios. La presién arterial de estos-
sujetos nunca excedié a 140/90 mmHg en cuando menos dos visitas al
Hospital, y sus examenes clinicos, de laboratorio y gabinete, fueron

normales (Tabla 1). Se tuvo mucho cuidado en seleccionar este grupo,



Tabla 1., Edad, sexo, Y presién arterial de sujetos estudiados,
(Promedio + E.S.M.)

Grupo
Caracteristicas Hipertensos Normotensos
(n=12) (n=14)
Edad (afios) 50 43
(34 ~ 70) (30 - 62)
Sexo (M/F) 6/6 7/7
Presién sistélica (mmHg)
Supina 164 + 4.4 112 £ 2.5
Ortostatica 160 £ 5.2 107 + 2.2
Presién diastélica (mmHg)
Supina 108 £ 2.4 71 + 1.3
Oortostética 108 £ 3.2 71 £ 1.6




pues se excluyéron a aguellos con antecedentes de familiares

consanguineos que padecieran hipertensién arterial sistémica.

Todos los sujetos estudiados dieron su consentimiento por escrito

para participar en el estudio.

Quimicos

Los reactivos para los andlisis se obtuvieron de Sigma Chemical Co,
St Louis MO, USA. y, las sales empleadas, del Laboratoric Merck, Cd.
de México, México.

Aislamiento de Membranas de Eritrocitos Humanos

La extraccién de 50 ml de sangre se realizé por venopuncién en
posicién supina en cada paciente con, cuando menos, 12 horas de
ayuno. En cada caso, la sangre se recolecté por medio de un sistema

Fenwal(Travenol SA,CV) que contiene la solucién anticoagulante CPD
{Acido citrico, Citrato trisédico, fosfato monobdsico y dextrosa).
Las muestras fueron conservadas a 49C y procesadas antes de 2 horas
después de su extraccién. La preparacién de membranas a partir de
eritrocitos se realizé6 siguiendo una modificacién de la técnica
original de Niggli y cols. (14). La importancia de esta técnica es
que emplea EDTA (4cido etilén diamino tetraacético) en sus buffers y
que la fraccién de vesiculas extralidas se compone predominante de

membranas con la parte interna expuesta al exterior (i.e. "inside-



out") (15). Su concentracién protefca fué determinada por el método
de Lowry y cois (16} y las alicuotas de cada preparacién se
conservaron a -702C hasta la realizacién posterior de los ensayos de

la ATPasa.

Determinacién de la actividad de la ATPasa-(ca?t, mg?t)

La actividad de la ATPasa~(Ca?*,Mg2*) en estas preparaciones de
membrana se evalué empleando los siguientes elementos en el medio de
incubacién: (1) componentes invariables fueron: Mgcl, 4mM, Tris
(hidroximetil) aminc metano-malato (Tris malato) 50 mM y pH 7.4;

(2} los componentes variables fueron: acido etilénglicol bis (amino-
etil-eter) NN’-tetraacético (EGTA) 0.1 mM Junte con diversas
concentraciones de CaCl,. Esta tltima estrategia tiene el objeto de
obtener las concentraciones de calcio libre que se indican en las
figuras, y que se calcllan por medio de las costantes de estabilidad
contenidas en un programa de computo (17). Otro grupo de
experimentos se llevaron a cabo usande concentraciones fijas de

calcio (caCl, 0.1 mM) en ausencia de EGTA.

Todos los ensayos se efectuaron en un volumen final de 300 ul de
medio de incubacién y una concentracién proteica promedio de 100 ug.
En todas las fracciones, la actividad de la ATPasa~(Ca2+,M92+) se
midié a 379eC por 30 minutos, en condiciones estimuladas o né-
estimuladas por calmodulina. En el primer caso, se ahadieron 10 ug de

calmodulina al medio de incubacién y se dejé preincubar por 30

10



minutos a 42C, La reaccién se inicié afadiendo la sal disédica de
5/trifosfato de adenosina (ATP)(pH7.4) necesaria para dar una
concentracién final de 3 mM. Esta se concluyS afiadiendo 4&cido
tricloraacético a una concentracién final del 10%. La liberacién de
fosfato (Pi) se midié por espectrofotometria de acuerdo al método

descrito por Fiske y Subbarow (18).

Las actividades de 1la ATPasa, no-estimuladas y estimuladas por
calmodulina, se determinaron substrayendo 1la actividad medida en
ausencia de caCl, de los valores medidos en presencia de este catién.
Todos los experimentos fueron realizados por duplicadec en cada
preparacién de membrana de eritrocitos de sujetos hipertensos y

controles.

11



Iv. R E 8 U L T A D ©0 8
Pardmetros Clinicos

La tabla 1 resume los datos clinicos de 1los grupos control e
hipertensivo. Entre ambos grupos no existieron diferencias
significativas en lo gue respecta a resultados de biometrfa hem&tica
y quimica sanguinea. En los estudios de gablnete, cuatro pacientes
hipertensos mostraron hipertrofia del ventricule izquierde por

radiologia y/o electrocardiograma.

Actividad de la ATPasa-(Ca®tsug?*) en presencia de EGTA

En los experimentos realizados en presencia de EGTA, no se
encontraron diferencias significativas en la actividad de la ATPasa
determinada en membranas de eritrocitos de sujetos normales o
hipertensos. (Figura 3). En esa figura se aprecia tambié&n que la
adicién de calmodulina en el periodo de preincubacién, no logra
estimular la actividad de la ATPasa en ninguno de los dos grupos.
Este hallazgo sugiere un blogueo en la estimulacién de 1la
calmodulina, probablemente mediado por la adicién de EGTA al medio de
incubacién. Sin embargo, es de hacer notar la relacién directa que se
encontrdé entre la actividad de la ATPasa y las concentraciones de
calcio libre emplcadas en estos ensayos. En este caso, la actividad

hidrolitica méxima se alcanz6 con calcio libre .100 uM.

12
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rigura 3. _Efecto del ccmplejo Ca-EGTA sobre ‘la actividad de 1la
ATPasa-(Ca?%,Mg?*) en membranas de eritrocitos (promedic + E.S.M. de
10 preparaciones diferentes de membrana en experimentos individuales
por duplicado para cada grupo de sujetos evaluados). La actividad de
la ATPasa de calcio fué medida segln lo descrito en Pacientes y
Métodos para sujetos normotensos (A) e hipertensos - (B). Las
concentraciones libres de calcio se mantuvieron estables utiliza
EGTA (0.1 mM) en los ensayos de la actividad de la ATPasa-(Ca®t Hg
estimulada (0) o né-estimulada por calmodulina (®).
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Actividad de la A'n’asa~(ca2"',l(gz+) en ausencia de EGTA

En un segundo conjunto de experimentos, el EGTA fué removido del
medio de incubacién y Se conservd constante una concentracidén de
cacl, (0.1 mM). Bajo estas condiciones, la actividad de la ATPasa de
calcio no-estimulada por calmodulina, tampoco fue diferente entre las
membranas de los sujetos hipertensos y las de los sanos. $in embargo,
estas actividades fueron menores que las encontradas para ambos
grupos de sujetos en presencia de EGTA (Figura 4). Es muy interesante
observar gque, en ausencia de EGTA, la adicién de calmodulina sf
estimula la actividad de la ATPasa en un orden de 4 veces, tanto en
el grupo de hipertensos como en el de sanos. La estimulacién de 1la
enzima por calmodulina en estos casos es estadisticamente

significativa.

Estos resultados concuerdan con los de otros estudios en que el EGTA:
(1) parece estimular parcialmente la actividad hidrolitica calcio-
dependiente de la enzima e (2) inhibe el efecto estimulador de la

calmodulina (14,15). .

14
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Figura 4. Efectos del ca?t y del EGTA sobre la ATPasa-(ca2+,ng+) de
eritrocito. (Promedio % E.S.M. de, (A) n = 10, (B) n = 6). La
actividad de la ATPasa de calcio fué medida de acuerdo a lo descrito
en Pacientes y Métodos y empleando el siguiente medio: (A) EGTA 0.1
mM. y CaCl, 0.2mM, que pr una c racién libre de calcio de
0.1 mM o~ (B) caCl, 0.1 mM sin adicién de EGTA. En ambos casos con
(®) o sin (0) adicign de calmodulina.

* En comparacién con la actividad encontrada sin afiadir calmodulina,
p <0.001.

15



V. D.I 8 ¢ U 8 I O N

Los resultados obtenidos en membranas de eritrocitos de sujetos
sancs y de pacientes con hipertensién arterial esencial, no mostraron
diferencias en su actividad de ATPasa (Ca2+,Mgz+) ni en la activacién
de la enzima por calmodulina. Aunque estos resultados son contrarios
a los informados por otros grupos (4,8), nosotros creemos que estas
discrepancias en la literatura, se deben a diferencias important_:es en
la metodologia empleada en cada estudic. Por ejemplo, y comé se ha
demostrade en nuestro trabajo, el uso de EGTA en el medio de
incubacidén representa un factor importante que modifica la respuesta

de la ATPasa a la calmodulina (Figura 4).

Por otra parte, hemos aislado las membranas de eritrocitos de ambos
grupos (i.e, sanos e hipertensos), usando buffers con EDTA a lo largo
de todo el procedimiento. Esta variable es particularmente importante
.al estudiar la activacién de 1la ATPasa—(Caz+,Mg2+) por calmodulina,
ya que es egencial que las membranas aisladas hayan sido depletadas
de esta proteina antes de medir su actividad de ATPasa de calcio
(19,20). La mayoria de los estudios que han comparado la actividad de
la ATPasa de sujetos sanos con la de hipertensos, han pasado por alte
este parametro. De hecho, son ellos quienes han informado que
existen diferencias en las actividades, basal y estimulada por

calmodulina, de la ATPasa-(Ca2%,Mg2%) medida en ambos grupos (9).
Mg

16



Desde luego, conocemos que existe una poblacién de calmodulina

fuertemente unida a la ATPasa-(ca2+,Mgz+) , dque no es removida con el
tratamiento de EDTA utilizado en nuestro proceso de aislamiento de
membranas. Pero por otra parte, si no se controla cuidadosamente la
remocién de la calmodulina débilmente-unida a la membrana por medio
de EDTA, pudiera ser que las actividades de 1la ATPasa (basal y
estimulada por calmodulina} qgue se observen no sean reales. Es por
ello que recomendamos que cualquier estudio que informe una afinidad
alterada de la ATPasa por calmodulina en membranas plasmaticas de
células de sujetos hipertensos, sea analizado cuidadosamente si no se

han especificado las condiciones experimentales arriba mencionadas.

Por Gltimo, estAd realizindose otra serie de experimentos para
determinar si existen diferencias en las dos poblaciones de
calmodulina wunida a 1la ATPasa- (ca2+,Mg2+) R en membranas de
eritrocitos de sujetos sanos y en las de los pacientes con

hipertensién arterial esencial.

17



VI. € O N C L U 8 I 0O N E 8

Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir que:

1.- La actividad de la ATPasa-(ca2%,Mg?%) medida en membranas de
eritrocitos de sujetos hipertensos no difiere de la encontrada en las

de los sujetos sanos, sea basal o estimulada por calmedulina.

2.- Es importante el wuso de soluciones con EDTA durante el
aislamiento de 1las membranas, con la finalidad de depletar de
calmodulina a las mismas. Este punto es particularmente crucial en la
determinacién veraz de 1la actividad de 1la ATPasa—(ca2+,H92+)

estimulada por calmodulina.

3.- La presencia de EGTA en los medio de incubacién en que se mide la
actividad de 1la ATPasa~(Ca?*,Mg?t), blogquea la estimulacién de la

enzima por calmodulina.

18
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tetracetic acid (EGTA).

Introduction: Recent advances in the study of the relationship
between cation homeostasis and hypcncnsion have revealed
the cellular basis of this discase in 1crms of altered intra-
cellular cuncnmmnom of calcium [1]. High lmmrcllular
calcium have been different
cell types from hypertensive patients [2, 3].

Scveral mechanisms have been put forward as the main
causes for this condition, in which increased calcium influx at
the plasma membranc has been proposed as one of the most
impartant factors [4). On the other hand, the mcchamsms

of 14 subjucts (aged 30-62 years). Their blood pressurcs, in
twa different visits, never exceeded 140 mmig/90 mmbig for
systolic and diastolic measurements respectively (Table 1),
All subjects in this group werse sclected to ensure that there
were no known cases of hypcrlcnsmn among their close
relatives. Clinical and faby were

too. All patients gave written mnmm.

Blood {50 mL) was drawn by venous puncturc in a supine
position after overnight fasting, and collected in acid citrale
duuuse as unncoagulum Samples were kept at 4°C until

was within a 2 h period
from extraction. A vesicle fraction mostly compased af
inside-out membranes was preparcd using o modification of
the method described by Niggli, er al. [14]. cmploging

for calcmm cflux from the cell, y [
ing cell calcium have been

less well chArach:nscd Among the molecules involved in the

contrat of this cflux of calcium from the cell, a Na*/Ca®*

acid) (EDTA) bulfcrs in the
isolation P [15]. Protcin was detere
mined according to Lowry, et al. [16} and aliguots stored at
=70°C unul ATPase ussays were carried out.

cxchanger as well as a (Ca?*, Mg**)-ATPasc have
intercst in the study of a number of different cell types (1, 3-5).

The (Ca**, Mg?*)-ATPasc is a 138-140 kDa membrane
bound protein whereby excitable and itable cclls couple

were assayed for ATPase activity
cmploying the following incubation media: invariable com-
ponents, 4 mM MgCl; and 50 mM Trisfhydroxymethyl]-

1he hydrolysis of ATP 1o the extrusion of calcium ions from
the cytoplasm to the extraccliular space [6]. The ubiquitous
calcium binding protein proposed as an imy

late (Tri late), pH 7. 4 and vamlblc

0.1 mM ethylene-glycol-bis-(§
N N’-lclm -acctic acid {EGTA) and dllﬁ:tcm CaCl; mm!nlr:l-
tions in order to give the mdluﬂcd {rec calcium concentrations

regulatory protein of the plasma ATPasc,
increases enzyme affinity for calcium and lhc Vemar of the
reaction (7).
Several reports on the (Ca?*, Mg**)-ATPase activity in
from human ive subjccts have been
controversial [R-10]. The ATPase activily in this cell system
has been found to be cither normal [4, B, decreased [9). or
even increased in ptatelets [10-13).
The purpose of this study was to Invcsllgal: whether

with well stability {17)and a
computer program. A diffcrent set of experiments was per-
formed using a fixed calcium concentratior (0.1 mM CaCly)
without the use of EGTA.

Analytical reagents were purchased from the Sigma
Chemical Co., 5t Louis, MO, USA, and salts from Merck,
Mexico City, Mexico.

All assays were carricd out in o final volume of 300 pl.
utilising an average protein concentration of 00 pg.
C

membrane cnlmndulm content and EGTA might
be the di observed so far
in mcmhram: ATPusc activity from hype ive paticnts.

of the ATPase activity was measured
in thc prescace of 10 ug calmodulin added during a 30 mis

Patients and methods: We studicd a group of 12 hypentensive
paticnts between the ages of 30 and 70, scen at the Service
of Internal Medicine, Medical Center 'La Raza', Mexican
Institute for the Social Sceurity. All patients (six females and
six males) had sustained high blood pressure greater than 140
mmHg systolic and 9 mmiig diastolic mcasurements in at
Ieast two different visits (Table 1),

Proccdures followed were in accordance with institutional
guidclines. A medical history, physical cxamination znd
laboratory workout were always performed. Paticnts were
excluded if the following criteria were met: secondary hyper-

period at 4°C. The (Ca” Mg**)-ATPase
ncuvny was determined at 37°C for 10 min. The reactions
initiated with the addition of ndenosine 5'-triphosphate
disodium salt (ATP) (pH 7.4) to give & final concentration of
3 mM and stopped with wichloracetic acid to give a final
concentration of IO,«. thphn(c liberation was measured
to the method described by

Fiskc and Subbarow {I8).

i and in-sti {Ca'*, Mg**).
ATPase activitics were determined substracting the activi
measured in the absence of CaCly from the activity values
measured in the presence of the cation. Experiments were
performed in dupllcnlc on separate membrane samples from

tension, morbid obesity (50% over ideal weight),
ischacmic heart discase. cardiac or senal failurc or nnnhypcr-
tensive treatment in the last four weeks hefore entry into the
trial.

‘This group was compared to a normatensive control group

cach single i

Resnlts: Table 1 shum the :hmc1l datyy for |h= hypertemive
and the groups. igni were
found in the blood counts or nhLmNry between hoth groups
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Figure 1 Effectof the Ca-EGTA comples on the (Ci, Mg')-ATPase activiey of e
experiments from eock group of subjects performed in duplicate). The calcium-ATPase ectivity was measured as
Free calcium cor

preparations and

et o Poiess md Mephods for normorensive (A} and ;g,mmm (B) subjecer. Free
for ) and

0.1 mM EGTA in the

-log [Coz’ (M)

rythrocytes membranes (meams + SEM from 10 different

nCenswsion wem mainiqined using
d (Ca'*, m":urm-atvim O).

Toble I: Age. sex and blood pressure of individuals suudied
(means + SEM).

Group
Hypertensive  Nomotensive

Characteristics
= 12) (n = 14)
. Age (yeans) 50 9
(34-70) (30-62)
Sex (MIF) 6 mn
bioad premmre (mmHg)
Supine 163 + 4.4 25
Orthostatic 160 + 5.2 107 £2.2
Disstelic blosd pressare (samifg)
Supine 108 + 2.4 ENE]
Orthostatic 108 £ 3.2 HERE]

(data not shown), Four hyperteasive patients showed cvidenoe
of left ventricle hypertrophy in the chest X-ray and/or the
electrocardiogram,

The calcium ATPase activity tested in the presence of
EGTA did not n;mﬂnnlly differ between both nudned
groups (Figure 1). C:
not show ﬂlmuluuon nl the enzyme m:uvuy, su;gesnng a
blunted jprobabi; d by EGTA.
Nevertheless, there was a direct relationship between the
calcium ATPase activity and the free calcium concentrations

showing a Iytic activity at 100 uM.

In 8 sccond set of expenmcnu. the EGTA was removed
from the incubation media and a total concentration of 0.1
mM CaCl; kept constant. The non-calmodulin-stimulated
calcium ATPase activity did nol change in cither group,
showing only a lower activity than the activity obtained in the
presence of EGTA (Figure 2). Under these conditions,
calmodulin stimulated four-fold the calcium ATPase activity
on both groups. In accordance with other reports [14, 5],
EGTA scems to stimulate partially the calcium-dependent
ATP hydrolytic activity of the enzyme and inhibit the
stimulatory calmodulin effect.

Discussion: The present results obtained with erythrocyte
membrancs from nosmotensive subjects and essentiat hyper-

(A)
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Figure 2: Effect of Ca* and EGTA on the erythrocyte (Ca'*,
Mg JATPase, (Means £ SEM, {A) v = 10, (B}'n = 6.}

The calcium ATPase activity was measured as described under
Patients and Methods in a media containing: {A) 0.1 mM EGTA and
0.2 mM CaCly t0 glve a free calcium conceuration of 0.1 mM.
(B) 0.1 mM CaCl with 1o EGTA In the mediurm, cither with (@) or
withowt (O) added calmodulin.

* At compared with no added colmodulin, p < 0.001.



Membtane Ca®*-ATPase in hypertension

paticnts show no differences in their (Ca™*, Mg?*)-
y or their activation of the enzyme by calm.
odulin. Although these findings agree with those reported by
ather proups [4, K], we believe the discrepancies obseeved in
the titerature when these parameters are measurcd could be
due to in the For in.
stance, as observed in our investigation, the use of EGTA in
the assay media could rcpm:m an important factor in the
altered response of the Ca**-ATPasc to ulmodu lin.

Tn our study, morcover. the biai
fram both groups, normotensive and hypertensive subjects,
were carried out using EDT,\ buffers during the isolation

This is p when studying the
uctivation of the Ca ~ATPase by calmodulin, since it is
esseatial to have calmodulin-depleted membranes before the
initiation of the Ca®*-ATPasc activity experiments [19, 20].
Most studics carried out so far comparing normotensive

have ked this situation, and
reported differences in Ca®*-ATPasc activity and calmodulin
activation without having controlled this parameter [9].

Although there seems 10 be u populalion of calmodulin
tightly bound 1o the Ca?*-ATPasc, this accessory ptotein is
not removed by an EDTA treatment during the membrane
isolation procedure. On the other hand, if the so-called lightly
bound calmodulin removed by the EDTA treatment is not
carcfully controlled, differences observed in Ca®*-ATPase
activity and calmodulin activation may not be real, Therefore,
the suggestion of having a Ca®*-ATPasc with an altered
affinity for calmodulin associated with the ccll plasma mem-
brane from hypertensive paticnts, should be taken with
caution, if these conditions have not been met.

Experiments are in progress in our laboratory to elucidaic
whether there are any differences in the two populations of
calmodulin bound ta the Ca®*-ATPase in both normotensive
and ive erythrocyte
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